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αAbs  Αοημακηζζχιαηα (auto-Antibodies)  

ADCC    Κοηηανμημλζηυηδηα ιεζμθααμφιεκδ απυ ακηίζςια (Antibody-

Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) 

AECA        Ακηζεκδμεδθζαηά ακηζζχιαηα (Anti-Endothelial Cell Antibodies) 

ANCA        Κοηηανμπθαζιαηζηά ακηζβυκα μοδεηενυθζθςκ – (Anti-Neutrophil 

Cytoplasmic Antigen) 

ΑΝΑ           Ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα  (Anti-Nuclar Antibodies) 

Ang-1          Αββεζμπμζδηίκδ 1 (Angiopoietin 1) 

Ang-2          Αββεζμπμζδηίκδ 2 (Angiopoietin 2) 

APC            Ακηζβμκμπανμοζζαζηζηά ηφηηανα (Antigen Presenting Cells) 

APS  φκδνμιμ ακηζθςζθμθζπζδίςκ (Anti-Phospholipids Syndrome) 

Α Ακμζζαηυ φζηδια 

BCR         Τπμδμπέαξ ηςκ Β-ηοηηάνςκ  (Β-Cell Receptor) 

bFGF        ααζζηυξ Αολδηζηυξ Πανάβμκηαξ ηςκ Ηκμαθαζηχκ (basic Fibroblat 

Growth Factor) 

bp Εεφβδ αάζεςκ  (base pairs) 

BSA          Αθαμοιίκδ μνμφ αμυξ  (Bovine Serum Albumin) 

CD40L      οκδέηδξ ημο CD40  (CD40 Ligand) (CD154) 

CD  Cluster of Differentiation 

CDR  οιπθδνςιαηζηέξ ηαεμνζζηζηέξ πενζμπέξ (Comlementary 

Determining Regions) 

Cox-2        Κοηθμμλοβεκάζδ-2 (Cyclo-Oxygenase-2) 

DCs Γεκδνζηζηά ηφηηανα (Dendritic cells) 

DNA Γεζμλο-νζαμκμοηθεσηυ Ολφ (Deoxyribo-Nucleic Acid) 

dsDNA     Γζπθήξ έθζηαξ DNA (double strand DNA) 

dNTP        Σνζθμζθςνζηά δεμλονζαμκμοηθεμηίδζα (deoxyribonucleotide 

triphosphate) 

DRs Τπμδμπείξ Θακάημο (Death Receptors) 

ECs Δκδμεδθζαηά ηφηηανα  (Endothelial Cells) 
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ENA Πονδκζηά Ακηζβυκα πμο εηποθίγμκηαζ  (Extractable Nuclear 

Anigens)  

EPCs Eκδμεδθζαηά πνμβμκζηά ηφηηανα  (Endothelial Progenitor Cells) 

EDTA       Αζεοθεκμ-δζαιζκμ-ηεηναμλζηυ μλφ (EthyleneDiamineTetraacetic 
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bFGF ααζζηυξ Αολδηζηυξ Πανάβμκηαξ Ηκμαθαζηχκ (basic Fibroblast 

Growth Factor) 

FMD Αββεζμδζαζημθή επαβυιεκδ απυ ηδ νμή (Flow Mediated 

Dilatation) 

GWAS      Μεθέηδ ζοζπέηζζδξ μθυηθδνμο ημο βμκζδζχιαημξ (Genome Wide 

Association Study) 

HCQ Τδνμλοπθςνμηίκδ  (Hydroxy ChloroQuine) 

HGF Αολδηζηυξ πανάβμκηαξ ηςκ δπαηημηοηηάνςκ (Hepatocyte Growth 

Factor) 

HIF Πανάβμκηαξ επαβυιεκμξ απυ ηδκ οπμλία (Hypoxia Inducible 

Factor) 

ICAM-1     Γζαηοηηανζηυ ιυνζμ πνμζηυθθδζδξ 1 (InterCellular Adhesion 

Molecule 1) 

Ig Ακμζμζθαζνίκδ (Immunoglobulin) 

IMT  Πάπμξ έζς-ιέζμο πζηχκα (αββείςκ) (Intima-Media Thickness) 

iNOS Δπαβυιεκδ οκεεηάζδ Μμκμλεζδίμο Αγχημο – (inducible Nitric 

Oxide Synthase) 

IL-1  Ηκηενθεοηίκδ 1  (Interleukine 1) 

IL-1R1 Τπμδμπέαξ ηδξ Ηκηενθεοηίκδξ 1  (Interleukine Receptor 1) 

IVIg  Δκδμθθέαζα ακμζμζθαζνίκδ (Intravenous Immunoglobulin) 

LPS Λζπμπμθοζαηπανίηδξ (Lipopolysacarite) 

mAbs         Μμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα  (monoclonal Αntibodies) 

M-CSF      Γζεβενηζηυξ πανάβμκηαξ ζπδιαηζζιμφ απμζηζχκ ιαηνμθάβςκ 
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(Macrophage-Colony Stimulating Factor) 

MFI Μέζδ ποηκυηδηα θεμνζζιμφ (Mean Fluorescence Intensity) 

MHC Μείγμκ ζφιπθεβια ζζημζοιααηυηδηαξ (Major histocompatibility 

complex)  

MMPs          Μεηαθθμπνςηεσκάζεξ ηδξ εειέθζαξ μοζίαξ (Matrix 

Metalloproteinases) 

TGF-α         Αολδηζηυξ Πανάβμκηαξ Μεηαζπδιαηζζιμφ α (Transforming 

Growth Factor α) 

TIMP           Ηζηζημί ακαζημθείξ ηςκ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ  (Tissue inhibitors 

of metalloproteinases) 

ΝΑbs  Φοζζηά ακηζζχιαηα  (natural antibodies) 

ΝΟ Νζηνζηυ μλείδζμ  (Nitric Oxide) 

NF-ηΒ         Πονδκζηυξ πανάβμκηαξ ηB (Nuclear Factor-ηB) 

PA Δκενβμπμζδηέξ πθαζιζκμβυκμο  (Plasminogen Activators) 

PAI Ακαζημθείξ ηςκ εκενβμπμζδηχκ ημο πθαζιζκμβυκμο  (Plasminogen 

Activators Inhibitors)   

PAF Πανάβμκηαξ Δκενβμπμίδζδξ ηςκ Αζιμπεηαθίςκ  (Platelet 

Activating Factor) 

PBS Ροειζζηζηυ δζάθοια θςζθμνζηχκ  (Phosphate buffered Saline) 

pDCs  Πθαζιαηοηηανμεζδή δεκδνζηζηά ηφηηανα plasmacytoid Dendritic 

Cells 

PDGF-BB Αολδηζηυξ πανάβμκηαξ πνμενπυιεκμξ απυ αζιμπεηάθζα BB  

(Platelet Derived Growth Factor BB) 

PDGFR-α     Τπμδμπέαξ ημο Αολδηζημφ πανάβμκηα πνμενπυιεκμο απυ 

αζιμπεηάθζα (Platelet Derived Growth Factor Receptor α) 

PI3K Κζκάζδ ηδξ 3- Φςζθαηζδοθ-Ηκμζζηυθδξ  (Phosphatidy l- Inositol 3 

Kinase) 

SCID:   μαανή ζοκδοαζιέκδ ακμζμακεπάνηεζα  (Severe Combined 

Immunodeficiency) 

ΔΛ  οζηδιαηζηυξ ενοεδιαηχδδξ θφημξ  (Systemic Lupus 

Erythematosus) 

PlGF Αολδηζηυξ πανάβμκηαξ ημο πθαημφκηα  (Placental Growth Factor)  

RNP Ρζαμκμοηθεμπνςηεΐκδ  (RiboNucleoProtein) 
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ROS Δκενβέξ Ρίγεξ Ολοβυκμο  (Reactive Oxygen Species) 

SAPK Πνςηεσκζηή ηζκάζδ εκενβμπμζμφιεκδ απυ ζηνεξ (Stress-Activated 

Protein Kinase) 

sCD40L Γζαθοηυξ CD40L (soluble CD40L) 

SDF-1 Πανάβμκηαξ πνμενπυιεκμξ απυ ημ ζηνχια 1  (Stromal Derived 

Factor 1) 

ΔΛ οζηδιαηζηυξ Δνοεδιαηχδδξ Λφημξ  (Systemic lupus 

erythematosus)  

SMCs             Λεία ιοσηά ηφηηανα (Smooth Muscle Cells) 

SLEDAI         φζηδια αλζμθυβδζδξ εκενβυηδηαξ ημο ΔΛ (SLE Disease 

Activity Index) 

TCR Τπμδμπέαξ Σ θειθμηοηηάνςκ  (T-cell receptor) 

TF Ηζηζηυξ Πανάβμκηαξ  (Tissue Factor) 

TLRs   Τπμδμπείξ μιμζάγμκηεξ ιε ημοξ Toll  (Toll-Like Receptors)  

TNF Πανάβμκηαξ Νέηνςζδξ ηςκ Όβηςκ (Tumor Necrosis Factor) 

TNFR1 Τπμδμπέαξ ημο Πανάβμκηα Νέηνςζδξ ηςκ Όβηςκ 1 (Tumor 

Necrosis Factor Receptor 1) 

VCAM-1 Μυνζμ Πνμζηυθθδζδξ ηςκ Αββεζαηχκ Κοηηάνςκ 1  (Vascular 

Cell Adhesion Molecule 1) 

VE-Cadherin Κακηπενίκδ ημο Αββεζαημφ Δκδμεδθίμο  (Vascular Endothelial 

Cadherin) 

VEGF              Αολδηζηυξ Πανάβμκηαξ ημο Αββεζαημφ Δκδμεδθίμο  (Vascular 

Endothelial Growth  Factor) 

VEGFR2 Τπμδμπέαξ  ημο Αολδηζημφ Πανάβμκηα ημο Αββεζαημφ 

Δκδμεδθίμο 2  (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) 

WPB ςιάηζα Weibel-Palade  (Weibel-Palade bodies) 
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I.  ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.   ΦΤΗΚΑ ΑΤΣΟΑΝΣΗΧΜΑΣΑ (NATURAL AUTOANTIBODIES, NAbs) 

ΣΖ ΦΤΗΟΛΟΓΗΚΖ ΚΑΣΑΣΑΖ 

1.1   Δηζαγσγή  

Ζ Ακμζμθμβία, απμηεθεί ηθάδμ ηδξ αζμσαηνζηήξ επζζηήιδξ ιε ακηζηείιεκμ ιεθέηδξ ηδ 

δμιή ηαζ ηδ θεζημονβία ημο ακμζζαημφ ζοζηήιαημξ (Α) δζαθυνςκ μνβακζζιχκ. Ζ δνάζδ 

ημο Α, θοζζμθμβζηά είκαζ πνμζηαηεοηζηή, δφκαηαζ υιςξ κα μδδβεί ηαζ ζε παεμθμβζηέξ 

ηαηαζηάζεζξ υηακ εηείκμ δοζθεζημονβεί (αοημάκμζεξ αζεέκεζεξ, οπενεοαζζεδζία, 

ακμζμθμβζηή ακεπάνηεζα). Σα ααζζηά ηοηηανζηά ηαζ ποιζηά ζοζηαηζηά ημο, απμηέθεζακ 

πεδίμ εκδεθεπμφξ ένεοκαξ ηυζμ in vitro υζμ ηαζ in vivo. Ζ ακμζμθμβζηή απυηνζζδ είκαζ ιζα 

δζαδζηαζία ηαηά ηδκ μπμία ζηακά ενεείζιαηα επάβμοκ ηδκ παναβςβή πνςηεσκχκ ηαζ 

εκενβχκ ηοηηάνςκ ζε ιία πμζηζθία απενζυνζζηδ ζε ιμνζαηέξ δμιέξ. Ζ Ακμζμθμβία, έπεζ ηζξ 

νίγεξ ηδξ ζηδκ ανπαζυηδηα, υηακ βζα πνχηδ θμνά παναηδνήεδηε πςξ πθδεοζιμί πμο είπακ 

επζαζχζεζ απυ ιία ιμθοζιαηζηή κυζμ, ζπακίςξ κμζμφζακ λακά απυ ηδκ ίδζα αζηία. Αοηυ 

ήηακ ήδδ βκςζηυ απυ ημκ Θμοηοδίδδ, μ μπμίμξ πενζβνάθμκηαξ ιία επζδδιία πακχθδξ ζηδκ 

Αεήκα, παναηήνδζε υηζ υπμζμξ επζαίςκε απυ ηδκ κυζμ είπε «ακμζία» ζε ιία δεφηενδ 

επαθή ιε ημ παεμβυκμ-αίηζμ πμο ηδκ πνμηαθμφζε. 

ηδκ πενίμδμ 1890–1910 ακαπηφπεδηε έκημκμ εκδζαθένμκ βζα ηδκ Ακμζμθμβία ηαζ 

ηέεδηακ μζ αάζεζξ βζα πζμ επζζηδιμκζηή πνμζέββζζδ ηαζ επελήβδζδ ηςκ θαζκμιέκςκ ηδξ, 

ηαεμνίγμκηαξ έηζζ ημ πεδίμ δνάζδξ ηδξ ηαζκμφνζαξ αοηήξ επζζηήιδξ. ηζξ ανπέξ ημο 1900 

ζηδκ Ακμζμθμβία ηονζανπεί δ ιμνθή ημο Paul Ehrich, μπμίμξ, αθμφ ακαηάθορε ηδκ 

φπανλδ ακηζζςιάηςκ ζε ημοκέθζα έκακηζ πνςηεσκχκ ημο βάθαηημξ ή ζημ θεφηςια ημο 

αοβμφ, πνμπχνδζε ζηδκ δζαηφπςζδ υηζ ημ αζμθμβζηυ εκδζαθένμκ ηδξ ακμζμπμίδζδξ δεκ 

πενζμνίγεηαζ ιυκμκ ζηζξ θμζιχλεζξ αθθά ηαζ ζε άθθα αίηζα. Δζζήβαβε, θμζπυκ, ημκ υνμ 

«horror autoxicus» βζα κα οπμδείλεζ υηζ ζοκήεςξ ηα ζπμκδοθςηά δεκ εηδδθχκμοκ 

ακμζμθμβζηέξ ακηζδνάζεζξ απέκακηζ ζηα ζοζηαηζηά ζημζπεία ημο ίδζμο ημοξ ημο 

μνβακζζιμφ, εέημκηαξ έηζζ ηζξ αάζεζξ βζα ηδ δζάηνζζδ ηςκ βκςζηχκ υνςκ «self» ηαζ «non-

self». Δπζπνυζεεηα, ιε ηδ εεςνία ηςκ πθαβίςκ αθοζίδςκ δζαηφπςζε υηζ δ παναβςβή ηςκ 

ακηζζςιάηςκ ζηδνίγεηαζ ζηδκ επζθμβή ηοηηάνςκ πμο έπμοκ ημοξ ηαηάθθδθμοξ οπμδμπείξ 

ζηδ ιειανάκδ ημοξ βζα ημ ακηζβυκμ. 

Ο Landsteiner ημ 1902 ακαιζβκφμκηαξ ζε υθμοξ ημοξ πζεακμφξ ζοκδοαζιμφξ ημκ μνυ ηαζ 

ηα ενοενά αζιμζθαίνζα απυ 22 δυηεξ ηαζ παναηδνχκηαξ υηζ ιενζημί μνμί πνμηαθμφζακ 
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αζιμζοβηυθθδζδ ζε άθθμοξ δυηεξ, πνμζδζυνζζε ηζξ «ζοβημθθδηίκεξ» ηφπμο ΑΒΟ. ημκ 

μνυ θοζζμθμβζηχκ ακενχπςκ μιάδαξ αίιαημξ Α οπήνπακ «ζοβημθθδηίκεξ» πμο 

ζοκδέμκηακ πάκς ζηα Β ακηζβυκα ενοενμηοηηάνςκ, εκχ ακηίζηνμθα ζε άημια μιάδαξ 

αίιαημξ Β οπήνπακ «ζοβημθθδηίκεξ» πμο ζοκδέμκηακ ζηα Α ακηζβυκα (2). Έηζζ βεκκήεδηε 

δ ακμζμβεκεηζηή, ηδξ μπμίαξ ημ πεδίμ δνάζδξ λεηζκάεζ απυ ηδ ιεθέηδ ηδξ βεκεηζηήξ ηςκ 

πθδεοζιχκ, ιέζς ηδξ πνήζδξ ηςκ ακηζβμκζηχκ δεζηηχκ, έςξ ηδκ ακάθοζδ ημο βεκεηζημφ 

εθέβπμο ηδξ ακμζζαηήξ απυηνζζδξ. Όπςξ απμδείπεδηε ανβυηενα, μζ «ζοβημθθδηίκεξ» 

αοηέξ ακήηακ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ θοζζηχκ ακηζζςιάηςκ (Natural Antibodies, ΝAbs). 

ηζξ ανπέξ ηδξ δεηαεηίαξ ημο 1950 εζζήπεδζακ μζ εεςνίεξ επζθμβήξ ηςκ ηθχκςκ απμ ημκ 

Burnet. Σμ ακηζβυκμ επζθέβεζ ιέζα απυ έκακ εηενμβεκή ηοηηανζηυ πθδεοζιυ, μνζζιέκμοξ 

ηθχκμοξ ακμζμθμβζηά ακηαβςκζζηζημφξ πμο πανμοζζάγμοκ ζηδ ιειανάκδ ημοξ, ημοξ 

ηαηάθθδθμοξ οπμδμπείξ βζα κα ημ δεζιεφζμοκ. Ζ παναβςβή αοημακηζζςιάηςκ 

πανειπμδίγεηαζ ιέζς ηδξ ανκδηζηήξ επζθμβήξ ηςκ αοημδναζηζηχκ Β-ηοηηάνςκ ζημ ιοεθυ 

ηςκ μζηχκ, ηαεχξ ηα αοημακηζζχιαηα αοηά ηαείζηακηαζ επζηίκδοκα βζα ημκ μνβακζζιυ 

ηαζ μδδβμφκ ζε αοημάκμζα κμζήιαηα (3). Ζ ααζζηή ανπή αοηήξ ηδξ εεςνίαξ, 

δζαιμνθςιέκδ απυ ημκ Nossal ημ 1960, ηαεμνίγεζ υηζ ηάεε ηφηηανμ ζε ηάπμζα δεδμιέκδ 

πνμκζηή ζηζβιή πανάβεζ έκα ζοβηεηνζιέκμ είδμξ ακηζζχιαημξ (4). Αοηυ πνμτπμεέηεζ υηζ 

ημ Α απμηεθείηαζ απυ ζπδιαηζζιμφξ θειθμηοηηάνςκ, εοαίζεδημοξ ςξ πνμξ ημ ακηζβυκμ, 

πμο είκαζ βεκεηζηχξ πνμβναιιαηζζιέκμζ βζα ηδ ζφκεεζδ εκυξ εζδζημφ ακηζζχιαημξ. Αοηή 

ιάθζζηα δ ελεζδίηεοζδ ιπμνεί κα ιεηαθενεεί ηαζ ζηα επυιεκα εοβαηνζηά ηφηηανα πμο 

δφκακηαζ κα εκενβμπμζδεμφκ φζηενα απυ ηαηάθθδθμ ενεεζζιυ. Οζ παναπάκς εεςνίεξ δεκ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ιυκμ βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ παναβςβήξ ακηζζςιάηςκ ηαζ 

ηδξ δζαθμνμπμίδζήξ ημοξ, αθθά ηαζ βζα ηδκ επελήβδζδ ιδπακζζιχκ, υπςξ δ ακμζμθμβζηή 

ακμπή (tolerance). Ο Burnet οπμβναιιίγμκηαξ ηδ ζδιαζία ηδξ εεςνίαξ ημο πζιαζνζζιμφ (5) 

ηαζ ηδξ ακμζμθμβζηήξ ακμπήξ ζε δζγοβςηζηά δίδοια ηαηέθδλε ζημ ζοιπέναζια υηζ ηα 

ακηζβυκα πμο ένπμκηαζ ζε επαθή ιε ημ Α ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ειανοσηήξ γςήξ 

ακαβκςνίγμκηαζ δζαδμπζηχξ ςξ «self», δδθαδή πνμενπυιεκα απυ ημκ ίδζμ ημκ μνβακζζιυ, 

ηαζ μζ ηοηηανζημί ηθχκμζ πμο πανάβμοκ αοημφξ ημοξ ακμζμτπμδμπείξ ηαηαζηνέθμκηαζ ή 

αδνακμπμζμφκηαζ πανέπμκηαξ ηδκ ακμζμθμβζηή ακμπή. 

Οζ πνχηεξ ιεθέηεξ ιε ηα NAbs λεηίκδζακ ζπεδυκ ηδκ ίδζα πενίμδμ ιε ηδκ ανπή ηδξ 

Ακμζμθμβίαξ (2, 6)(Landsteiner 1945, Boyden 1965, Michael 1969). Οζ ιεθέηεξ αοηέξ 

έδεζλακ υηζ οπήνπακ ακηζζχιαηα ζε θοζζμθμβζημφξ ακενχπζκμοξ μνμφξ πμο ακαβκχνζγακ 

μοζίεξ ημο εαοημφ, υπςξ ζπενιαημγςάνζα ηαζ ενοενμηφηηανα. Οζ ιεθέηεξ αοηέξ υιςξ 

ζηαιάηδζακ ηδ δεηαεηία ημο 1960 ιε ηδ βεκζηή απμδμπή απυ ηδκ ακμζμθμβζηή ημζκυηδηα 
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ηδξ εεςνίαξ ηδξ επζθμβήξ ηςκ ηθχκςκ ημο Burnet πμο απαβμνεφεζ ηδκ φπανλδ 

αοημακηζζςιάηςκ ζε θοζζμθμβζηή ηαηάζηαζδ. Σδ δεηαεηία ημο 1980 δ μιάδα ημο . 

Ααναιέα απμιυκςζε βζα πνχηδ θμνά απυ μνμφξ οβζχκ ακενχπςκ ακηζζχιαηα ηαζ ηςκ 

ηνζχκ ηφνζςκ ηάλεςκ (IgM, IgG ηαζ IgA) πμο ακαβκχνζγακ ζοβπνυκςξ δζαθμνεηζηά 

ακηζβυκα ημο εαοημφ ηαζ ημο λέκμο (7). Σα απμηεθέζιαηα αοηά δεκ έηοπακ ηυηε εονείαξ 

απμδμπήξ ηαζ εεςνήεδηακ ςξ ρεοδχξ εεηζηά. Με ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο υιςξ έβζκε 

ζαθέξ υηζ ζημκ μνυ ηςκ οβζχκ αηυιςκ οπάνπμοκ πνάβιαηζ NAbs πμο ακηζδνμφκ ηυζμ ιε 

εκδμβεκή, υζμ ηαζ ιε ελςβεκή ακηζβυκα (8). Σα IgM-NAbs ακζπκεφμκηαζ πςνίξ δοζημθία 

ζημοξ θοζζμθμβζημφξ μνμφξ, αθθά έκα ιένμξ απυ ηα IgG- ηαζ IgA-NAbs θαίκεηαζ κα είκαζ 

«ιπθμηανζζιέκμ» απυ ακηζβυκα ηαζ ιπμνμφκ κα ακζπκεοεμφκ ιυκμ ιεηά απυ επελενβαζία 

ηςκ μνχκ ή ιεηά απυ απμιυκςζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ (3, 8-12). Σμ νεπενηυνζμ ηςκ NAbs 

είκαζ πανυιμζμ ζε ηάεε γςζηυ είδμξ, αθθά θαίκεηαζ κα δζαθένεζ απυ ημ έκα άημιμ ζημ 

άθθμ. Δπζπθέμκ, ημ νεπενηυνζμ ηςκ IgM-NAbs θαίκεηαζ κα παναιέκεζ ζηαεενυ, εκχ αοηυ 

ηςκ IgG- ηαζ IgA-NAbs κα ελανηάηαζ απυ ηζξ πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ. Σα NAbs είκαζ 

πανυκηα ζηδ ιήηνα, ζημ αίια ηςκ κεμβκχκ, ζημ βάθα ηδξ ιδηέναξ ηαζ ζε υθδ ηδ δζάνηεζα 

ηδξ γςήξ ζημ αίια ηαζ ζε άθθα αζμθμβζηά οβνά, υπςξ ημ ζάθζμ ηαζ ημ εβηεθαθμκςηζαίμ 

οβνυ (3, 8-12). 

Ζ παναβςβή πμθοδναζηζηχκ ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ (mAbs) απυ δζάθμνα 

θοζζμθμβζηά (οβζή) είδδ γχςκ επζαεααίςζε ηδκ φπανλδ ηςκ ΝΑbs ηαζ επέηνερε ηδκ 

πεναηένς ιεθέηδ ημοξ (13). Έηζζ, δ ακάθοζδ Β-ηοηηανζηχκ ηθχκςκ πμο πνμένπμκηακ απυ 

πενζθενζηά θειθμηφηηανα οβζχκ ακενχπςκ ιεηά απυ εηενμτανζδζζιυ ή αεακαημπμίδζδ 

ιε ιυθοκζδ ιε ημκ ζυ Epstein-Barr, έδεζλακ πςξ έςξ ηαζ ημ 33% ηςκ mAbs πμο 

εηηνίκμκηαζ ακαβκςνίγεζ πάκς απυ δφμ ακηζβυκα. Σα πενζζυηενα απυ ηα ΝΑbs είκαζ 

πμθοδναζηζηά, δδθαδή ακαβκςνίγμοκ ημοθάπζζημκ δφμ ή πενζζζυηενα ακηζβυκα, ηαζ 

απμηεθμφκ έκα ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηςκ παναβυιεκςκ ακηζζςιάηςκ (11). Κονίςξ θυβς 

ηδξ ηεπκζηήξ ηςκ οανζδςιάηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ NAbs, οπήνλε δ 

εζθαθιέκδ ακηίθδρδ πςξ αοηά ακήημοκ ηονίςξ ζηδκ ηάλδ IgM. Αοηυ μθεζθυηακ ζημ υηζ 

πμθθέξ ιεθέηεξ ζε πμκηίηζα, ααζίγμκηακ ζε πεζνάιαηα οανζδμπμίδζδξ ιε ηδ ζφκηδλδ -ιε 

ιδ εηηνζηζηέξ ιοεθςιαηζηέξ ζεζνέξ- ζπθδκμηοηηάνςκ απυ ιδ ακμζμπμζδιέκα γχα, πμο 

δίκμοκ ζπεδυκ απμηθεζζηζηά οανζδχιαηα IgM. Πζεακχξ, ηα Β-ηφηηανα πμο πανάβμοκ 

πμθοδναζηζηά IgM, ανίζημκηαζ ζε έκα ορδθυηενμ επίπεδμ εκενβμπμίδζδξ απυ ηα 

ακηίζημζπα πμο πανάβμοκ πμθοδναζηζηά IgG- ηαζ IgA-NAbs. Κάεε ιμκμηθςκζηυ NAb 

πανμοζζάγεζ έκα ζδζαίηενμ πνμθίθ ακαβκχνζζδξ ακηζβυκςκ ημο εαοημφ ηαζ ημο λέκμο. Σα 

IgM-NAbs ηςδζημπμζμφκηαζ απυ βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ, πςνίξ ή ιε θίβεξ 
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ιεηαθθάλεζξ. Σα IgG- ηαζ IgA-NAbs θένμοκ έκακ ιεηααθδηυ ανζειυ ιεηαθθάλεςκ, 

ζοκήεςξ 7-10, αθθά δεκ είκαζ ζπάκζμ κα ανεεμφκ IgG- ηαζ IgA-NAbs πμο κα έπμοκ πμθφ 

ιεβάθμ ανζειυ ιεηαθθάλεςκ, ζοκήεςξ 15-20. Όθα ηα ιμκμηθςκζηά NAbs εηθνάγμοκ 

πμθοδναζηζηυηδηα ηαζ ακαβκςνίγμοκ δμιζηά δζαθμνεηζηά ιυνζα, υπςξ ακηζβυκα ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ ηαζ ημο πονήκα (DNA ηαζ πνςηεΐκεξ), ηαεχξ ηαζ ελςβεκή ακηζβυκα, 

ηοηθμθμνμφκηα ιαηνμιυνζα ηαζ απηέκζα, ηςκ μπμίςκ δ δμιή έπεζ ζοκηδνδεεί ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ ελέθζλδξ (1). πεδυκ δφμ δεηαεηίεξ πνζκ, δ παναβςβή ηςκ NAbs εεςνείημ υηζ 

ήηακ απμηέθεζια δζαζηαονμφιεκςκ ακηζδνάζεςκ ιε ελςβεκή, πενζααθθμκηζηά ακηζβυκα, ή 

πνμσυκ ιδ εζδζηχκ ιδπακζζιχκ πμο ζοκμδεφμοκ ηδκ ακμζζαηή απυηνζζδ, ή υηζ 

ακηζπνμζχπεοακ αοευνιδηδ «δζαννμή» ημο ηεθζημφ ζηαδίμο ςνίιακζδξ ημο Β-ηοηηάνμο. 

ε κεμβέκκδηα, ηαεχξ ηαζ ζε πμκηίηζα ιεβαθςιέκα ζε ζοκεήηεξ απαθθαβιέκεξ απυ 

ακηζβμκζημφξ ηαζ παεμβυκμοξ πανάβμκηεξ (germ-free and antigen free mice) θάκδηε κα 

πανάβμκηαζ ζε θοζζμθμβζηά επίπεδα IgM-NAbs, βεβμκυξ πμο ηαηαδεζηκφεζ πςξ δ 

παναβςβή ημοξ δεκ μθείθεηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ακηζβυκα ημο πενζαάθθμκημξ. ε 

αοηά ηα πμκηίηζα υιςξ ηα επίπεδα ηςκ IgGs είκαζ ιεζςιέκα ηαηά πενίπμο 95%. Κάηζ 

ηέημζμ οπμδεζηκφεζ υηζ ημ νεπενηυνζμ ηαζ ημ επίπεδμ ηςκ IgM είκαζ ζηαεενυ ηαζ δεκ ημ 

επδνεάγμοκ ελςηενζηά ακηζβμκζηά ενεείζιαηα, εκχ αοηά ηςκ IgG απαζηεί ηδκ πανμοζία 

ελςηενζηχκ ενεεζζιάηςκ (1, 14). 

Μζα ζεζνά απυ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηα NAbs πανάβμκηαζ απυ ηφηηανα B1CD5
+
, απυ Β-

ηφηηανα πενζθενζηήξ γχκδξ (ΜΕΒ) ηαζ απυ θειθμγζδζαηά Β2-ηφηηανα. Κφηηανα B1CD5
+
 

ηαζ ΜΕΒ εηθνάγμοκ πανυιμζεξ, αθθά ηαζ ζοβπνυκςξ δζαηνζηέξ εζδζηυηδηεξ, ηαζ πανάβμοκ 

ηονίςξ IgM-NAbs (13, 15). Σα ηφηηανα B1CD5
+
 είκαζ πανυκηα κςνίξ ζηδκ μκημβέκεζδ, 

ζηα έιανοα ηαζ ζηα κεμβέκκδηα ηαζ ανίζημκηαζ πνςηίζηςξ ζημ πενζηυκαζμ, εκχ ηα 

ηφηηανα ΜΕΒ ακζπκεφμκηαζ ζηδκ πενζθενζηή γχκδ ημο ζπθήκα. Σα ηφηηανα Β2 

πανμοζζάγμκηαζ ανβυηενα ζηδκ μκημβέκεζδ, βφνς ζημοξ εκκέα ιήκεξ πενίπμο βζα ημκ 

άκενςπμ (15). οκεέημοκ πμθοδναζηζηά IgM NAbs ηαζ ιπμνμφκ κα ιεηααμφκ (switch) 

ζηδκ παναβςβή IgG- ηαζ IgA-NAbs, ηα μπμία θένμοκ έκα ανζειυ ιεηαθθάλεςκ πμο 

πμζηζθθεζ (16) (Δηθφλα 1.1). 

φιθςκα ιε ηδ εεςνία ηδξ επζθμβήξ ηςκ ηθχκςκ, δ παναβςβή ακμζμτπμδμπέςκ πμο 

ακαβκςνίγμοκ ζημζπεία ημο εαοημφ εθέβπεηαζ απυ αοζηδνμφξ ηακυκεξ. Σα Β-ηφηηανα πμο 

πανάβμοκ αοημακηζζχιαηα ορδθήξ ζοββέκεζαξ ελαθείθμκηαζ ηαζ υζα δζαθεφβμοκ 

(πανάβμκηαξ αοημακηζζχιαηα παιήθδξ ζοββέκεζαξ), ηαηαζηέθθμκηαζ ιε ιδπακζζιμφξ 

θεζημονβζηήξ ακένβεζαξ (functional anergy) (17-19) ηαζ επελενβαζίαξ οπμδμπέςκ (receptor 

editing) (20, 21). Σα ηεθεοηαία πνυκζα υιςξ πμθθέξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηα Β-ηφηηανα πμο 
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πανάβμοκ αοημακηζζχιαηα ηαζ αοημακμζμτπμδμπείξ παίνκμοκ ιένμξ ζηδ θεζημονβία ημο 

Α ηαζ βεκζηά ζηδκ μιμζυζηαζδ ημο μνβακζζιμφ. Αοηά ηα Β-ηφηηανα επζθέβμκηαζ ηαζ 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ακηζβυκα ημο εαοημφ ηαζ ημο λέκμο, ηαζ δ πανμοζία ημοξ είκαζ 

απαναίηδηδ ζηζξ ανπζηέξ θάζεζξ ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ Β-ηοηηάνςκ βζα ηδκ μιαθή 

ακάπηολή ημοξ. Σα αοημδναζηζηά (autoreactive) B-ηφηηανα ιπμνμφκ κα δζαθεφβμοκ υθμοξ 

ημοξ ιδπακζζιμφξ απεκενβμπμίδζήξ ημοξ ηαζ κα δζαπέμκηαζ ζε υθα ηα θειθμεζδή υνβακα 

(22). 

Σα αοημακηζζχιαηα πμο πανάβμκηαζ απυ ηα Β-ηφηηανα ζοιιεηέπμοκ ζε δζάθμνεξ 

αζμθμβζηέξ δνάζεζξ. Πνάβιαηζ, ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηα NAbs ζοιιεηέπμοκ ζηδ νφειζζδ 

ηςκ Β- ηαζ Σ-ηοηηάνςκ ηαεχξ ηαζ ζηδ νφειζζδ ηςκ ηοηηανμηζκχκ. Δίκαζ ζηακά κα 

επάβμοκ ή ακηίεεηα κα ηαηαζηείθμοκ ηφηηανα, ηα μπμία ζοκεέημοκ ηαζ εηηνίκμοκ 

πνςηεΐκεξ, έκγοια ή/ηαζ αζμθμβζημφξ πανάβμκηεξ, υπςξ μνιυκεξ, πδιεζμηίκεξ ηαζ 

αζμπεπηίδζα, κα επάβμοκ ηδκ επακαζφκεεζδ ηδξ ιοεθίκδξ, κα εηθνάγμοκ, ηα ίδζα, 

αζμθμβζηέξ ζδζυηδηεξ, υπςξ ηαηαθοηζηέξ, ηαζ κα είκαζ ζηακά κα εζζένπμκηαζ ζε γχκηα 

ηφηηανα (23-25). Οζ δζαθμνεηζηέξ δνάζεζξ ημοξ θαίκεηαζ κα μθείθμκηαζ, είηε ζε ηοπζηέξ 

ακηζδνάζεζξ ακηζβυκμο-ακηζζχιαημξ, είηε ζε ακηζδνάζεζξ πμο ημοξ επζηνέπμοκ κα 

ιζιμφκηαζ παναπθήζζεξ ζδζυηδηεξ ιε ηθαζζζημφξ αζμθμβζημφξ πανάβμκηεξ. 
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Δηθόλα 1.1 Oληνγέλεζε θαη δηαθνξνπνίεζε Β-θπηηάξσλ. Σα πεξηζζφηεξα πεξηθεξηθά Β-θχηηαξα 

παξάγνληαη ζην κπειφ ησλ νζηψλ θαη αλαθέξνληαη σο Β2-θχηηαξα. Έλαο  κηθξφο πιεζπζκφο Β-

θπηηάξσλ, πνπ είλαη γλσζηφο σο Β1-θχηηαξα (εληνπίζηεθαλ αξρηθά ζε πνληίθηα θαη πνιχ πξφζθαηα 

ζηνλ άλζξσπν), βξίζθνληαη θπξίσο ζηελ ππεδσθνηηθή θαη πεξηηνλατθή θνηιφηεηα, αιιά θαη ιηγφηεξν 

ζηνv ζπιήλα. Σα B1-θχηηαξα εθθξάδνπλ CD19, πςειά επίπεδα CD5 θαη παξάγνπλ ρακειήο 

ζπγγέλεηαο θπζηθά IgM πνιπδξαζηηθά αληηζψκαηα, ρσξίο ηε βνήζεηα ησλ Σ-θπηηάξσλ. Δίλαη πξνο ην 

παξφλ αζαθέο αλ ηα  Β1-θχηηαξα πξνθχπηνπλ απφ έλα κνλαδηθφ πξνγνληθφ θχηηαξν ή απφ θνηλφ 

πξνγνληθφ ηφζν γηα ηα Β1 φζν θαη γηα ηα Β2. Σα θχηηαξα Β2 πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην κπειφ ησλ νζηψλ 

θαη αλάπηπζζνληαη απφ πξν-Β θχηηαξα, ζε αλψξηκα Β θχηηαξα ηα νπνία απειεπζεξψλνληαη ζηελ 

πεξηθέξεηα. Μεηά ηε ζπλάληεζε κε αληηγφλα, ηα Β-θχηηαξα κε ηε βνήζεηα Σ-θπηηάξσλ, ππνβάιινληαη 

ζε αλαζπλδπαζκφ-κεηάβαζε ηάμεο θαη παξαγσγή πνιπδξαζηηθψλ IgG, IgA θαη IgE (NAbs). Μπνξεί 

λα αθνινχζήζεη σξίκαλζε ζπγγέλεηαο, κηα δηαδηθαζία πνπ πεξηιακβάλεη επαλαιακβαλφκελνπο 

θχθινπο ζσκαηηθήο ππεξκεηαιιάμεσο θαη πνιιαπιαζηαζκνχ πνπ θαηαιήγνπλ ζηελ παξαγσγή 

εηδηθψλ αληηζσκάησλ πςειήο ζπγγέλεηαο (26). 

 

1.2   Γνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ NAbs θαη ηδηφηεηεο δέζκεπζεο αληηγφλσλ 

Πμθοδναζηζηά IgM-ΝΑbs ανέεδηακ κα ακηζδνμφκ πενζζζυηενμ ιε πνςηεΐκεξ άθθςκ 

εζδχκ (xenogeneic), πανά ιε πνςηεΐκεξ ημο ίδζμο αηυιμο ή άθθςκ αηυιςκ ημο ίδζμο είδμοξ 

(allogeneic). Δπμιέκςξ ηα θειθμηφηηανα, πμο θένμοκ πμθοδναζηζηά IgM-NAbs, ηαζ 

πνμθακχξ ηαζ πμθοδναζηζηά IgG-NAbs, επζζηναηεφμκηαζ ηαζ εκενβμπμζμφκηαζ 

πενζζζυηενμ πανμοζία λέκςκ πανά εαοηχκ ακηζβυκςκ. Ζ πμθοδναζηζηυηδηα ηςκ NAbs 

απμηεθεί ζδζυηδηα ηδξ ιεηααθδηήξ πενζμπήξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ δεκ μθείθεηαζ ζε ιδ 

εζδζηή πνυζδεζδ ιεηαλφ ιμνζαηχκ δμιχκ, αθμφ ηα NAbs πανμοζζάγμοκ λεπςνζζηυ 

πνμθίθ ακηίδναζδξ ιε δζαθμνεηζηά ακηζβυκα ηαζ έπμοκ δζαθμνεηζηέξ ζηαεενέξ ζοββέκεζαξ 

βζα ηάεε ακηζβυκμ. Γεκζηά, εεςνείηαζ πςξ δ ζοββέκεζα εκυξ πμθοδναζηζημφ NAb βζα ηα 

δζάθμνα ακηζβυκα ιπμνεί κα δζαθένεζ ςξ ηαζ πίθζεξ θμνέξ, ιε ηδ ζηαεενά δζάζηαζδξ (Kd) 

κα ηοιαίκεηαζ απυ 10
-4

 έςξ 5×10
-10

Μ, εκχ αοηή ηςκ ιμκμδναζηζηχκ κα ηοιαίκεηαζ απυ 

10
-8

 έςξ 5×10
-11 

Μ (27). Γεκζηυηενα, δ εέζδ πνυζδεζδξ ηςκ ακηζβυκςκ μνίγεηαζ απυ έλζ 

ζοιπθδνςιαηζηέξ ηαεμνζζηζηέξ πενζμπέξ (complementary determining regions, CDR) ηςκ 

ακηζζςιάηςκ. ηα πμθοδναζηζηά ακηζζχιαηα, μζ CDR πενζμπέξ είκαζ πζμ εοέθζηηεξ, 

ηονίςξ ημ CDR3 ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ (Ζ-CDR3) ηαζ ιπμνμφκ κα οπμζημφκ ζηενεμηαλζηέξ 

αθθαβέξ χζηε κα δεζιεφμοκ δζαθμνεηζηά ακηζβυκα. Οζ πενζμπέξ Ζ-CDR3 ηςκ 

πμθοδναζηζηχκ NΑbs είκαζ ζοκήεςξ ιαηνζέξ, βεβμκυξ πμο ζοκεζζθένεζ ζηδκ εοεθζλία ηδξ 

δζαιυνθςζήξ ημοξ ζημ πχνμ, εκχ είκαζ ηαζ πθμφζζεξ ζε οδνυθζθα αιζκμλέα (π.π. θοζίκδ, 

ανβζκίκδ), εοκμχκηαξ ηδκ αθθδθεπίδναζή ημοξ ιε δζάθμνα ανκδηζηά θμνηζζιέκα ακηζβυκα 

(1, 3). Δπζπθέμκ, δ ζηακυηδηα δέζιεοζδξ ακηζβυκςκ ζηα πμθοδναζηζηά ακηζζχιαηα είκαζ 

πζμ εοαίζεδηδ ζηζξ αθθαβέξ ηδξ εενιμηναζίαξ ηαζ ζηδκ επίδναζδ απμδζαηαηηζηχκ 

παναβυκηςκ. Σα παναπάκς δεδμιέκα οπμδεζηκφμοκ υηζ μ πανάημπμξ ηςκ ακηζζςιάηςκ 
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αοηχκ ειθακίγεζ ιεβαθφηενδ πθαζηζηυηδηα απυ ημκ ακηίζημζπμ ηςκ ιμκμδναζηζηχκ 

ακηζζςιάηςκ. Πένακ ηδξ εοεθζλίαξ ηςκ πενζμπχκ CDR ςξ πνμξ ηδκ ενιδκεία ηδξ 

πμθοδναζηζηυηδηαξ, πνυζθαηα έπεζ δεζπεεί υηζ δ δζαιυνθςζδ ημο παναηυπμο εκυξ 

πμθοδναζηζημφ NAb επζηνέπεζ ηδ δέζιεοζδ ακυιμζςκ επζηυπςκ ζε δζαθμνεηζηέξ εέζεζξ 

ζηδκ πενζμπή ζφκδεζδξ ημο ακηζβυκμο. Δάκ ζζπφεζ αοηυ, έκα πμθοδναζηζηυ ακηίζςια πμο 

έπεζ ηαηεζθδιιέκεξ υθεξ, ή ηζξ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ εέζεζξ πνυζδεζδξ ηαηά ηδκ ακηίδναζδ 

ιε έκα ακηζβυκμ, πανμοζζάγμκηαξ ημοξ επζηυπμοξ ημο ζηδκ ηαηάθθδθδ πςνμηαλζηή 

ηαηακμιή, ηυηε ζηδκ πναβιαηζηυηδηα εα ακηζζημζπεί ζε έκα ακηίζςια πμθφ εζδζηυ έκακηζ 

ημο ζοβηεηνζιέκμο ακηζβυκμο, δεδμιέκμο υηζ ιπμνεί κα ακαβκςνίγεζ ηδκ αηνζαή 

ηνζζδζάζηαηδ δμιή ημο. Χζηυζμ, ημ ίδζμ ακηίζςια εα ιπμνμφζε κα εεςνδεεί ςξ «ιδ 

εζδζηυ», θυβς ηςκ ζηακμηήηςκ ημο κα δεζιεφεζ πμθθά ακηζβυκα ζηζξ δζαθμνεηζηέξ αοηέξ 

εέζεζξ πμο πανμοζζάγμκηαζ ζημκ πανάημπυ ημο (Δηθφλα 1.2) (1). Δπμιέκςξ, αθμφ ηάεε 

ΝΑb πανμοζζάγεζ έκα ιμκαδζηυ πνμθίθ πμθοδναζηζηυηδηαξ, ιπμνεί κα ακαβκςνίγεζ 

δζαθμνεηζηά ακηζβυκα ιε πανυιμζεξ ηνζζδζάζηαηεξ δμιέξ. 

Δπζπθέμκ, δ παναηήνδζδ ζςιαηζηχκ ιεηαθθάλεςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ςνίιακζδ 

ζοββέκεζαξ ημο ακηζζχιαημξ, είκαζ ζε ζοιθςκία ιε ηδκ οπυεεζδ υηζ μνζζιέκα 

πμθοδναζηζηά Β-ηφηηανα, πμο πανάβμοκ NAbs, πζεακχξ κα είκαζ πνυδνμια εηείκςκ πμο 

πανάβμοκ ιμκμδναζηζηά NAbs. 

 

                Α                                   Β                                    Γ 

 

1.3   Βηνινγηθφο ξφινο ησλ NAbs  

Σα ηεθεοηαία πνυκζα έπεζ επζαεααζςεεί πεζναιαηζηά δ πανμοζία NAbs ηυζμ ζημκ 

άκενςπμ, υζμ ηαζ ζε άθθα είδδ μνβακζζιχκ πμο έπμοκ ιεθεηδεεί (ημοκέθζα, ιφεξ, 

επίιοεξ, δζάθμνα είδδ ρανζχκ, η.θπ.). Ζ παναπάκς παναηήνδζδ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

βεβμκυξ υηζ ηα NAbs ζηνέθμκηαζ έκακηζ ζδιακηζηχκ ηαζ θοθμβεκεηζηά δζαηδνδιέκςκ 

ακηζβυκςκ ημο μνβακζζιμφ, οπμδεζηκφεζ υηζ δζαδναιαηίγμοκ ηάπμζμ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ 

Δηθόλα 1.2 Γηαθνξεηηθνί επίηνπνη δεζκεχνληαη ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ηνπ ίδηνπ παξάηνπνπ (1). 
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θοζζμθμβζηή θεζημονβία ημο Α ηαζ ημο μνβακζζιμφ βεκζηυηενα. ηα NAbs έπμοκ 

απμδμεεί δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ θεζημονβίεξ, ζοπκά ακηζθαηζηέξ ιεηαλφ ημοξ (Πίλαθαο 

1.3)(Δηθφλα 1.3). 

1.3.1  Γξάζε έλαληη παζνγόλσλ παξαγόλησλ 

Σα NΑbs ζοιαάθθμοκ ζηδκ άιοκα έκακηζ ααηηδνίςκ, ζχκ ηαζ άθθςκ παεμβυκςκ 

παναβυκηςκ. ε υ,ηζ αθμνά ηζξ ααηηδνζαηέξ ηαζ ζζηέξ θμζιχλεζξ, ηα NAbs απμηεθμφκ έκα 

ιένμξ ηδξ θοζζηήξ ακμζίαξ αθθά ηαζ δζεοημθφκμοκ ηδκ πνυζθδρδ, επελενβαζία ηαζ 

πανμοζίαζδ ημο ακηζβυκμο ιε ηδ αμήεεζα ημο ζοιπθδνχιαημξ (27). Πζμ ζοβηεηνζιέκα 

θαίκεηαζ κα επζηαπφκμοκ ηδκ ακμζζαηή απυηνζζδ έκακηζ ζχκ, υπςξ μ VSV (vesicular 

stomatitis virus) ηαζ μ ζυξ ηδξ βνίπδξ, ηαεχξ ηαζ έκακηζ παεμβυκςκ, υπςξ δ Listeria (28). 

Απμ ιία ζεζνά πεζναιαηζηχκ δεδμιέκςκ θάκδηε υηζ ηα NΑbs δζεοημθφκμοκ ηδκ πνυζθδρδ 

ημο ακηζβυκμο, αθθά ηαζ ηδκ ακηζβμκμπανμοζίαζδ απυ ηα ιαηνμθάβα ζηδκ πενίπηςζδ 

ζζηχκ θμζιχλεςκ (29). Σέθμξ, επδνεάγμκηαξ ηδκ ηαηακμιή ηςκ ζχκ αθθά ηαζ 

ηαεμδδβχκηαξ ημοξ ζηα δεοηενμβεκή θειθζηά υνβακα, ηα NAbs αθ‟ εκυξ πνμζηαηεφμοκ 

ημοξ ζζημφξ-ζηυπμοξ, αθ‟ εηένμο επζηαπφκμοκ ηδκ ακμζζαηή απυηνζζδ.  

1.3.2  Απνκάθξπλζε πξντόλησλ θαηαβνιηζκνύ 

Έκαξ απυ ημοξ πνχημοξ νυθμοξ πμο πνμηάεδηακ βζα ηα ΝΑbs είκαζ δ απμιάηνοκζδ 

πνμσυκηςκ ηαηααμθζζιμφ, δδθαδή δ πνυζδεζή ημοξ ζε ιεηαθθαβιέκεξ μοζίεξ ημο εαοημφ 

ηαζ δ απμιάηνοκζή ημοξ απυ ημ ζδιείμ παναβςβήξ ημοξ. Πνάβιαηζ, μ Ρ. Grabar ημ 1983 

πνυηεζκε έκα θοζζμθμβζηυ νυθμ ηςκ ΝΑbs, ζακ ιεηαθμνείξ πνμσυκηςκ ηαηααμθζζιμφ ημο 

μνβακζζιμφ. Γζα πανάδεζβια, δ πνυζδεζδ αοημακηζζςιάηςκ ζε ελςηοηηάνζα ζκίδζα 

ηεναηίκδξ αολάκεζ ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ αδζάθοηςκ ζκζδίςκ ηεναηίκδξ ιεηά ημ εάκαημ 

ηςκ ηεναηζκμηοηηάνςκ (3). Δπζπθέμκ, δ πνυζδεζδ NAbs ηάλδξ M ζε μλεζδςιέκδ LDL 

(Low-Density Lipoprotein) ειπμδίγεζ ηδκ εκαπυεεζή ηδξ ζηζξ αεδνςιαηζηέξ πθάηεξ ηαζ 

ζοκεπχξ πνμζηαηεφεζ απυ ηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ (30). Έκαξ αηυια νυθμξ 

ηςκ NAbs είκαζ δ απμιάηνοκζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηαζ ηςκ βεναζιέκςκ ηοηηάνςκ. 

οβηεηνζιέκα, έπεζ ανεεεί υηζ ιε ηδκ πνυζδεζδ ηςκ NAbs (έκακηζ ηδξ γχκδξ 3, ιζαξ 

δζαιειανακζηήξ βθοημπνςηεΐκδξ ηςκ ενοενμηοηηάνςκ ιε νυθμ ακζμκημακηαθθάηηδ) ζε 

βδναζιέκα ενοενμηφηηανα, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα ζοζηαηζηά ημο ζοιπθδνχιαημξ, 

δζεοημθφκεηαζ δ θαβμηοηηάνςζδ ηςκ ενοενμηοηηάνςκ απυ ηα ιμκμηφηηανα (31). ε 

ηφηηανα πμο έπμοκ πνμβναιιαηζζηεί κα μδδβδεμφκ ζε απυπηςζδ, οδνμθφμκηαζ ηάπμζα 

απυ ηα ζοζηαηζηά ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ παναβςβή 
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θςζθμνοθμπμθίκδξ (PC), δ μπμία ακαβκςνίγεηαζ απυ NAbs, ηονίςξ ηάλεςκ IgM ηαζ 

IgG3, ιε απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ζοζηήιαημξ ημο ζοιπθδνχιαημξ ηαζ ηδκ 

πνμζέθηοζδ ιαηνμθάβςκ, ηα μπμία θαβμηοηηανχκμοκ ηα απμπηςηζηά ηφηηανα (32). 

Πίλαθαο 1.3 Δλδεηθηηθέο βηνινγηθέο ηδηφηεηεο ησλ NAbs θαη πηζαλή παζνγελεηηθή δξάζε ζε 

πεξίπησζε αλεπαξθνχο ή αλεμέιεγθηνπ δηθηχνπ ησλ ΝΑbs (1) 

Φπζηνινγηθή επίδξαζε 
Αθαηάιιειε απόθξηζε-πηζαλή 

παζνγέλεζε 

Πξνζηαζία απφ: 

Βαθηήξηα ήρδ 

Ηνχο   Υνυκζα Λμίιςλδ 

Αληηζψκαηα έλαληη ππνδνρέσλ: 

Αληη-TSHR Νυζμξ ημο Graves 

Αληη-opioid-R Μεζςιέκδ αίζεδζδ ημο πυκμο 

Άιινη νκνηνζηαηηθνί ξφινη: 

Δθθαζάξηζε απνπησηηθψλ θχηηαξσλ Αοημάκμζα κμζήιαηα 

Aληη-θαξθηληθή δξάζε Κανηζκζηή ιεηάζηαζδ  

 

1.3.3  Ρόινο ησλ NAbs ζηελ αλνζηαθή ξύζκηζε 

Πεζναιαηζηά δεδμιέκα θαίκεηαζ κα δείπκμοκ υηζ ηα NAbs είκαζ πνυδνμιμζ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ πμο πανάβμκηαζ ιεηά απυ ακμζμπμίδζδ ιε ελςβεκή ακηζβυκα, αθθά ηαζ ηςκ 

αοημακηζζςιάηςκ πμο παναηηδνίγμοκ ηα αοημάκμζα κμζήιαηα. Τπμζηδνίγεηαζ, δδθαδή, 

υηζ δ ακμζμπμίδζδ ιε ελςβεκέξ ακηζβυκμ πνμηαθεί ιζα ζεζνά βεβμκυηςκ, ιεηαλφ ηςκ 

μπμίςκ ζςιαηζηέξ ιεηαθθάλεζξ ζηα βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ πμο ηςδζημπμζμφκ ηδκ 

παναβςβή ηςκ NAbs. Σα βεβμκυηα αοηά λεηζκμφκ απυ ηδκ ακαβκχνζζδ ημο εαοημφ ηαζ 

μθμηθδνχκμκηαζ ιε ηδκ ακαβκχνζζδ ηαζ ηδκ ακηίδναζδ ιε ηα ελςβεκή ακηζβυκα. 

Δκδεπμιέκςξ, ιυθζξ έκα ελςβεκέξ ακηζβυκμ εζζέθεεζ ζημκ μνβακζζιυ, ζοκήεςξ ιε ηδκ 

πανμοζία εκυξ ακμζμεκζζποηζημφ, ακαβκςνίγεζ ηαζ δζεβείνεζ Β-ηφηηανα πμο θένμοκ ζηδκ 

επζθάκεζά ημοξ πμθοδναζηζημφξ ακμζμτπμδμπείξ, πμο ακαβκςνίγμοκ ηυζμ εαοηά υζμ ηαζ 

λέκα ακηζβυκα. Ζ επζθμβή ηςκ ηθχκςκ απυ ημ ακηζβυκμ, ιε ζςιαηζηή ιεηάθθαλδ ηςκ V-

βμκζδίςκ, ηαηαθήβεζ ζηδ ιεηαηνμπή ηςκ NAbs ζε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ελςβεκχκ 

ακηζβυκςκ (13). 
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φιθςκα ιε ηδ εεςνία ημο «ζδζμηοπζημφ-ακηζζδζμηοπζημφ δζηηφμο» πμο πνμηάεδηε απυ 

ημκ Jerne ημ 1974, ηάεε ακηίζςια έπεζ ζηδκ πενζμπή V ιμκαδζημφξ ζδζμηφπμοξ, δδθαδή ιζα 

μιάδα ακηζβμκζηχκ ηαεμνζζηχκ, ημοξ ζδζυημπμοξ (Δηθφλα 1.3.3.1), πμο ακαβκςνίγμκηαζ 

απυ άθθα ακηζζχιαηα ηαζ έηζζ ζπδιαηίγεηαζ έκα «ζδζμηοπζηυ-ακηζζδζμηοπζηυ δίηηομ». 

Ηδζυημπμζ πμο ανίζημκηαζ ζηδ εέζδ δέζιεοζδξ ημο ακηζβυκμο ιπμνεί κα ηαθφπημκηαζ απυ 

ακηζ-ζδζμηοπζηά ακηζζχιαηα, ηα μπμία ειπμδίγμοκ ηδκ ακαβκχνζζδ ημο ακηζβυκμο απυ ηα 

ακηζζχιαηα πμο θένμοκ ημοξ ζοβηεηνζιέκμοξ ζδζυημπμοξ (Δηθφλα 1.3.3) (33). Γζαηαναπή 

ηδξ ζζμννμπίαξ ημο δζηηφμο ιε ηδκ εζζαβςβή εκυξ ακηζβυκμο, ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε 

αφλδζδ ηδξ παναβςβήξ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ημο ακηζβυκμο αοημφ. Αοηυ ζοιααίκεζ βζαηί μζ 

ζδζυημπμζ θεζημονβμφκ ςξ «εζςηενζηέξ εζηυκεξ» ηςκ εκδμβεκχκ ακηζβυκςκ αθθά ηαζ ηςκ 

λέκςκ, ιε απμηέθεζια κα οπάνπμοκ ήδδ ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ημ ακηίζημζπμ 

ακηζβυκμ ηαζ υηακ αοηυ εζζάβεηαζ ζημ Α κα εκζζπφεηαζ δ έηθναζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ. 

Καηά ηάπςξ ακάθμβμ ηνυπμ πνμηάεδηε απυ ημοξ . Ααναιέα ηαζ ζοκενβάηεξ υηζ ηα NAbs 

δδιζμονβμφκ έκα ζηαεενυ πμθφπθμημ δίηηομ νφειζζδξ ηδξ ζζμννμπίαξ ηαζ ηδξ 

μιμζυζηαζδξ ημο Α ηαζ ίζςξ ηδξ ακμζμθμβζηήξ ακμπήξ. Σα NAbs ιπμνμφκ κα εεςνδεμφκ 

«αοημτπμδμπείξ», πμο είηε εθεφεενμζ ζηδκ ηοηθμθμνία είηε δεζιεοιέκμζ πάκς ζε 

ηοηηανζηέξ ιειανάκεξ παίγμοκ ακμζμννοειζζηζηυ νυθμ, ιέζς ηδξ αθθδθμακαβκχνζζήξ 

ημοξ ηαεχξ ηαζ ιέζς ακαβκχνζζδξ ακηζβυκςκ ημο εαοημφ ηαζ ημο λέκμο, ηαζ ανίζημκηαζ 

είηε ζηδκ ηοηθμθμνία, είηε πάκς ζηδκ επζθάκεζα ηοηηάνςκ ημο Α (34). 

Δπίζδξ, άθθμξ έκαξ ηνυπμξ νφειζζδξ ημο Α απυ ηα NAbs έπεζ πνμηαεεί ιέζς ηδξ 

νφειζζδξ ηςκ ηοηηανμηζκχκ. Ζ ηαοημπμίδζδ ηςκ NΑbs πμο δεζιεφμοκ ηοηηανμηίκεξ ή 

ημοξ οπμδμπείξ ημοξ, ακαδεζηκφεζ ηδκ πζεακυηδηα ηα ηοηθμθμνμφκηα αοηά ακηζζχιαηα κα 

ιεηέπμοκ ζηδ ιεηαθμνά ημοξ, κα αολάκμοκ ημ πνυκμ διζγςήξ ημοξ ηαζ κα νοειίγμοκ ηδ 

θεζημονβία ημοξ. Αθθά ηαζ ακηίεεηα υιςξ, ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ δζάθμνεξ 

ηοηηανμηίκεξ ιπμνεί κα πνμζδέκμκηαζ ζε αοηέξ ειπμδίγμκηαξ ηδκ πνυζδεζή ημοξ ζημοξ 

οπμδμπείξ ηοηηανμηζκχκ. Μέζς αοηχκ ηςκ ιδπακζζιχκ πενζμνίγεηαζ δ έκηαζδ ηδξ 

ακμζζαηήξ απυηνζζδξ πμο ιπμνεί κα πνμηθδεεί θυβς ηδξ πενίζζεζαξ ηοηηανμηζκχκ (35). 

Σα NAbs ζοιιεηέπμοκ ζηδ νφειζζδ ηςκ B- ηαζ Σ-ηοηηάνςκ. Ακαθοηζηυηενα, IgG-NAbs 

επδνεάγμοκ ημκ ανζειυ ηςκ πνμβμκζηχκ Β-ηοηηάνςκ ηαζ ηςκ πνμ-Β-ηοηηάνςκ ζημ ιοεθυ 

ηςκ μζηχκ, οπμδδθχκμκηαξ έηζζ έκακ πζεακυ ακαδναζηζηυ ιδπακζζιυ ιε ημκ μπμίμ ηα 

NΑbs νοειίγμοκ ηδκ παναβςβή ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ηςκ B θειθμηοηηάνςκ, ιένμξ ημο 

βεκζημφ ιδπακζζιμφ δζαηήνδζδξ ηδξ μιμζυζηαζδξ ημο Α (36). Αηυιδ, ηα NAbs 

ακαζηέθθμοκ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκενβμπμζδιέκςκ T-ηοηηάνςκ (CD8
+
 ηαζ CD4

+
) 

ιέζς ηδξ πνυζδεζήξ ημοξ ιε ημ ηιήια F(ab΄)2 ζημκ οπμδμπέα ηςκ Σ-ηοηηάνςκ (TCR) ή ζε 
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άθθα ιυνζα, πςνίξ κα απαζημφκ ηδ αμήεεζα ηάπμζςκ νοειζζηζηχκ ηοηηάνςκ (37). Καεχξ 

ηαζ υηζ ηα NAbs ηαζ ακηίζημζπα ηα ηφηηανα πμο ηα πανάβμοκ ιπμνεί κα παίγμοκ ζδιακηζηυ 

νυθμ ζηδ ιεηαθμνά ηαζ ηδκ πανμοζίαζδ ακηζβυκςκ πνμηεζιέκμο βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ 

ηςκ Σ-ηοηηάνςκ. 

 

Δηθόλα 1.3.3 Καηά ηε ζεσξία ηνπ ηδηνηππηθνχ δηθηχνπ, ε απφθξηζε ζε έλα αληηγφλν νδεγεί ζηελ 

παξαγσγή φρη κφλν ησλ εηδηθψλ γηα ην αληηγφλν αληηζσκάησλ (Ab1), αιιά θαη αληηζσκάησλ πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ην Ab1. Απηφ ζπκβαίλεη γηαηί ε κνλαδηθή δνκή (ηδηφηππνο) ηεο ζέζεο δέζκεπζεο ηνπ 

αληηγφλνπ ηνπ Ab1 επάγεη ηελ παξαγσγή ηνπ Ab2, ην νπνίν κηκείηαη ηε δνκή ηνπ αληηγφλνπ. Σειηθά 

έλαο παξφκνηνο κεραληζκφο νδεγεί ζηελ παξαγσγή ηνπ Ab3. Σα Ab1 θαη Ab3 έρνπλ παξφκνηεο 

ηθαλφηεηεο δέζκεπζεο θαη νξηζκέλεο θνξέο παλνκνηφηππεο ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο ζηε ζέζε 

ζχλδεζεο ηνπ αληηγφλνπ. Μηα κνλαδηθή δνκή (ηδηφηππνο) ηνπ Ab1 κπνξεί λα δηεγείξεη ην ηδηνηππηθφ 

δίθηπν. Έηζη, ην Α δηαζέηεη κέζσ ηνπ δηθηχνπ απηνχ έλα κεραληζκφ απηνξξχζκηζεο (38). 
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Δηθνλα 1.3.3.1 Λεπηνκεξήο ζρεκαηηθή απεηθφληζε έλνο κνξίνπ αληηζψκαηνο θαη ησλ μερσξηζηψλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπ (39). 

1.3.4  Άιινη ξόινη ησλ NAbs 

ηα NAbs έπμοκ απμδμεεί ηαζ άθθμζ νυθμζ, υπςξ βζα ηα NAbs έκακηζ ηςκ οπμδμπέςκ IgE 

πμο ανίζημκηαζ ζε ααζευθζθα ηαζ πνμηαθμφκ απμημηηίςζδ ηαζ απεθεοεένςζδ ζζηαιίκδξ, 

ακηαβςκζγυιεκα in vitro ηζξ IgE (40). ΝΑbs ηάλδξ IgG πμο ακαβκςνίγμοκ ημοξ μπζμεζδείξ 

οπμδμπείξ, ζοιιεηέπμοκ ζηδκ μιμζυζηαζδ ημο Α, έπμκηαξ δνάζδ υπςξ αοηή ηδξ 

ιμνθίκδξ, δδθαδή ειπμδίγμοκ ηδ δέζιεοζδ ημο αβςκζζηή ημο οπμδμπέα, ιε ηεθζηυ 

απμηέθεζια ηδκ ακαθβδζία, αθθά επζδνμφκ ηαζ ζημ κεονμεκδμηνζκέξ μπζμεζδέξ ζφζηδια 

ηαεχξ ηαζ ζε ηφηηανα ημο Α πμο θένμοκ ηέημζμοξ οπμδμπείξ. Αοηυ οπμδδθχκεζ ζπέζδ 

ιεηαλφ Α ηαζ πενζθενζημφ κεονζημφ ζοζηήιαημξ πμο ιεζμθααείηαζ απυ ακηζζχιαηα (41). 

Δπίζδξ, μνζζιέκα ΝΑbs είκαζ ζε εέζδ κα εηθνάγμοκ εκγοιζηέξ δνάζεζξ (οδνυθοζδ 

πεπηζδίςκ), ηαεχξ ηαζ κα πνμςεμφκ ηδκ επακαιοεθίκςζδ (36, 42-44).  

 

Δηθόλα 1.3  ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ κεραληζκψλ δξάζεο ησλ ΝAbs (45). 
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1.4   NAbs θαη παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο 

Σα NAbs είκαζ ζδιακηζηή ζοκζζηχζα ημο θοζζμθμβζημφ Α ηαζ  βζ‟αοηυ ημ θυβμ δεκ 

ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ παναηηδνζζηζηυ παεμθμβζηήξ ή θοζζμθμβζηήξ ηαηάζηαζδξ. ε 

μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ μζ ηίηθμζ ζοβηεηνζιέκςκ αοημακηζζςιάηςκ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

πανμοζία ηαζ ηδ ζμαανυηδηα εκυξ αοημάκμζμο κμζήιαημξ, εκχ ζε άθθεξ πενζπηχζεζξ δεκ 

οπάνπεζ ηαεανυξ ζοζπεηζζιυξ ιεηαλφ NΑbs ηαζ αοημάκμζμο κμζήιαημξ. Δπζπθέμκ, μζ 

ηίηθμζ ηαζ ημ πνυηοπμ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ NAbs ιεηααάθθεηαζ ζε αζεέκεζεξ, πμο δεκ 

ζπεηίγμκηαζ ιε ημ Α (8). 

Άημια πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ πνμδζάεεζδ ζε αοημάκμζα κμζήιαηα ιπμνεί κα 

ακαπηφλμοκ ηάπμζαξ ιμνθήξ ακμζμπαεμθμβία, ζοκήεςξ ιεηά απυ θμίιςλδ απυ παεμβυκμ 

πανάβμκηα, μ μπμίμξ πνμηαθεί έκημκδ δζέβενζδ ηαζ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο 

πανάβμοκ NΑbs. Σέημζα ενεείζιαηα, ζοκήεςξ, ηνμπμπμζμφκ ημ παναπάκς δίηηομ ηαζ 

δζαηανάζζμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ Β ηαζ Σ θειθμηοηηάνςκ, δζεοημθφκμκηαξ ηδκ 

επαβςβή ακμζμπαεμθμβζηήξ ηαηάζηαζδξ. Πνάβιαηζ, απμ ιεθέηεξ έπεζ δεζπεεί υηζ μζ 

πνμζαμθέξ απυ ααηηήνζα ή ζμφξ ιπμνεί κα μδδβήζμοκ ζηδκ εβηαείδνοζδ αοημάκμζςκ 

ηαηαζηάζεςκ, ζηζξ μπμίεξ ζοιιεηέπμοκ ηαζ ηα NΑbs (1).  

διακηζηέξ ιεηααμθέξ ημο θοζζμθμβζημφ νεπενημνίμο ηαζ ηςκ ζζμηφπςκ ηςκ NAbs 

έπμοκ ακαθενεεί ζε πμθθά ζοζηδιαηζηά αθθά ηαζ μνβακμεζδζηά αοημάκμζα κμζήιαηα 

(π.π. δζααήηδ, αζιμθοηζηή ακαζιία ηαζ αοημάκμζδ δπαηίηζδα). ε άθθα, υπςξ δ 

νεοιαημεζδήξ ανενίηζξ, μ ζοζηδιαηζηυξ ενοεδιαηχδδξ θφημξ (ΔΛ) ηαζ δ πνυκζα 

θειθμβεκήξ θεοπαζιία δεκ παναηδνείηαζ παναηηδνζζηζηή ιεηααμθή ημο θοζζμθμβζημφ 

νεπενημνίμο ηςκ NAbs, πανυθμ πμο αοηά αθθά ηαζ ηα ηφηηανα πμο ηα πανάβμοκ θαίκεηαζ 

κα ζοιιεηέπμοκ εκενβά ζηδκ παεμβέκεζα ηςκ κμζδιάηςκ (1).  

Μζα ζεζνά παναηδνήζεςκ οπμδδθχκμοκ υηζ ζδιακηζηυ ιένμξ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ πμο 

ειθακίγμκηαζ ζε παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ δεκ δζαθένμοκ πμζμηζηά απυ ηα NAbs. Γζα 

πανάδεζβια, ηα πενζζζυηενα αοημακηζζχιαηα πμο απακηχκηαζ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ 

είκαζ πμθοεζδζηά, ακηζδνμφκ δδθαδή ιε ιμκυηθςκμ DNA (single-stranded DNA, ssDNA), 

δίηθςκμ DNA (double- stranded DNA, dsDNA), οανίδζα DNA-RNA, πνςηεΐκεξ ημο 

ηοηηανζημφ ζηεθεημφ, θςζθμθζπίδζα ηαζ απηέκζα. Δπίζδξ, ηα αοημακηζζχιαηα πμο 

ακεονίζημκηαζ ζημ πνμσυκ έηθμοζδξ κεθνζημφ ζζημφ αζεεκχκ ιε κεθνίηζδα ημο θφημο, 

ειθακίγμοκ ζδζυηδηεξ πανυιμζεξ ιε εηείκεξ ηςκ NAbs. Ζ άπμρδ αοηή επζαεααζχκεηαζ ηαζ 

απυ ηζξ παναηδνήζεζξ υηζ μζ ζδζυηοπμζ ηςκ θοζζηχκ ηαζ ηςκ «παεμθμβζηχκ» ακηζζςιάηςκ 

πανμοζζάγμοκ δζαζηαονμφιεκεξ ακηζδνάζεζξ, υηζ ηα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ζε γςζηά 
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πνυηοπα ημο ΔΛ δεκ ειθακίγμοκ πνμηίιδζδ ζε μνζζιέκεξ βμκζδζαηέξ μζημβέκεζεξ VH, 

ηαεχξ ηαζ υηζ ηα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ζημκ ΔΛ ηςδζημπμζμφκηαζ απυ βμκίδζα ηδξ 

αθαζηζηήξ ζεζνάξ, ηα μπμία δεκ έπμοκ οπμζηεί πμθθέξ ιεηαθθάλεζξ. 

Συζμ μ εκημπζζιυξ NAbs ζημοξ ζζημφξ, πμο απμηεθμφκ ζηυπμοξ ηδξ αοημάκμζδξ 

πνμζαμθήξ, υζμ ηαζ δ πανμοζία ηοηθμθμνμφκηςκ ακμζμζοιπθεβιάηςκ ιε NAbs, 

ζοκδβμνμφκ βζα ηδ ζοιιεημπή ημοξ ζηδκ παεμβέκεζα, ακ ηαζ μ αηνζαήξ νυθμξ ημοξ 

παναιέκεζ αηυιδ αδζεοηνίκζζημξ. 

ε ακηίεεζδ ιε ηα παναπάκς, οπάνπμοκ δεδμιέκα πμο οπμδδθχκμοκ υηζ ηα NAbs ηυζμ 

ζε πμθοηθςκζηυ υζμ ηαζ ζε ιμκμηθςκζηυ επίπεδμ ιπμνμφκ κα πανέιαμοκ εοενβεηζηά ή 

αηυιδ ηαζ κα ηαηαζηείθμοκ ηδκ αοημάκμζδ κυζμ. Υαναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια απμηεθεί δ 

πνήζδ ηδξ εκδμθθέαζαξ ακμζμζθαζνίκδξ (intravenous immunoglobulin, IVIG) ζηδ 

εεναπεία αζεεκχκ ιε αοημάκμζα ηαζ άθθα κμζήιαηα. Ζ IVIG είκαζ πθμφζζα ζε NΑbs ηδξ 

ηάλδξ IgG ηαζ ηα εεναπεοηζηά απμηεθέζιαηα απυ ηδ πμνήβδζή ηδξ ακηακαηθμφκ ηζξ 

αζμθμβζηέξ δνάζεζξ αοηχκ ηςκ ακηζζςιάηςκ. ε πεζναιαηζηά ιμκηέθα in vivo, ηα  

πμθοδναζηζηά NΑbs, πμο απμιμκχεδηακ απυ IVIG, θαίκεηαζ κα πνμζηαηεφμοκ ημκ 

μνβακζζιυ απυ ηδκ ακάπηολδ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ (1).  

 

2.  ΚΤΣΣΑΡΟΓΗΔΗΓΤΣΗΚA ΑΝΣΗΧΜΑΣΑ Δ ΑΤΣΟΑΝΟΑ ΝΟΖΜΑΣΑ 

(CELL-PENETRATING ANTIBODIES CPAbs) 

2.1  πζηεκαηηθά απηνάλναζα λνζήκαηα 

2.1.1  Ο πζηεκαηηθόο Δξπζεκαηώδεο Λύθνο (ΔΛ) 

Ο ΔΛ απμηεθεί έκα πνυηοπμ ζοζηδιαηζηυ αοημάκμζμ κυζδια. Οθείθεηαζ ζηδκ 

πανμοζία αοημαηζζςιάηςκ έκακηζ πνςηεσκζηχκ ζοζηαηζηχκ ημο πονήκα ηαζ ζημκ 

επαηυθμοεμ ζπδιαηζζιυ ακμζμζοιπθεβιάηςκ ηα μπμία εκαπμηίεεκηαζ ζε ζοβηεηνζιέκμοξ 

ζζημφξ ημο μνβακζζιμφ πνμηαθχκηαξ αθάαδ. Ο ζπδιαηζζιυξ αοημακηζζςιάηςκ έκακηζ 

πνςηεσκζηχκ ζοζηαηζηχκ ημο πονήκα εεςνείηαζ ημ πνςηανπζηυ αίηζμ παεμβέκεζδξ ζημκ 

ΔΛ. Σα αοημακηζζχιαηα αοηά ακεονίζημκηαζ ζημκ μνυ ηςκ αζεεκχκ, απμηεθμφκ 

δζαβκςζηζηυ ηνζηήνζμ ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ είκαζ εκδεζηηζηά εβηαηεζηδιέκδξ ή 

επζηείιεκδξ πνμζαμθήξ ιείγμκμξ μνβάκμο, υπςξ ζοιααίκεζ βζα πανάδεζβια ιε ηα 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο δίηθςκμο DNA (anti-dsDNA antibodies) δ πανμοζία ηςκ μπμίςκ 

ζδιαημδμηεί ηδκ φπανλδ κεθνζηήξ πνμζαμθήξ.  
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ήιενα βκςνίγμοιε υηζ μ παεμθοζζμθμβζηυξ ιδπακζζιυξ πμο μδδβεί ζηδ κυζμ 

ζημζπεζμεεηείηαζ απυ ηδκ ακαβκχνζζδ ηςκ αοημακηζβυκςκ απυ αοημδναζηζηά 

θειθμηφηηανα, ηδκ εκενβμπμίδζδ ηαζ δζαθμνμπμίδζή ημοξ πνμξ δναζηζηά ηφηηανα (Β-

ηφηηανα πμο πανάβμοκ αοημακηζζχιαηα, αοημδναζηζηά T θειθμηφηηανα πμο πανέπμοκ 

ζήιαηα δζέβενζδξ ζηα Β-ηφηηανα ηαζ ηοηηανμημλζηά T θειθμηφηηανα) ηαζ ηέθμξ ηδκ 

εκαπυεεζδ ζημοξ ζζημφξ ακμζμζοιπθεβιάηςκ ιε ηζκδημπμίδζδ ιδπακζζιχκ θθεβιμκήξ 

πμο ηεθζηά επζθένμοκ ζζηζηή αθάαδ ή ηαηαζηνμθή.  

Ζ οπενδναζηζηυηδηα ηςκ Β θειθμηοηηάνςκ αθθά ηαζ δ Β-θειθμπεκία απμηεθμφκ ηζξ πζμ 

ηαθά ιεθεηδιέκεξ εηδδθχζεζξ ηδξ ακμζμθμβζηήξ απμννφειζζδξ ζημκ ΔΛ. ημ 

πενζθενζηυ αίια αζεεκχκ ιε ΔΛ οπάνπεζ αολδιέκμξ ανζειυξ αοηυιαηα εκενβμπμζδιέκςκ 

Β-ηοηηάνςκ ηα μπμία εηηνίκμοκ ακμζμζθαζνίκεξ υθςκ ηςκ οπμηφπςκ. Σα ηφηηανα αοηά 

πανάβμοκ αοημακηζζχιαηα έκακηζ πθδεχναξ δζαθοηχκ ηαζ ηοηηανζηχκ αοημακηζβυκςκ. Σα 

πζμ παναηηδνζζηζηά αθθά ηαζ πζμ ημζκά αοημακηζζχιαηα ηαηεοεφκμκηαζ έκακηζ 

ιαηνμιμνζαηχκ ζημζπείςκ ημο ηοηηανζημφ πονήκα ηαζ είκαζ ηα ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα 

(antinuclear antibodies, ANA). Καζ εκχ ημ θάζια ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ζημκ ΔΛ 

θαίκεηαζ κα είκαζ ακελάκηθδημ, ιυκμ έκα ιζηνυ πμζμζηυ αοηχκ ζοκεζζθένεζ 

απμδεδεζβιέκα ζηδκ πνυηθδζδ ζζηζηήξ αθάαδξ. Ακάιεζα ζε αοηά, ηα ακηζζχιαηα έκακηζ 

DNA δζπθήξ έθζηαξ εκμπμπμζμφκηαζ βζα ηδκ πνυηθδζδ κεθνίηζδαξ εκχ ηα ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηςκ ενοενμηοηηάνςκ εοεφκμκηαζ βζα ηζξ ηοηηανμπεκίεξ πμο εκίμηε εηδδθχκμοκ μζ 

αζεεκείξ, Ακάθοζδ ηςκ οπμπθδεοζιχκ ηςκ Β-ηοηηάνςκ ζε αζεεκείξ ιε κεακζηυ ΔΛ 

ηαηέδεζλε υηζ ηα αοημδναζηζηά Β- ηφηηανα ειθακίγμκηαζ κςνίξ ηαηά ηδκ μκημβέκεζδ ηδξ 

Β-ζεζνάξ ηαζ υηζ ηα ζοκήεδ ζδιεία εθέβπμο ηδξ ακμζμθμβζηήξ ακμπήξ πανααζάγμκηαζ (46). 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ οπενεκενβμπμζδιέκμ θαζκυηοπμ ηαζ θεζημονβία ηςκ 

ιμκμηοηηάνςκ ηαζ δεκδνζηζηχκ ηοηηάνςκ (DCs) ζημκ ΔΛ (47). Πανάβμκηεξ πμο είκαζ 

πανυκηεξ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ υπςξ δ IFN-α, CD40L, εθεφεενα κμοηθεμζχιαηα ηαζ 

ζοιπθέβιαηα αοημακηζζςιάηςκ-DNA, επάβμοκ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ εκενβμπμίδζδ 

θοζζμθμβζηχκ DCs ηαζ δζεβείνμοκ ηδκ παναβςβή ηοηηανμηζκχκ απυ αοηά, 

ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηδξ IFN-α (48-50). 

Γζαηαναπέξ ζηδκ απυπηςζδ ή/ηαζ ζηδκ ηάεανζδ απμπηςηζηχκ ζςιαηζδίςκ, 

δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ παεμβέκεζα ημο ΔΛ (51). Σα ιαηνμθάβα απυ 

αζεεκείξ ιε ΔΛ πανμοζζάγμοκ εθαηηχιαηα ζηδκ πνυζθδρδ απμπηςηζηχκ ζςιαηζδίςκ in 

vitro (52). Ζ εθαηηςιαηζηή ηάεανζδ απμηςηζηχκ ζςιαηζδίςκ ηα μδδβεί ζε  δεοηενμπαεή  

κέηνςζδ  ηαζ  ηα  κμοηθεμζχιαηα  πμο  απεθεοεενχκμκηαζ  επάβμοκ  ηδκ  παναβςβή 

ηοηηανμηζκχκ απυ ηα ιαηνμθάβα ηαζ ηδκ ςνίιακζδ ηςκ DCs (53).Σα δεκδνζηζηά ηφηηανα 
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ζημ ΔΛ έπμοκ επίζδξ ειπθαηεί ζηδ δζαηαναβιέκδ, ελανηχιεκδ απυ ημ ζοιπθήνςια, 

ηάεανζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ζςιαηζδίςκ. Ζ δζαθμνμπμίδζδ βζα πανάδεζβια ηςκ DCs 

πανμοζία παιδθμφ ημο ζοηαηζημφ C1q ημο ζοιπθδνχιαημξ μδδβεί ζηδ δδιζμονβία 

ηοηηάνςκ πμο πανάβμοκ πνμθθεβιμκχδεζξ ηοηηανμηίκεξ, εηθνάγμοκ ζοκδζεβενηζηά ιυνζα 

ηαζ ορδθή δζεβενηζηή ζηακυηδηα ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ (54, 55). 

2.2   Δηζαγσγή ζηα CPAbs 

Σμ ηαεζενςιέκμ δυβια πμο οπμζηήνζγε υηζ ηα ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα ακηζδνμφκ ιε ηα 

ακηζβυκα ημοξ απμηθεζζηζηά ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ηαηαννίθεδηε ιυθζξ έβζκε βκςζηυ ημ 

1978 υηζ έκα ακηίζςια ηάλδξ G εζδζηυ βζα ηζξ νζαμκμοηθεμπνςηεΐκεξ (RNP) απυ μνυ 

αζεεκμφξ ιε ιζηηή κυζμ ημο ζοκδεηζημφ ζζημφ (ΜΝΗ) ιπμνεί κα δζεζζδφζεζ in vitro ζημκ 

πονήκα γςκηακχκ ακενχπζκςκ πενζθενζηχκ ιμκμηφηηανςκ (56). Μενζηά πνυκζα ανβυηενα 

δείπεδηε δζείζδοζδ ακηζ-RNP ακηζζςιάηςκ ζε γςκηακά ηεναηζκμηφηηανα πμκηζημφ (57). 

Δπζπθέμκ, ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα, ηα μπμία πενζέπμκηαζ ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε ΔΛ, 

έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα δζεζζδφμοκ ζε γςκηακά επζεδθζαηά ηφηηανα in vitro. Ζ δζείζδοζδ 

ακενχπζκςκ ακηζζςιάηςκ ζε δζαθμνεηζηά γχκηα ηφηηανα δεκ είκαζ έκα θαζκυιεκμ ημ 

μπμίμ πενζμνίγεηαζ ιυκμ ζε in vitro πεζνάιαηα. Ακηζ-Ro ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα 

δζεζζδφμοκ ζε ακενχπζκα επζεδθζαηά ηφηηανα ζε ιμκηέθμ λεκμιμζπεφιαημξ ζε 

ακμζμηαηεζηαθιέκα πμκηίηζα SCID. Αηυια, ζηζξ αζμρίεξ δένιαημξ εκυξ ιένμοξ αζεεκχκ 

ιε ΔΛ ακζπκεφμκηαζ εκδμηοηηάνζα ακηζζχιαηα (58), εκχ ακηζ-κεονζηά ακηζζχιαηα (anti-

Hu) απυ αζεεκείξ ιε κεονμπάεεζα δζεζζδφμοκ ζε ηφηηανα κεονζημφ ζζημφ in vivo (59).  

Μμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα εζδζηά βζα ημ dsDNA πνμενπυιεκα απυ πμκηίηζα 

((NZBxNZW)F1 ηαζ MRL/lpr) πμο εηδδθχκμοκ αοευνιδηα ζφκδνμιμ θφημο πμο ιμζάγεζ 

ιε ηδκ ακενχπζκδ κυζμ, έπμοκ πανυιμζεξ ζδζυηδηεξ (60, 61). Αοηά ηα ακηζζχιαηα ιπμνμφκ 

ηαζ δζεζζδφμοκ ηυζμ ζε θοζζμθμβζηέξ υζμ ηαζ ζε ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ακενχπμο, 

πμκηζημφ, πζεήημο ηαζ ανμοναίμο. Ακηζ-πονδκζζηζηά ακηζζχιαηα επαβυιεκα ιε 

οδνάνβονμ ζε πμκηίηζα πμο εηδδθχκμοκ ιζα αοημάκμζδ δζαηαναπή ιπμνμφκ κα δζεζζδφμοκ 

in vivo ζε ηφηηανα ημο κεθνμφ ηαζ ημο ήπαημξ ηαζ in vitro ζε ακενχπζκα επζεδθζαηά 

ηφηηανα ηαζ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ. Anti-La ηαζ ακηζ-Sm ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα απυ 

πμκηίηζα MRL/lpr ιπμνμφκ κα δζεζζδφμοκ ζε δπαημηφηηανα ανμοναίμο, κεθνζηά ηφηηανα 

πμίνμο ηαζ επζδενιζηά ηανηζκζηά ακενχπζκα ηφηηανα (62).  

Αοημακηζζχιαηα έκακηζ εκδμηοηηανζηχκ ακηζβυκςκ είπακ ακζπκεοηεί ζε μνμφξ αζεεκχκ 

πμο έπαζπακ απυ δζάθμνεξ αοημάκμζεξ κυζμοξ ηαζ πνδζίιεοακ ςξ δζαβκςζηζημί δείηηεξ. 

Σμ 1978, παναηδνήεδηε απυ ημκ Alarcon-Segovia ηαζ ζοκ. βζα πνχηδ θμνά πςξ έκα 
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αοημακηίζςια IgG έκακηζ πονδκζηήξ νζαμκμοηθεμπνςηεΐκδξ είπε ηδκ ζηακυηδηα κα 

εζζένπεηαζ ζε γχκηα ακενχπζκα θειθμηφηηανα ηαζ κα ακηζδνά ιε ακηζβυκα ημο πονήκα 

(56). To βεβμκυξ αοηυ ηαηέννζπηε ηδκ ηυηε επζηναημφζα εεςνία υηζ ηα ακηζζχιαηα 

ακηζδνμφζακ ιε ακηζβυκα ημο ελςηοηηάνζμο πχνμο ηαζ ηαηυπζκ εζζένπμκηακ ςξ ζφιπθμηα 

εκηυξ ημο ηφηηανμο, ηονίςξ ιέζς ημο Fcβ-οπμδμπέα. Έηημηε, έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ 

δδιμζζεφζεςκ ηαηέδεζλε ηδκ ζηακυηδηα ανηεηχκ ακηζζςιάηςκ κα δζεζζδφμοκ ζε γχκηα 

ηφηηανα. 

In vivo, δ πμνήβδζδ ιμκμηθςκζηχκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ζε θοζζμθμβζηά ιδ 

αοημάκμζα πμκηίηζα είπε ςξ απμηέθεζια ηδ δζείζδοζή ημοξ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ 

δζαθυνςκ μνβάκςκ. Κάηζ ακάθμβμ παναηδνήεδηε, ηαζ in vitro ζε ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο 

επςάζηδηακ ιε αοηά ηα ακηζζχιαηα, ηαζ δείπεδηε πςξ δ δζείζδοζδ ήηακ ζοκδεδειέκδ ιε 

ημκ πανάημπμ (πνήζδ F(ab)‟2) αοηχκ ηςκ ακηζζςιάηςκ (23, 63).  

 

2.2.1   Κύξηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ CPAbs 

Σα CPAbs θαίκεηαζ κα έπμοκ ημζκά παναηηδνζζηζηά ιε ηα θοζζηά αοημακηζζχιαηα. 

Ακηζδνμφκ ιε έκα εονφ θάζια αοημακηζβυκςκ υπςξ πνςηεΐκεξ ημο μνμφ, ακηζβυκα ηδξ 

ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, ημο ηοηηανζημφ ζηεθεημφ (ιομζίκδ, αηηίκδ) ηαζ ημο πονήκα 

(DNA, ζζηυκεξ), αθθά ηαζ ιε ελςβεκή ακηζβυκα υπςξ παεμβυκμοξ πανάβμκηεξ ηαζ απηέκζα 

(8, 64).
 

Ακαβκςνίγμοκ δδθαδή πμθθμφξ δζαθμνεηζημφξ ακηζβμκζημφξ επζηυπμοξ ηζ 

επμιέκςξ παναηηδνίγμκηαζ ςξ πμθοδναζηζηά, εκχ έπμοκ ζοκήεςξ παιδθή ζοββέκεζα βζα 

ηάεε έκα απυ αοηά ηα ακηζβυκα. Σα CPAbs έπμοκ ακζπκεοεεί ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ 

ηαζ πμκηζηχκ πμο ειθακίγμοκ ζφκδνμιμ αοευνιδημο θφημο (Πίλαθαο 2.2.1.1). Οζ 

πενζζζμηενεξ ιεθέηεξ έπμοκ βίκεζ ιε ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα πμο απμιμκχεδηακ απυ 

ζπθήκεξ πμκηζηχκ MRL-lpr/lpr ηαζ (NZBxNZW) F1 πμο ειθακίγμοκ αοευνιδημ θφημ ζε 

δθζηία 7-9 ιδκχκ, ηαζ πανάβμοκ ακηζζχιαηα πμο ακηζδνμφκ ζζπονά ιε ημ dsDNA ηαζ ζε 

ιζηνυηενμ ααειυ ιε άθθα αοημακηζβυκα (Πίλαθαο 2.2.1.2). Όηακ ηα πμθοδναζηζηά αοηά 

ακηζζχιαηα πνμζηέεδηακ ζε ηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ, παναηδνήεδηε υηζ έπμοκ ζηακυηδηα 

δζείζδοζδξ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζημκ πονήκα (23, 64, 65). 
 

Σα δζεζζδοηζηά αοημακηζζχιαηα, εηηυξ απμ ημ DNA, ακαβκςνίγμοκ ηαζ άθθα πονδκζηά 

αοημακηζβυκα (anti-nuclear antibodies, ANA), υπςξ, ηα Sm (Smith antigen), Ro/SS-A, 

La/SS-B (62), DNA ημπμσζμιενάζδ I (66), ηεκηνμιενή, νζαμκμοηθεμπνςηεΐκδ (56), 

ζζηυκεξ ηαεχξ ηαζ ακηζβυκα ημο ηοηηανμζηεθεημφ (αηηίκδ, ιομζίκδ, ηαζ ημοιπμοθίκδ) 

(64). Πμθθέξ αοημάκμζεξ αζεέκεζεξ ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ πανμοζία ακηζζςιάηςκ εκακηίμκ 
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ηςκ παναπάκς ακηζβυκςκ, υπςξ δ ΔΛ (ακηζ-dsDNA ηαζ ακηζ-Sm ακηζζχιαηα), ημ 

ζηθδνυδενια (ακηζ-DNA-ημπμσζμιενάζδ I ηαζ ακηζ-ηεκηνμιενζηά ακηζζχιαηα) ηαζ ημ 

ζφκδνμιμ Sjogren (ακηζ-Ro/SS-A ηαζ ακηζ-La/SS-B ακηζζχιαηα). Μεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ 

υηζ ιυκμ ANAs ιε δζαζηαονμφιεκδ δναζηζηυηδηα ιε dsDNA (ηαζ υπζ ιμκμδναζηζηά) 

έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζημκ πονήκα γςκηακχκ ηοηηάνςκ, ηαεζζηχκηαξ ηδκ 

πμθοδναζηζηυηδηα έκα μοζζχδεξ ζημζπείμ ηδξ δνάζδξ ηςκ δζεζζδοηζχκ αοημακηζζςιάηςκ 

(62).  

Ζ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ελανηάηαζ απυ ημ είδμξ ηςκ ηοηηάνςκ π.π. επζεδθζαηά, κεονζηά, 

ιοσηά η.α., ηαεχξ ηαζ απυ ημ ζηάδζμ δζαθμνμπμίδζδξ ηαζ εκενβμπμίδζήξ ημοξ. Πνάβιαηζ, 

έπεζ δμηζιαζηεί δ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ακηζζςιάηςκ ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία 

ηοηηηανζηχκ ζεζνχκ, ηυζμ επζεδθζαηχκ πνμζημθθδηζηχκ ζεζνχκ (HeLa, 3T3, Hep2, 

πνςημβεκείξ επζεδθζαηέξ ηοηηανζηέξ ηαθθζένβεζεξ), (64) υζμ ηαζ ιδ (εοιμηφηηανα 

πμκηζημφ, ακενχπζκα Σ-ηφηηανα ηαζ πενζθενεζαηά ιμκμπφνδκα (60), ιαηνμθάβα (67), ιε 

ηα πμζμζηά δζείζδοζδξ κα δζαθένμοκ ιεηαλφ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ. Δπίζδξ, έπεζ δεζπεεί 

υηζ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ή δ έηεεζή ημοξ ζε θειθμηίκεξ ή αολδηζημφξ 

πανάβμκηεξ ιπμνεί κα αολήζεζ ηδκ επζθακεζαηή έηθναζδ εκυξ ακηζβυκμο πνμάβμκηαξ ηδ 

δζείζδοζδ ακηζζςιάηςκ ιε εζδζηυηδηα βζ‟ αοηυ (68) (αθ. Μδπακζζιμί Γζείζδοζδξ). 

Πανάθθδθα, ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ ζε θάζδ δζαίνεζδξ είκαζ πενζζζυηενμ εοάθςηα ζηδ 

δζείζδοζδ, αθμο έπεζ δεζπεεί κα επδνεάγεηα ζαπυ ημ ζηάδζμ ακάπηολδξ ηςκ ηοηηάνςκ (69).  

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά. δ δζείζδοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ δεκ παναηδνείηαζ ιυκμ ζε 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, αθθά ηαζ in vivo, ζε αζεεκείξ ηαζ πεζναιαηυγςα. Γζα πανάδεζβια, 

έπμοκ ανεεεί ακηζζχιαηα ζημκ πονήκα αζεεκχκ ιε ιζηηή κυζμ ημο ζοκδεηζημφ ζζημφ, πμο 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ορδθμφξ ηίηθμοξ ακηζ-RNP ΑΑbs, ηαεχξ ηαζ ακηζπονδκζηά 

ακηζζχιαηα ζημκ πονδκίζημ δπαηζηχκ ηαζ κεθνζηχκ ηοηηάνςκ πμκηζηχκ ιε ζοζηδιαηζηή 

κυζμ επαβυιεκδ απυ οδνάνβονμ (Πίλαθαο 2.2.1.1) (24). 
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Πίλαθαο 2.2.1.1 Σα πξψηα δηεηζδπηηθά αληηζψκαηα πνπ αληρλεχζεθαλ ζηνλ νξφ (πνιπθισληθά) είηε 

αζζελψλ κε απηνάλνζε λφζν είηε ζην πεηξακαηηθφ κνληέιν ηεο λφζνπ. 

Έηνο πγγξαθείο Ηζόηππνο
Πεηξακαηηθό 

Μνληέιν
Αλζξώπηλε Νόζνο Δηδηθόηεηα

1978
Alarcon-

Segovia
IgG - ΜΝΗ Ακηζ-RNP

1982 Okudaira IgG - -
Ακηζ-θειθμηοηηανζηά 

(ALA)

1988 Fabian IgG

Κζκδηζημί 

κεονχκεξ 

ανμοναίςκ

-
Ακηζ-

ζοκαπημζςιαηζηά

1993 Golan IgG - ΔΛ ANA

1993 Csernok IgG -
κυζμ Wegener, 

αββεζίηζδα ηαζ ζήρδ

cANCA                               

ακηζ-πνςηεζκάζδξ 3 

(PR3)

1996 Herrera IgG BALB/c mice - Ακηζ-Ro

1996 Deng IgG - ΜΝΗ ηαζ ΔΛ
ακηζ-κμοηθεμθίκδξ 

(nucleolin)

1997 Adamus IgG

Υμνήβδζδ 

νζημαενίκδς ζε 

πμκηζημφξ

Kανηίκμ πμο ζπεηίγεηαζ 

ιε 

αιθζαθδζηνμεζδμπάεεζα

Aκηζ-νζημαενίκδξ               

(Anti-recoverin )

1997
Morris 

Reichlin
IgG -

ΔΛ & φκδνμιμ 

Sjörgen's
Ακηζ-P

1998 Malmborg IgA -
Πνςημβεκείξ πμθζηή 

ηίννςζδ
Ακηζ-ιζημπμκδνζαηά

1999 Ritz IgM -
Aπμιοεθίκςζδ απυ  

ακηζ-MAG

Ακηζ-MAG 

βθοημπνςηεΐκδ 

ιοεθίκδ

1999

Manuchehr 

Abedi-

Valugerdi

IgG1

Υμνήβδζδ 

οδνανβφνμο ζε 

πμκηζημφξ 

A.SW(H-2s)

ΔΛ
Ακηζ-πονδκζζηζηά 

(ANolA)

1991 Ma IgG - Ρεοιαηζηά Νμζήιαηα

Ακηζ-RNP,           

Ro(SS-A)&           

La(SS-B)
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Πηλαθαο 2.2.1.2 Μνλνθισληθά CPAbs πνπ απνκνλψζεθαλ απφ πεηξακαηηθά κνληέια ηνπ ΔΛ 

Έηνο πγγξαθείο
Μνλνθισληθά 

Αληηζώκαηα
Ηζόηππνο Φπιή Πνληηθνύ Δηδηθόηεηα

1992 Vlahakos H7, H72, H9 IgG2a MRL-lpr/lpr Ακηζ-DNA

1996 Weisbart 3E10, 5C6, 4H2 IgG2a MRL-lpr/lpr Ακηζ-dsDNA

1998 Avrameas F4.1 IgG2a BW Ακηζ-DNA

1998 Madaio H7, H72, H9 IgG1&IgG2a MRL-lpr-lpr Ακηζ-DNA

1998 Weisbart

ιεηαθθαβιέκμ 

3E10 VH31Asn, 

ηιήια Fab ημο 

3E10 VH31Asn

IgG2a MRL-lpr/lpr Ακηζ-dsDNA

2000 Deng
mAb 21(IgG2a), 

5B5(IgA)
IgG2a,IgA MRL-lpr/lpr

Ακηζ-La, Ακηζ-Sm & 

dsDNA

2001 Avrameas F4.1,J20.8,F14.6 IgG2a BW Ακηζ-DNA

2001 Seddiki
F4.1,J20.8,F14.6,

H9.3
IgG2a BW Ακηζ-DNA

2003 Weisbart 3Δ10 IgG2a MRL-lpr/lpr Ακηζ-dsDNA

2005 Madaio H7 IgG2a MRL-lpr/lpr Ακηζ-DNA

2006
Ruiz-

Arguelles
F4.1 IgG2a BW Ακηζ-DNA

2007 Eun-Jung Lee G1-5 IgG MRL-lpr/lpr Ακηζ-dsDNA

2008 Song 9D7 IgG2b MRL-lpr/lpr Ακηζ-dsDNA

2009 Jang 3D8 scFv IgG2a/k MRL-lpr/lpr Ακηζ-DNA  

 

Ζ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ CPAbs έδεζλε υηζ μζ οπενιεηααθδηέξ πενζμπέξ CDR2 ηαζ CDR3 

ηςκ αανζχκ αθοζίδςκ ημοξ έπμοκ ορδθή αιζκμλζηή μιμθμβία ηαζ θένμοκ ζε ιεβάθμ 

πμζμζηυ εεηζηά θμνηζζιέκα αιζκμλέα, υπςξ ανβζκίκεξ (R) ηαζ θοζίκεξ (K), ιε 

παναηηδνζζηζηά ιμηίαα πμο πνμζμιμζάγμοκ εηείκμ ημο ζήιαημξ πονδκζημφ εκημπζζιμφ 

RKK (NLS, Nuclear localization Signal) (Δηθφλα 2.2.1.3) (23, 64). Δπζπθέμκ, δ ακάθοζδ 

ηςκ VH βμκζδίςκ έδεζλε υηζ ηα CPAbs ηςδζημπμζμφκηαζ απυ βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ, 

ιε εθάπζζηεξ, ή ηαευθμο, ιεηαθθάλεζξ (germ-line encoded) ή ακαζοκδοαζιμφξ, πμο 

μδδβμφκ ζηδκ ςνίιακζδ ηδξ εζδζηυηδηάξ ημοξ (62). Σέθμξ, θαίκεηαζ υηζ ηα CPAbs έπμοκ 

ζοβηεηνζιέκδ ηνζημηαβή δμιή, δ μπμία δεκ ζοκακηάηαζ ζηα ιδ δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα. 

Σα εεηζηά θμνηία ηςκ αιζκμλέςκ πμο ανίζημκηαζ ζηζξ οπενιεηααθδηέξ πενζμπέξ 

ακηζδνχκηαξ ιε ηα ανκδηζηά θμνηία πμο οπάνπμοκ ζε υθεξ ηζξ ηοηηανζηέξ επζθάκεζεξ 

θαίκεηαζ κα παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ δζείζδοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ (70). 
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VAYYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRA    F4.1 

AYISRGGGIFYYQDISKGRFTREKYGKRGMDY  J20.8 

AISRGGVYSYYLDVKRTARATWDWFAY            F14.6 

Δηθόλα 2.2.1.3  Οη πεξηνρέο CDR2 θαη CDR3 ηξηψλ CPAbs, πξνεξρφκελσλ απφ ηε βηβιηνγξαθία. 

 

2.3   Μεραληζκνί δηείζδπζεο ησλ CPAbs 

Ζ πνχηδ ακαθμνά ζπεηζηά ιε ιδπακζζιυ δζείζδοζδξ αοημακηζζςιάηςκ αθμνμφζε ακηζ-

RNP ακηζζχιαηα ηδξ ηάλδξ IgG ηα μπμία ιπμνμφζακ κα δζεζζδφμοκ ζε γχκηα ηφηηανα ιε 

οπμδμπείξ πμο ακαβκςνίγμοκ ημ Fc ηιήια ηςκ IgG (FcyR) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα κα 

εζζένπμκηαζ ζημκ πονήκα. Πεναζηένς ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ αοηά ηα ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα 

εζζένπμκηαζ ηαζ ζε Σ-ηφηηανα πμο θένμοκ ημκ FcyR (Σβ-ηφηηανα) οπμδμπέα ηαζ κα 

πνμηαθμφκ ηδκ ελάθεζρή ημοξ ηαζ ηδκ ηαηάνβδζδ ηδξ ηαηαζηαθηζηήξ ημοξ θεζημονβίαξ 

(71).  

Οζ ιδπακζζιμί πμο πνδζζιμπμζμφκ ηα CPAbs βζα κα δζαπενάζμοκ ηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ, κα εζζέθεμοκ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ηεθζηά κα ηαηαθήλμοκ ζημκ πονήκα δεκ 

έπμοκ πθήνςξ δζενεοκδεεί. Ζ ιεζμθάαδζδ ηςκ Fc-οπμδμπέςκ είκαζ έκαξ απυ ημοξ 

πζεακμφξ ιδπακζζιμφξ δζείζδοζδξ, υιςξ μζ πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ δείπκμοκ ηδκ ειπθμηή 

ηονίςξ ημο ηιήιαημξ Fab ηςκ ακηζζςιάηςκ (24, 65). Αοηυ πμο παναηηδνίγεζ ηα ηιήιαηα 

Fab ηςκ CPAbs υπςξ ηαζ ηςκ θοζζηχκ ακηζζςιάηςκ, είκαζ υηζ ακαβκςνίγμοκ πμθθά 

δζαθμνεηζηά ακηζβυκα, είκαζ δδθαδή πμθοδναζηζηά. Αοηή δ ζδζυηδηα ημοξ επζηνέπεζ ίζςξ 

κα ακαβκςνίγμοκ πενζζζυηενεξ απυ ιία δμιέξ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα 

δζεοημθφκεηαζ έηζζ δ ηοηηανζηή ημοξ δζείζδοζδ. Πνάβιαηζ, δζάθμνεξ πνςηεσκεξ έπμοκ 

πενζβναθεί ςξ ιειανακζημί ζηυπμζ-οπμδμπείξ ηςκ δζεζζδοηζηχκ ακηζζςιάηςκ. Οζ 

νζαμζςιζηέξ P-πνςηεΐκεξ (72, 73), δ ιομζίκδ I ζε δπαηζηά
 

ηαζ δ α-αηηζκίκδ ζε 

ιεζαββεζαηά ηφηηανα (74), δ εεζζηή δπανάκδ (75, 76), ημ ημθθαβυκμ ηφπμο IV (77), δ 

ζκμκεηηίκδ (78), μζ ζζηυκεξ ηαζ ηα κμοηθεμζχιαηα (79) είκαζ ηάπμζεξ απυ αοηέξ. Πζεακή 

είκαζ επίζδξ δ πνυζδεζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ ζε ακηζβμκζηέξ δμιέξ ηδξ ιειανάκδξ πμο 

ιμζάγμοκ ιε αοηέξ ημο DNA, ιε απμηέθεζια ηδ δζεοηυθοκζδ εζζυδμο ημοξ ζημ 

εκδμηοηηανζηυ πενζαάθθμκ (80).
 
 

Δκαθθαηηζηά, ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ, δ βθοημγοθίςζδ ηςκ ιεηααθδηχκ πενζμπχκ ηςκ 

αανζχκ ηαζ εθαθνζχκ αθοζίδςκ ημο ακηζζχιαημξ, εα ιπμνμφζε κα ζοιαάθθεζ ζηδ 

ιεηαθμνά ημο ζημκ πονήκα, ιε ηα ιυνζα ηδξ βθοηυγδξ κα θεζημονβμφκ ςξ ζήιαηα 
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πονδκζηήξ ιεηαθμνάξ (65). ‟αοηή ηδκ πενίπηςζδ επεζδή μφηε δ πνςημημηαβήξ δμιή μφηε 

ηαζ δ δζαιυνθςζδ ηςκ ααζζηχκ αιζκμλέςκ ιπμνεί κα επάβεζ απυ ιυκδ ηδξ ηδ ιεηαθμνά 

ζημκ πονήκα πνμηάεδηε έκαξ άθθμξ ιδπακζζιυξ. φιθςκα ιε αοηυκ, δ ιεηαθμνά ζημκ 

πονήκα λεηζκά ιε ηδκ δέζιεοζδ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ή ιε ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ πμο πνμζηίεεκηαζ ζημ ακηίζςια ηαεχξ αοηυ δζαζπίγεζ ημ ζφζηδια Golgi 

βζα έηηνζζδ (65)
 
. 

Βζαθζμβναθζηά, ακαθένεηαζ επίζδξ δ εθεφεενδ ιεηαθμνά ηςκ ακηζζςιάηςκ δζαιέζμο 

ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ιε ηδ αμήεεζα ζοκμδχκ πνςηεσκχκ, υπςξ δ ηθαενίκδ (81, 82) ηαζ 

δ αζαεζηζμδζηηίκδ (calreticulin: calcium binding protein of endoplasmic reticulum) (83). 

Ακηζζχιαηα έκακηζ αζαεζηζμδζηηίκδξ ειπμδίγμοκ ηα ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα κα 

πνμζδεεμφκ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ ζοκεπχξ, κα ιεηαθενεμφκ ζημ εζςηενζηυ ημο 

ηοηηάνμο (83). 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ πάκς ζημοξ ιδπακζζιμφξ δζείζδοζδξ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ έβζκακ 

ηαζ βζα  ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ηα εκδμηοηηανζηά ακηζβυκα Sm ηαζ 

La. Ανηεημί πανάβμκηεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ εζδζηυηδηα αοηχκ ηςκ ακηζζςιάηςκ, 

ανέεδηε, υηζ ιπμνεί κα επδνεάγμοκ ηδκ εκδμηοηηανζηή ημοξ δζείζδοζδ. Έκαξ άθθμξ 

πζεακυξ ζηυπμξ ηςκ CPAbs είκαζ δ θαιζκίκδ, πμο απμηεθεί ηφνζμ ζοζηαηζηυ ηςκ ααζζηχκ 

ιειανακχκ ηαζ δ μπμία έπεζ δεζπεεί υηζ ακαβκςνίγεηαζ απυ μνζζιέκα παεμβμκζηά ακηζ-La 

ακηζζχιαηα πμο θαίκεηαζ κα ακαβκςνίγμοκ ηυζμ ημ La υζμ ηαζ snRNP-ακηζβυκα πμο 

ιεηαηίεεκηαζ ζηδκ ηοηηανζηή επζθάκεζα, υηακ ηα ηφηηανα εηηίεεκηαζ ζε μνζζιέκμοξ 

πανάβμκηεξ, υπςξ δ οπενζχδδξ αηηζκμαμθία. Παναηδνήεδηε έκαξ πμθφ βνήβμνμξ νοειυξ 

εζζυδμο ζηα ηφηηανα αοηχκ ηςκ ακηζζςιάηςκ ακελάνηδημξ απυ ηδ εενιμηναζία, πμο 

οπμδδθχκεζ υηζ μ πνδζζιμπμζμφιεκμξ ιδπακζζιυξ δεκ αημθμοεεί ημοξ ηθαζζζημφξ 

ηακυκεξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς οπμδμπέςκ. ε ακηζζημζπία ιε ημ ηεθεοηαίμ είκαζ ηαζ δ 

απμοζία ζοκεκημπζζιμφ ακηζζςιάηςκ ιε ηοζηίδζα. Σέθμξ, εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ ηαζ δ 

ακάθοζδ ηδξ αιζκμλζηήξ αθθδθμοπίαξ ηςκ CDR3 πενζμπχκ, απυ ηδκ μπμία πνμηφπηεζ υηζ 

αοηά ηα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα θένμοκ ζηδκ CDR3 πενζμπή ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ημοξ 

δφμ ηαηάθμζπα ανβζκίκδξ ηαζ επίζδξ ιενζηά απυ αοηά ηαζ ζζηζδίκδ, έκα αηυιδ εεηζηά 

θμνηζζιέκμ αιζκμλφ, πμο υθα αοηά ζοκεζζθένμοκ ζηδ δδιζμονβία εκυξ ανηεηά ιεβάθμο 

εεηζημφ θμνηίμο. Ακηίεεηα, ηα ιδ δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα δεκ έθενακ αοηά ηα εεηζηά 

θμνηζζιέκα αιζκμλέα, ιε απμηέθεζια ημ ζοκμθζηυ θμνηίμ ηδξ H-CDR3 κα είκαζ θζβυηενμ 

εεηζηυ (62). 

Μεθέηεξ ζε πεπηίδζα, ηαηαδεζηκφμοκ ηδκ φπανλδ πμθθχκ πζεακχκ ιδπακζζιχκ 

δζείζδοζδξ, μζ μπμίμζ οπάβμκηαζ ζε δομ ηαηδβμνίεξ: ηδκ ελανηχιεκδ απυ εκένβεζα 
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ιεηαθμνά ιέζς εκδμηοηάνςζδξ ηαζ ηδκ ακελάνηδηδ απυ εκένβεζα, άιεζδ ιεηαθμνά 

δζαιέζμο ηδξ θζπζδζηήξ δζπθμζηζαάδαξ (Δηθφλα 2.3). Όζμκ αθμνά ζηδκ εκδμηοηηάνςζδ, 

έπμοκ πενζβναθεί ιδπακζζιμί ιαηνμπζκμηφηηςζδξ, εκδμηοηηάνςζδξ ιέζς ηοζηζδίςκ 

ηαθοιιέκςκ ιε ηθαενίκδ ηαζ ιέζς ιζηνμηοζηζδίςκ (caveoli) (84). Οζ ιεθέηεξ ιε 

μθυηθδνα ακηζζχιαηα δείπκμοκ επίζδξ πμζηζθία ειπθεηυιεκςκ ιδπακζζιχκ, υπςξ 

παναπάκς. Χζηυζμ, θαίκεηαζ υηζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ δ δζείζδοζδ επδνεάγεηαζ ηαζ 

απυ ηδ εενιμηναζία (δ ιείςζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ζοκεπάβεηαζ ηαζ ιείςζδ ηδξ 

δζείζδοζδξ). Γεβμκυξ πμο ζοιααίκεζ ελαζηίαξ ηδξ ιεζχζδξ ημο ηοηηανζημφ ιεηααμθζζιμφ, 

δζαπίζηςζδ πμο οπμβναιιίγεζ ηδκ πζεακή ελάνηδζδ μνζζιέκςκ ιδπακζζιχκ δζείζδοζδξ ιε 

ημ ιεηααμθζζιυ ημο ηοηηάνμο, δδθαδή απαίηδζδ δαπάκδξ ATP (85). οβηεηνζιέκα, έπεζ 

ανεεεί πςξ δ ιομζίκδ αμδεά ζηδ ιεηαθμνά ηςκ ακηζζςιάηςκ ιέζς ιζηνμηοζηζδίςκ 

(Πίλαθαο 2.3) (Δηθφλα 2.3), ηαηυπζκ ηα ακηζζχιαηα δζενπυιεκα ημο ηοηηανμπθάζιαημξ 

ηαηαθήβμοκ ζημκ πονήκα (ιέζς πονδκζηχκ πυνςκ), ζημκ μπμίμ ηαεμδδβμφκηαζ ιέζς ηςκ 

εεηζηά θμνηζζιέκςκ αιζκμλέςκ ζηδ CDR3 πενζμπή, ηα μπμία θεζημονβμφκ ζακ ζήια 

πονδκζημφ εκημπζζιμφ (Nuclear Localization Signal, NLS) (86). Κάπμζεξ ιεθέηεξ δείπκμοκ 

πςξ ηα ακηζζχιαηα ιεηαθένμκηαζ ιέζς ηοζηζδίςκ ηαθθοιιέκςκ ιε ηθαενίκδ ηαζ έπεζηα 

απεθεοεενχκμκηαζ, είηε ιέζς ημο pH, είηε ιέζς θφζδξ ημο πζκμζχιαημξ. Γεκ έπεζ αηυιδ 

ελαηνζαςεεί εάκ αοηή δ παναηήνδζδ οπμδδθχκεζ υηζ οπάνπμοκ δζαθμνεηζηά ζηάδζα ηαηά 

ηδκ δζαηοηηανμπθαζιαηζηή ιεηαθμνά ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ζημκ πονήκα ή υηζ 

οπάνπμοκ δζαθμνεηζηά ιμκμπάηζα, πμο ιπμνμφκ κα αημθμοεήζμοκ ηα ακηζζχιαηα αοηά 

βζα ηδκ ιεηαθμνά ημοξ δζαιέζμο ημο ηοηηανμπθάζιαημξ. Άθθεξ ιεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ 

πςξ δ είζμδμξ ηαζ δ ιεηαθμνά βίκεηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηάπμζςκ ιμνίςκ πμο θεζημονβμφκ ςξ 

ζοκμδμί, υπςξ δ ιομζίκδ 1, ηα ακηζ-Ro/La αοημακηζζχιαηα, πμο ιεηαθένμοκ άθθα 

αοημακηζζχιαηα ζημκ πονήκα, ή ιεηαθμνείξ ηδξ μζημβέκεζαξ δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ 

ABC (24). Μεθέηεξ οπμδεζηκφμοκ υηζ ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ακηθζχκ ABC, ή άθθμζ 

πανυιμζμζ ιεηαθμνείξ, είκαζ πζεακυ κα ειπθέημκηαζ ζηδκ είζμδμ ημο ακηζζχιαημξ ηαζ ζηδ 

ιεηαθμνά ημο, δεδμιέκμο υηζ πμθθμί ακηαβςκζζηέξ ηακαθζχκ Ca
++

 πνμηαθμφκ ηδκ 

εκδμηοηηανζηή ζοζζχνεοζδ ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ (24). 
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Δηθόλα 2.3 Μεραληζκνί κεηαθνξάο πεπηηδίσλ CPPs δηα κέζνπ ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο: Α) 

ελδνθπηηάξσζε, Β) άκεζε κεηαθνξά. 
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Πίλαθαο 2.3 Πξνηεηλφκελνη βηβιηνγξαθηθά κεραληζκνί δηείζδπζεο ησλ CPAbs. 

1978 Alarcon-Segovia Πνιπθισληθά Μέζς οπμδμπέςκ- FcT -

1982 Okudaira Πνιπθισληθά

Δβηυθπςζδ ηδξ ηοηηανζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ επαηυθμοεδ 

εκδμηοηηάνςζδ

-

1988 Fabian Πνιπθισληθά „πνμζνυθδζδξ‟ εκδμηοηηάνςζδ -

1998 Avrameas F4.1(ιμκμηθςκζηυ) Δκενβεζαηά ελανηχιεκδ -

2001 Avrameas
F4.1,J20.8,F14.6 

(ιμκμηθςκζηά)
Μέζς οπμδμπέςκ-DNA -

2001 Seddiki
F4.1,J20.8,F14.6,H9.3 

(ιμκμηθςκζηά)

Μέζς οπμδμπέα-

Καθνεηζημοθίκδ
-

1991 Ma Πνιπθισληθά ιέζς οπμδμπέςκ-Fc -

1992 Vlahakos
H7, H72, and H9 

(ιμκμηθςκζηά)
Δκενβεζαηά ελανηχιεκδ -

1993 Golan Πνιπθισληθά Μέζς οπμδμπέςκ -

1996 Weisbart
3E10, 5C6, 4H2 

(ιμκμηθςκζηά)

Μέζς πνςηεΐκδξ HP8/HEVIN 

ημο εκδμηοηηάνζμο πθέβιαημξ 

ηαζ ιεζς ιδπακζζιμφ πμο 

ειπθέηεζ ημ DNA.

-

1997 Morris Reichlin Πνιπθισληθά
Μέζς ιδπακζζιμφ πμο ειπθέηεζ 

ημ DNA
-

1998 Madaio
H7, H72, H9 

(ιμκμηθςκζηά)
Μέζς οπμδμπέα ιομζίκδξ-1 -

1998 Weisbart

mAb 3E10 VH31Asn 

mutant, Fab fragments of 

mutant

Μέζς ιδπακζζιμφ πμο ειπθέηεζ 

ημ DNA
-

1999
Manuchehr Abedi-

Valugerdi
Πνιπθισληθά Δκενβεζαηά ελανηχιεκδ -

2000 Deng S.
mAb 

21(IgG2a),5B5(IgA)
- Δκενβεζαηά ακελάνηδηδ

2003 Weisbart 3E10 (ιμκμηθςκζηυ)
Μομζίκδ-IΗb αμδεά ηδ 

ιεηαθμνά ηςκ ακηζζςιάηςκ
-

2005 Madaio H7 (ιμκμηθςκζηυ)

Μομζίκδ-1 αμδεά ηδ ιεηαθμνά 

ηςκ ακηζζςιάηςκ ιέζς 

ιζηνμηοζηζδίςκ

-

2006 Ruiz-Arguelles F4.1 (ιμκμηθςκζηυ) Δκενβεζαηά ελανηχιεκδ -

2007 Eun-Jung Lee G1-5 (ιμκμηθςκζηυ) Δκενβεζαηά ελανηχιεκδ -

2008 Song YC 9D7 (ιμκμηθςκζηυ) - Δκενβεζαηά ακελάνηδηδ

2009 Jang 3D8 scFv (ιμκμηθςκζηυ) ιέζς ιζηνμηοζηζδίςκ

Έηνο πγγξαθείο Αληηζώκαηα
Αλεμάξηεηε 

Δλδνθπηηάξσζεο

Δμαξηώκελε 

Δλδνθπηηάξσζεο 



ΔΗΑΓΧΓΖ                                                                                                                                                                                                                               

31 
 

2.4   Δπίδξαζε ησλ CPAbs ζηε ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ  

Μεθέηεξ έδεζλακ ηυζμ in vitro υζμ ηαζ in vivo υηζ ηα δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα ιπμνφκ κα 

επδνεάζμοκ δζάθμνεξ εκδμηοηηάνζεξ θεζημονβίεξ (Πίλαθαο 2.3)  ηαζ κα ζοιιεηέπμοκ ζηδκ 

ακάπηολδ αοημάκμζςκ αζεεκεζχκ, υπςξ μ ΔΛ (87). Σα αοημακηζζχιαηα αοηά 

ηαηεοεφκμκηαζ ζοκήεςξ έκακηζ πνςηεσκχκ πμο παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζε ιζα ζεζνά απυ 

ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ δ ιεηαβναθή, δ ιεηάθναζδ ηαζ ημ ιάηζζια (Δηθφλα 2.4) 

(67, 68). 

2.4.1   CPAbs θαη επαγσγή απόπησζεο 

Βζαθζμβναθζηά, δ δζείζδοζδ αοημακηζζςιάηςκ ζε γχκηα ηφηηανα πνμηαθεί ζε ανηεηέξ 

πενζπηχζεζξ αθάαδ ζηα ηφηηανα ηαζ ζημοξ ζζημφξ. Ο παεμβεκεηζηυξ νυθμξ ηςκ 

δζεζζδοηζηχκ αοημακηζζςιάηςκ έπεζ επζαεααζςεεί in vivo απμ ηδκ πανμοζία 

ακμζμζθαζνζκχκ ζημκ πονήκα γχκηςκ επζδενιζηχκ ηοηηάνςκ ζε αζμρίεξ δένιαημξ 

αηυιςκ ιε αζεέκεζεξ ημο ζοκδεηζημφ ζζημφ,μζ μπμίμζ παναηηδνίγμκηαζ απμ ορδθυ πμζμζηυ 

IgG ακηζζςιάηςκ έκακηζ νζαμκμοηθεμπνςηεΐκδξ ζημκ μνυ ημοξ (68, 88). Έπεζ παναηδνδεεί 

υηζ δζείζδοζδ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ζε πμδμηφηηανα ημο κεθνζημφ ζπεζνάιαημξ ζε 

πμκηζημφξ πνμηαθεί πνςηεΐκμονία (85). Δπίζδξ, δ δζείζδοζδ αοημακηζζςιάηςκ, έκακηζ ημο 

θμνέα ADP/ATP, ζε ηφηηανα ημο ιομηανδίμο έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζδιακηζηή ιείςζδ 

ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζηα ιζημπυκδνζα, (89). 

Πανμιμίςξ ζοζζχνεοζδ ακηζ-πονδκζζηζηχκ αοημακηζζςιάηςκ ζημοξ πονδκίζημοξ 

κεθνζηχκ ηαζ δπαηζηχκ ηοηηάνςκ έπεζ παναηδνδεεί ζηδκ επαβχιεκδ απυ οδνάνβονμ 

ζοζηδιαηζηή αζεέκεζα πμκηζηχκ βεκμηφπμο H-2s (90). Σέθμξ, δ εκδμθθέαζα πμνήβδζδ 

δζάθμνςκ ακηζ-πονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ ζε εβηοιμκμφκηα πμκηίηζα έπεζ δεζπεεί μηζ μδδβεί 

ζε ειανοσηή οπακάπηολδ ή εκδμιδηνζαηυ εάκαημ [Garza-Elizondo ηαζ ζοκ, ιδ 

δδιμζζεοιέκεξ παναηδνήζεζξ]. 

Πανάθθδθα, έπεζ δεζπεεί, υηζ δ δζείζδοζδ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ in vitro, ζε δζάθμνεξ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πνμηαθεί ζοπκά, πνυςνδ έκανλδ ηδξ απμπηςηζηήξ δζαδζηαζίαξ. 

Αοημακηζζχιαηα ακηζ-dsDNA πμο δζεζζδφμοκ ζε ακενχπζκα θειθμηφηηανα ή πνςημβεκείξ 

θθμζζημφξ κεονχκεξ πνμηαθμφκ ζε ιεβάθμ πμζμζηυ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ αοηχκ (85, 

91). Ακηζζχιαηα έκακηζ ημο πονδκζημφ ακηζβυκμο Hu, πμο ανίζημκηαζ ζοκήεςξ ζημκ μνυ 

αζεεκχκ ιε ηανηίκμ ημο πκεφιμκα, δζεζζδφμοκ ζε κεονχκεξ ηαζ πζεακυκ έπμοκ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ πανακεμπθαζηζηή κεονμπάεεζα ηςκ αζεεκχκ αοηχκ (59). Δπζπθέμκ, 

ακηζζχιαηα είκαζ ζηακά κα δζεζζδφμοκ ζηα δζπμθζηά ηφηηανα ηαζ ζημοξ θςημτπμδμπείξ 
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ημο αιθζαθδζηνμεζδμφξ πζηχκα πνμηαθχκηαξ απυπηςζδ ηαζ επαηυθμοεδ αθάαδ ημο 

αιθζαθδζηνμεζδμφξ πςνίξ κα παναηδνείηαζ ημπζηή θθεβιμκή (92). Γεκζηυηενα, 

αοημακηζζχιαηα έκακηζ δζαθυνςκ αοημακηζβυκςκ ημο κεονζημφ ζοζηήιαημξ, θαίκεηαζ κα 

ηαηέπμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ εηδήθςζδ κεονμεηθοθζζηζηχκ αζεεκεζχκ, ιέζς ηδξ 

δζείζδοζδξ ηαζ πνυηθδζδξ απυπηςζδξ (93). Με αάζδ ηα παναπάκς δζαηοπχεδηε δ 

οπυεεζδ υηζ δ απυπηςζδ ιπμνεί κα απμηεθεί έκα ιδπακζζιυ πανμοζίαζδξ αοημακηζβυκςκ, 

δεδμιέκμο υηζ ηα απμπηςηζηά ζςιάηζα, ςξ οπμθείιιαηα ημο πνμβναιιαηζζιέκμο 

ηοηηανζημφ εακάημο, πενζθαιαάκμοκ μιάδεξ ακηζβυκςκ, πμο έπμοκ εκμπμπμζδεεί βζα ηδκ 

πνυηθδζδ αοημάκμζςκ θαζκμιέκςκ. Δπζπθέμκ δ εθαηηςιαηζηή θαβμηφηςζδ ηςκ 

απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, έπεζ πνμηαεεί ςξ έκαξ επζπνυζεεημξ ιδπακζζιυξ, μ μπμίμξ 

ηαθείηαζ κα ελδβήζεζ ηδκ επαβςβή αοημακηζζςιάηςκ ζε ζοζηδιαηζηά αοημάκμζα 

κμζήιαηα (24). 

Ζ εκενβμπμίδζδ ηδξ απμπηςηζηήξ δζαδζηαζίαξ βίκεηαζ ιέζς δζαθυνςκ ιδπακζζιχκ, 

ελανηχιεκςκ ηονίςξ απυ ηδκ ακηζβμκζηή ελεζδίηεοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ αθθά ηαζ απυ ημ 

ζηάδζμ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ-ζηυπςκ. οβηεηνζιέκα, ακηζζχιαηα εκακηίμκ ηδξ 

ζοκμδμφ πνςηεΐκδξ hsp27 (heat shock protein 27), πμο ανίζημκηαζ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε 

βθαφηςια, δζεζζδφμοκ ζε κεονζηά ηφηηανα ημο αιθζαθδζηνμεζδμφξ ηαζ πνμηαθμφκ ημκ 

απμπηςηζηυ εάκαηυ ημοξ ιέζς ηδξ πανειπυδζζδξ ηδξ hsp27 δ μπμία ζηαεενμπμζεί ηδκ 

αηηίκδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ (94). Σα δεδμιέκα αοηά οπμδεζηκφμοκ υηζ ηα 

αοημακηζζχιαηα απυ ηδκ ζηζβιή πμο εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα ιπμνμφκ κα επάβμοκ 

δζαηνζηά πνμ-απμπηςηζηά ιμκμπάηζα, ακάθμβα ιε ηδκ εζδζηυηδηά ημοξ ςξ πνμξ ημ 

ακηζβυκμ. Άθθεξ ιεθέηεξ επίζδξ οπμζηδνίγμοκ υηζ ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα ιε ζηακυηδηα 

δζείζδοζδξ ζε γχκηα ηφηηανα ιπμνεί κα επάβμοκ απυπηςζδ ιέζς άιεζδξ αθθδθεπίδναζδξ 

ιε ημ DNA, δεδμιέκμο υηζ ακαβκςνίγμοκ ζοβηεηνζιέκεξ κμοηθεμηζδζηέξ αθθδθμοπίεξ (24).   

Όζμκ αθμνά ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, έπμοκ ηαοημπμζδεεί ακηζζχιαηα 

ηάλεςξ IgG έκακηζ U1snRNP πμο εζζένπμκηαζ ζε θειθμηφηηανα ηαζ ειπμδίγμοκ ηδκ 

πνυμδμ ημο ηφηθμο ζηδ θάζδ G0/G1 μδδβχκηαξ ζε απυπηςζδ (69, 88, 91). Άθθα 

ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ηδκ ηαζπάζδ-3 πνμηαθμφκ εκενβμπμίδζδ ημο 

ζδιαημδμηζημφ ηδξ ιμκμπαηζμφ, πμο ηαηαθήβεζ ζηδ εναοζιαημπμίδζδ ημο DNA ζημκ 

πονήκα ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ ζε ηοηηανζηυ εάκαημ (95). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί πςξ 

θειθμηφηηανα δζεβενιέκα απυ ιζημβυκα εηθνάγμοκ ιεβάθα πμζά ημο δείηηδ CD95/Fas 

ζηδκ ηοηηανζηή επζθάκεζα έπεζηα απυ δζείζδοζδ μνζζιέκςκ ακηζ-DNA αοημακηζζςιάηςκ, 

οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ επαβυιεκδ απυπηςζδ θαιαάκεζ πχνα ιέζς ηδξ αθθδθεπίδναζδξ 

Fas/Fas-Ligand ιμνίςκ ιε ηα ακηζ-DNA αοημακηζζχιαηα (69, 96). Όηακ ηα ίδζα 
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ακηζζχιαηα δζεζζδφμοκ ζε ιδ δζεβενιέκα θειθμηφηηανα, ηα ηεθεοηαία μδδβμφκηαζ, 

επίζδξ, ζε απυπηςζδ πςνίξ, υιςξ, κα εηθνάζμοκ ιυνζα CD95 ζηδκ ηοηηανζηή επζθάκεζά 

ημοξ (97). 

Πμθθέξ ιεθέηεξ έπμοκ δζελαπεεί πνμηεζιέκμο κα δζαθεοηακεμφκ μζ ιδπακζζιμί ιε ημοξ 

μπμίμοξ ηα CPAbs επάβμοκ ηδκ απυπηςζδ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ. Οζ πενζζζυηενεξ 

εζηίαζακ ζηδ πνήζδ πμθοηθςκζηχκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ, ηα μπμία πανμοζζάγμοκ 

εηενμβέκεζα ηυζμ ζηζξ ζδζυηδηεξ δέζιεοζδξ υζμ ηαζ ζηδ θεζημονβία ημοξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ 

απμιμκχεδηακ ιμκμηθςκζηά αοημακηζζχιαηα έκακηζ ημο dsDNA, ηαζ δείπεδηε υηζ είπακ 

ηδκ ζηακυηδηα κα δζεζζδφμοκ ζηα ηφηηανα, κα οδνμθφμοκ ημ DNA ηαζ κα επάβμοκ -

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηαζπάζδ- απυπηςζδ. Ζ πεναζηένς ιεθέηδ ηδξ ηοηηανμημλζηήξ 

αθθά ηαζ ηδξ ζηακυηδηαξ οδνυθοζδξ ημο DNA ηςκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ πζεακά κα 

δζαθεοηάκεζ ζε ιεβαθφηενμ ααειυ ημ νυθμ ημοξ. Έκαξ άθθμξ ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ ηα 

ακηζ-DNA ακηζζχιαηα εκδέπεηαζ κα επάβμοκ απυπηςζδ πνμηφπηεζ απυ ηζξ ιεθέηεξ πμο 

πναβιαημπμζήεδηακ ζε ακηζ-DNA ακηζζχιαηα πνμενπυιεκα απυ πμκηίηζα MRL-lpr/lpr. 

Σα ακηζζχιαηα αοηά ανέεδηε κα ακηζδνμφκ ιε ημ έκγοιμ DNase 1 ηαζ ιεηααάθθμοκ ηδκ 

εκενβυηδηά ημο, in vivo. Μέζα ζημ ηοηηανυπθαζια δ ιομζίκδ 1 δδιζμονβεί ζφιπθμημ ιε 

ηδ DNase 1 ηαζ ηδκ ηαθιμκημοθίκδ. Δπμιέκςξ, δ είζμδμξ ηςκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ 

ιέζς ηδξ ιομζίκδξ 1 -δ μπμία, υπςξ πνμακαθένεδηε, ειπθέηεηαζ ζημ ιδπακζζιυ 

δζείζδοζήξ ημοξ- πζεακά κα ηα θένκεζ ζε επαθή ιε ηδκ DNase 1 ηαζ ιε ημκ ηνυπμ αοηυ κα 

ημοξ δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα κα ιεηααάθθμοκ ηδ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο ιέζα ζημ 

ηφηηανμ. Με αάζδ ηα παναπάκς, ιπμνεί κα οπμεέζεζ ηακείξ υηζ δ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ 

ηα ακηζζχιαηα νφειζζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ DNase 1 ιπμνεί κα πανειααίκεζ ζε 

θοζζμθμβζημφξ ιδπακζζιμφξ απυπηςζδξ in vivo (85). 

Όπςξ πνμακαθένεδηε, μ εάκαημξ ηςκ ηοηηάνςκ ημο κεονζημφ ζοζηήιαημξ, πμο 

πνμηαθείηαζ ιεηά απυ ηδ δζείζδοζδ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ημο Hu ακηζβυκμο, ηδξ recoverin, 

ηδξ hsp27, ημο MAG, ημο SGGLs ζοιαάθθεζ ζηδκ παεμβέκεζα ηαζ ζηα ηθζκζηά 

παναηηδνζζηζηά ηςκ κυζςκ ζηζξ μπμίεξ ηα ακηζζχιαηα αοηά ακεονίζημκηαζ. Απυ ηδκ άθθδ 

πθεονά, έπεζ δζαηοπςεεί δ άπμρδ πςξ δ απυπηςζδ, πμο επάβεηαζ ιεηά απυ ηδ δζείζδοζδ 

ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ, ιπμνεί κα έπεζ θοζζμθμβζηυ νυθμ ζηδκ επζθμβή ηαζ ημκ 

ηαεμνζζιυ ημο θοζζμθμβζημφ νεπενημνίμο, ιέζς ιείςζδξ ηςκ αοημδναζηζηχκ Β-

ηοηηάνςκ. Ζ πζεακυηδηα αοηή οπμζηδνίγεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ ηα εκενβμπμζμφιεκα απυ 

ιζημβυκμοξ πανάβμκηεξ θειθμεζδή ηφηηανα, υπςξ εα ακαθενεεί ηαζ παναηάης, είκαζ πζμ 

επζννεπή ζηδ δζείζδοζδ ακηζζςιάηςκ ηαζ ζηδκ επαηυθμοεδ απυπηςζδ απυ υηζ ηα 

ακηίζημζπα χνζια ηφηηανα. Δπίζδξ ιζα εκδζαθένμοζα παναηήνδζδ πνμέηορε απυ ηδ 
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πμνήβδζδ ζε αηηζκμαμθδιέκα πμκηίηζα BALB/c δζεζζδοηζηχκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ. 

Βνέεδηε υηζ ηα εκ θυβς πμκηίηζα δεκ ιπμνμφζακ πθέμκ κα απμηνζεμφκ ζε ιεηαβεκέζηενδ 

πμνήβδζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ. Σα εονήιαηα αοηά οπμδδθχκμοκ υηζ υηακ ακχνζια ηφηηανα 

εκενβμπμζμφκηαζ, είηε απυ ακηζβυκα είηε απυ ιδ εζδζηά ιζημβυκα, ηαείζηακηαζ επζννεπή 

ζηδ δζείζδοζδ απυ ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα ηαζ εκ ζοκεπεία απμπίπημοκ (24). 

 Φοζζμθμβζηά, είκαζ πζεακυκ υηακ ειανοζηά αοημδναζηζηά θειθμηφηηανα εηηίεεκηαζ ηαζ 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ αοημακηζβυκα, κα μδδβδεμφκ ζε ηοηηανζηυ εάκαημ ιε ηδ 

ιεζμθάαδζδ δζεζζδοηζηχκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ. Έκαξ ηέημζμξ ιδπακζζιυξ ιπμνεί 

ηάθθζζηα κα ζοιαάθθεζ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ αοημακμπήξ, πςνίξ θοζζηά κα απμηθείμκηαζ μζ 

άθθμζ ιδπακζζιμί πμο έπμοκ ήδδ πνμηαεεί (24). Φαίκεηαζ θμζπυκ υηζ, δ απμιάηνοκζδ ηςκ 

αοημδναζηζηχκ ηοηηάνςκ πμο πανάβμκηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ιζαξ ακμζζαηήξ απυηνζζδξ 

ιπμνεί επίζδξ κα πνμζηαηεφεζ απυ ηδκ πνυηθδζδ αοημάκμζμο κμζήιαημξ. Δπζπνμζεέηςξ 

δ πανμοζία ακηζ-ζδζμηοπζηχκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ ζδζμηφπςκ πμο θενμοκ ακηζζχιαηα 

ακηζ-RNP, ηα μπμία ιπθμηάνμοκ ηδ δζείζδοζδ ηςκ ακηζ-RNP οπμδεζηκφεζ ηδκ ειπθμηή ημο 

ζδζμηοπζημφ-ακηζ-ζδζμηοπζημφ δζηηφμο ζηδ νοειζζηζηή αοηή δζαδζηαζία. Ζ επέηηαζδ ηςκ 

δζηηφςκ αοηχκ εκηυξ ηςκ ηοηηάνςκ πνμηεζιέκμο βζα ηδ νφειζζδ ηδξ ακμπήξ ιέζς 

επαβυιεκδξ απυπηςζδξ επζθεβιέκςκ ηοηηανζηχκ ηθχκςκ ιπμνεί, παναδυλςξ, ανπζηά κα 

πνμζηαηεφεζ ηαζ ανβυηενα κα πνμηαθεί αοημάκμζδ κυζμ. Απυ ιζα άθθδ άπμρδ υιςξ, 

εκδέπεηαζ κα ζοιαάθθεζ ζηδ δδιζμονβία εκυξ δζηηφμο 3
δξ 

βεκζάξ ιέζα ζηα ηφηηανα (91).  

Ζ αηνζαήξ δζαθμνμπμίδζδ ιεηαλφ ημο θοζζμθμβζημφ ηαζ ημο παεμθμβζημφ νυθμο ηδξ 

επαβυιεκδξ απυ ηα CPAbs απυπηςζδξ δεκ έπεζ αηυιδ δζαθεοηακεεί. Μάθζζηα ημ 

θαζκυιεκμ ηδξ επαβςβήξ ηδξ απυπηςζδξ απυ ηα CPAbs θαίκεηαζ κα έπεζ δζηηυ νυθμ, 

θοζζμθμβζηυ ηαζ παεμθμβζηυ. Ο ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ ηα CPAbs επάβμοκ ηδκ 

απυπηςζδ δεκ έπεζ εηηεκχξ ιεθεηδεεί ηαζ μζ πενζζζυηενεξ ακαθμνέξ πενζβνάθμοκ ηδκ 

πανμοζία ηςκ εναοζιάηςκ ζημ DNA ςξ ηδκ έκδεζλδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ηοηηανζημφ 

εακάημο.  

Έκα άθθμ ενχηδια πμο πνμηφπηεζ, αθμνά ημ ιμκμπάηζ ηδξ απυπηςζδξ (ιζημπμκδνζαηυ ή 

ελςβεκέξ) πμο εκενβμπμζείηαζ. Απυ πεζνάιαηα ιε ακηζζχιαηα ακηζ-dsDNA (F4.1) ιε 

ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε θειθμηφηηανα ηδξ πενζθενζημφ αίιαημξ πνμέηορε υηζ ημ 

Fas/FasL ιμκμπάηζ δεκ ήηακ οπεφεοκμ βζα ηδκ επαβυιεκδ απυ ηα ακηζζχιαηα απυπηςζδ, 

ηαεχξ απμοζίαγε ημ ακηζβυκμ CD95 (Apo1, Fas) απυ ηδ ιειανάκδ ηςκ απμπηςηζηχκ 

ζςιαηίςκ. Σμ απμπηςηζηυ ιμκμπάηζ πμο εκενβμπμζείημ πενζζζυηενμ ζηδ ζοβηεηνζιέκδ 

πενίπηςζδ ήηακ ημ ιζημπμκδνζαηυ. Δκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ ηαζ ημ βεβμκυξ υηζ ημ ιδ 

δζεζζδοηζηυακηίζςια 31.F1 ιπμνμφζακ κα επάβμοκ ηδκ έηθναζδ ημο οπμδμπέα TNF 



ΔΗΑΓΧΓΖ                                                                                                                                                                                                                               

35 
 

(TNFR) ζε ιμκμπφνδκα ηφηηανα ημο πενζθενζημφ αίιαημξ. Χζηυζμ, δεκ παναηδνήεδηε 

απυπηςζδ αοηχκ ηςκ ηοηηάνςκ in vitro. Δίκαζ πζεακυ υηζ εάκ ηα ιδ δζεζζδοηζηά ακηζ-

dsDNA ακηζζχιαηα επάβμοκ ηδκ έηθναζδ ημο TNFR in vivo, ηυηε πανμοζία ημο ζοκδέηδ 

ημο (TNF) ιπμνεί κα έπμοκ ηδκ δοκαηυηδηα κα επάβμοκ ηδκ απμπηςηζηή δζαδζηαζία. Δίκαζ 

θμβζηυ, ημ εηάζημηε απμπηςηζηυ ιμκμπάηζ κα επάβεηαζ απυ ηα CPAbs ιε δζαθμνεηζημφξ 

ηαζ ακελάνηδημοξ ιδπακζζιμφξ. Αηυιδ, ημ πμζμ εα είκαζ ημ ηονίανπμ απμπηςηζηυ 

ιμκμπάηζ πμο εκενβμπμζείηαζ ζε έκα ηφηηανμ πζεακά κα ελανηάηαζ απυ ηδ θάζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδ δναζηδνζυηδηα ημο ζοβηεηνζιέκμο ηοηηάνμο (98). 

πεηζηή ιε ηα πνμακαθενεέκηα είκαζ ηαζ δ παναηήνδζδ υηζ ηα θειθμεζδή ηφηηανα είκαζ 

πενζζζυηενμ επζννεπή ζηδ δζείζδοζδ απυ ακηζ-DNA αοημακηζζχιαηα ηαζ ζηδκ επαβυιεκδ 

απυ αοηά απυπηςζδ ζε ζπέζδ ιε ηα ακηίζημζπα χνζια ηφηηανα. Απυ ηα απμηεθέζιαηα 

αοηχκ ηςκ ιεθεηχκ θάκδηε υηζ μνζζιέκα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα : 

1. Γζεζζδφμοκ ζηα ηφηηανα ηαζ αθθδθεπζδνμφκ άιεζα ιε ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ ημο 

πονδκζημφ DNA πνμηεζιέκμο κα επάβμοκ απυπηςζδ. Αοηυ οπμζηδνίγεηαζ απυ ημ βεβμκυξ 

υηζ πεπηίδζα πμο πνμήθεακ απυ ηζξ πενζμπέξ CDR ηςκ CPAbs πνδζζιμπμζήεδηακ ιε 

επζηοπία ςξ θμνείξ βζα ηδκ επζιυθοκζδ ηοηηάνςκ. Αηυιδ οπμζηδνζηηζηή ηδξ εκ θυβς 

οπυεεζδξ είκαζ ηαζ δ παναηήνδζδ υηζ μνζζιέκα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα είκαζ εζδζηά βζα 

ιζηνέξ αημθμοείεξ ημο DNA (ηδξ ηάλδξ ηςκ 6bp) (69) 

2. Αθθδθεπζδνμφκ ιε DNA ζοκδεδειέκμ ιε άθθα μνβακίδζα ή πνςηεΐκεξ ηαζ επάβμοκ 

βκςζηά ή κέα ιμκμπάηζα απυπηςζδξ (69) 

3. Δπάβμοκ ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα (υπςξ αοηυ ημο Fas/FasL) πμο εκενβμπμζμφκ έκα ή 

πενζζζυηενα βκςζηά απμπηςηζηά ιμκμπάηζα, πςνίξ κα δζαπενκμφκ ηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ (69) 

Απυ ηδκ πνμακαθενεείζα ζεζνά πεζναιάηςκ πνμηφπηεζ αηυιδ υηζ ημ επίπεδμ 

δναζηδνζυηδηαξ/εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιπμνεί επίζδξ κα ειπθέηεηαζ ζηδκ επζθμβή 

ημο απμπηςηζημφ ιμκμπαηζμφ. Σα ακηζζχιαηα εηείκα πμο ηαζ δζεζζδφμοκ ηαζ πνμηαθμφκ 

απυπηςζδ ζε έκα ιεβάθμ ανζειυ ακχνζιςκ ηοηηάνςκ είκαζ πμθοδναζηζηά ακηζζχιαηα ιε 

παιδθή ζοββέκεζα ςξ πνμξ ημ dsDNA, εκχ εηείκα πμο δζεζζδφμοκ ηαζ πνμηαθμφκ 

απυπηςζδ ζε έκα ιζηνυ ανζειυ χνζιςκ ηοηηάνςκ είκαζ ιμκμδναζηζηά ακηζ-dsDNA 

ακηζζχιαηα πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ ορδθυηενδ ζοββέκεζα ςξ πνμξ ημ δίηθςκμ DNA. 

Δίκαζ, επμιέκςξ πζεακυ υηζ ηα πμθοδναζηζηά θοζζηά αοημακηζζχιαηα ακαπανζζημφκ ημοξ 

θοζζμθμβζημφξ νοειζζηέξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ επζθμβή ημο νεπενημνίμο, εκχ εηείκα πμο 

οπυηεζκηαζ ζε ςνίιακζδ ζοββέκεζαξ ηαζ εζζένπμκηαζ ζε χνζια ηφηηανα ακηζπνμζςπεφμοκ 

ηα παεμβυκα ακηζζχιαηα (69). 
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Μζα εκδζαθένμοζα πνυζθαηδ παναηήνδζδ ζπεηζηά ιε ημκ νυθμ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ 

ζηδκ απυπηςζδ πνμέηορε απυ ιεθέηεξ ζπεηζηά ιε ηδ ζοιιεημπή ημο Α ζηδκ παεμβέκεζα 

ηυζμ ηςκ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ υζμ ηαζ ημο ηανηίκμο. Δίκαζ βκςζηυ υηζ  αζεεκείξ ιε 

ηανηίκμ ιπμνεί κα πανάβμοκ αοημακηζζχιαηα ηαζ υηζ πάζπμκηεξ απυ αοημάκμζα 

κμζήιαηα, υπςξ ΔΛ, ιπμνεί κα ακαπηφλμοκ ηανηίκμ. Θεςνήεδηε, επμιέκςξ υηζ δ δνάζδ 

ηςκ αοημακηζζςιάηςκ βεκζηά ηαζ ηςκ ακηζ-dsDNA εζδζηά ιπμνεί κα πανέπεζ ζημζπεία 

ζπεηζηά ιε ηδκ παεμβέκεζα ηαημήεςκ υβηςκ. Οζ πάζπμκηεξ πμο έπμοκ ακαπηφλεζ υβημοξ 

πανμοζζάγμοκ δζαθμνεηζηά ιμηίαα αοημακηζζςιάηςκ απυ αοηά ηςκ παζπυκηςκ απυ ΔΛ, 

μζ μπμίμζ υιςξ δεκ έπμοκ ακαπηφλεζ υβημοξ. Οζ ηαημήεεζεξ θάκδηε κα ζοκδέμκηαζ ιε 

αολδιέκα ακηζπονδκζηά ακηζ-Ro/SSA ηαζ ακηζ-La/SSB ακηζζχιαηα αθθά ιζηνή ζοπκυηδηα 

ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ. Σα εονήιαηα αοηά οπμδεζηκφμοκ υηζ υζμ ιζηνυηενα είκαζ ηα 

επίπεδα ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ηυζμ πζμ αολδιέκμξ είκαζ μ ηίκδοκμξ ακάπηολδξ 

ηαημήεεζαξ. Πμθθμί πανάβμκηεξ ιπμνεί κα ζοιαάθθμοκ ζε αοηυ ημ θαζκυιεκμ. Μζα απυ 

ηζξ οπμεέζεζξ ααζίζηδηε ζηδκ ζηακυηδηα ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ κα δζεζζδφμοκ ζε 

γχκηα ηφηηανα ηαζ οπμζηδνίγεζ υηζ ηα επίπεδα  ηςκ ακηζζςιάηςκ αοηχκ ζημκ μνυ είκαζ 

ιεζςιέκα ελ‟αζηίαξ ηδξ εζζυδμο ημοξ ζηα ηφηηανα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πονήκα. Δάκ 

ζοκδοαζηεί ιε ηα παναπάκς εονήιαηα ηαζ ημ βεβμκυξ υηζ ηα ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα 

έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα επάβμοκ απυπηςζδ ηαζ κα ζημηχκμοκ έςξ ηαζ ηφηηανα υβηςκ, 

ελδβείηαζ βζαηί δ φπανλδ ακηζ-dsDNA αοημακηζζςιάηςκ ζε αζεεκείξ ιε ηανηίκμ απμηεθεί 

έκακ ηαθυ πνμβκςζηζηυ δείηηδ. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ΔΛ αζεεκείξ ιε ηαημήεεζεξ 

πανμοζίαγακ αολδιέκα επίπεδα ηυζμ Ro/SSA υζμ ηαζ La/SSB ακηζζςιάηςκ. Δπζπθέμκ ηα 

ακηίζημζπα ακηζβυκα έπεζ δεζπεεί υηζ αολάκμκηαζ ζε ηφηηανα πμο οπυηεζκηαζ ζε απμπηςηζηυ 

ηοηηανζηυ εάκαημ. Ζ πνςηεΐκδ La πάκεζ ιέζς πνςηευθοζδξ ημ ζήια ιεηαθμνάξ ηδξ ζημκ 

πονήκα (NLS), ημ μπμίμ ανίζηεηαζ ζημ ηαναμλοηεθζηυ ηδξ άηνμ ηαζ ακαδζακέιεηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια. Έηζζ, είκαζ πζεακυ, δ επαβυιεκδ απυ ηα ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα 

απυπηςζδ κα είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ επαβςβή ηςκ ακηζ-Ro/SSA ηαζ -La/SSB 

ακηζζςιάηςκ, δ μπμία ειθακίγεηαζ ζηδκ ιζηνή μιάδα αζεεκχκ ιε ΔΛ ηαζ ηαημήεεζεξ 

(58).  

οιπεναζιαηζηά, ιεηά ηδκ είζμδμ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ιέζα ζηα ηφηηανα, ίζςξ κα 

εκενβμπμζείηαζ δ απμπηςηζηή ηοηηανζηή δζαδζηαζία ιέζς αθθδθεπίδναζδξ ιε ιεβάθδ 

πμζηζθία ιμνίςκ ηα μπμία δφκακηαζ, είηε κα ειπθέημκηαζ ζηα απμπηςηζηά ιμκμπάηζα, ή κα 

εκενβμπμζμφκ έιιεζα άθθμοξ πνμ-απμπηςηζημφξ ιδπακζζιμφξ (99, 100).  
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2.4.2   CPAbs θαη ξύζκηζε θπηηαξνθηλώλ 

Ο νυθμξ ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ακαθμνζηά ιε ηδκ έηθναζδ ηοηηανμηζκχκ 

απμηεθεί επίζδξ έκα εκδζαθένμκ πεδίμ ιεθέηδξ. Ζ οπενέηθναζδ πνμθθεβιμκςδχκ 

ηοηηανμηζκχκ υπςξ μζ IL-1, IL-6 ηαζ TNF-a έπεζ δζαπζζηςεεί ηυζμ ζε αζεεκείξ ιε ΔΛ 

υζμ ηαζ ζε πμκηίηζα επζννεπή ζε θφημ ηαζ θαίκεηαζ κα ζπεηίγεηαζ ιε έκημκδ θθεβιμκχδδ 

ακηίδναζδ (67). Οζ Finck ηαζ ζοκ. (101) δζαπίζηςζακ υηζ δ IL-6 επζηάποκε ηδκ πμνεία ηδξ 

αζεέκεζαξ αοημάκμζςκ πμκηζηχκ (ΝΕΒxNZW) F1. Ζ πμνήβδζδ ακηζ-IL-6 ακέζηεζθε 

ζδιακηζηά ηδκ παναβςβή ηςκ ακηζ-dsDNA, ιείςζε ηδκ πνςηεσκμονία, ηαζ πανέηεζκε ηδ 

δζάνηεζα γςήξ ζηα αοημάκμζα πμκηίηζα (102). Δπζπνυζεεηα μζ Lai ηαζ ζοκ. (103, 104) 

απέδεζλακ υηζ πμθοηθςκζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα δζεβείνμοκ ηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ 

πνμθθεβιμκςδχκ ηοηηανμηζκχκ IL-1 ηαζ IL-6 απυ εκδμεδθζαηά ηφηηανα ιέζς 

ηοηηανμημλζηήξ εκδμεδθζαηήξ αθάαδξ ηαζ πνμηάθεζακ ηναοιαηζζιυ αββεζαημφ 

εκδμεδθίμο. Ζ αζηία ηδξ ιδ θοζζμθμβζηήξ ηνμπμπμίδζδξ αοηχκ ηςκ ηοηηανμηζκχκ απυ 

ακηζ-dsDNA ηυζμ ζε αζεεκείξ ιε ΔΛ υζμ ηαζ ζε πμκηίηζα επζννεπή ζε θφημ δεκ έπεζ 

ιέπνζ ζήιενα απμζαθδκζζηεί. Χζηυζμ, μζ Okudaiya ηαζ ζοκ. (60) ανήηακ ακηζ-dsDNA 

ζηακά κα δζεζζδφμοκ ζημοξ πονήκεξ ιμκμπφνδκςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα επδνεάγμοκ ηζξ 

θεζημονβίεξ ημοξ. 

ε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ, ανέεδηε μηζ πμθοηθςκζηά ακηζ-dsDNA απμιμκςιέκα απυ 

μνμφξ αζεεκχκ ιε εκενβυ ΔΛ, ηνμπμπμζμφζακ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ θοζζμθμβζηχκ 

ακενχπζκςκ ιμκμπφνδκςκ ηοηηάνςκ (MNC), έπεζηα απυ επαβςβή ημοξ ιε ιζημβυκμ (56, 

105). Έπεζ δεζπεεί, επίζδξ, υηζ ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα ιε ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε 

ιαηνμθάβα πμκηζηχκ, επάβμοκ ηδκ απεθεοεένςζδ πνμ-θθεβιςκςδχκ ηοηηανμηζκχκ, 

υπςξ ημο TNF-α. οβηεηνζιέκα, ηφηηανα πμο εηηέεδηακ ζηα εκ θυβς ακηζζχιαηα (Ζ241, 

G6-7), ειθάκζζακ ζδιακηζηή ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ημο IkB-α ακαζημθέα ημο NF-kB, 

οπμδεζηκφμκηαξ υηζ ηα ακηζζχιαηα αοηά ειπθέημκηαζ ζηδκ επαβυιεκδ απυ ημκ NF-kΒ 

έηθναζδ ημο TNF-α. Πζεακά θμζπυκ ηα δζεζζδοηζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα κα 

πνμηαθυοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηαζ ιεηαθμνά ζημκ πονήκα ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα 

NF-ηΒ ιε απμηέθεζια ηδκ επαβςβή ηδξ ιεηαβναθήξ ημο βμκζδίμο ημο TNF-α. Γεδμιέκμο 

ημο νυθμο ημο TNF-α ζηδκ επαβςβή ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ θθεβιμκήξ ακαδεζηκφεηαζ ιζα 

ειπθμηή ηςκ δζεζζδοηζηχκ ακηζζςιάηςκ ζε αοημάκμζα κμζήιαηα, υπςξ μ ΔΛ (67). 

Έπεζ ανεεεί υηζ δομ ιμκμηθςκζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα, πμο απμιμκχεδηακ απυ 

πμκηίηζα MRL-lpr/lpr, ιπμνμφζακ κα επάβμοκ ηδκ έηθναζδ ηαζ ηδκ απεθεοεένςζδ 

πνμθθεβιμκςδχκ ηοηηανμηζκχκ (IL-1b, IL-6, IL-8 ηαζ TNF-a) ηαεχξ ηαζ ηδκ Th2 
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ηοηηανμηίκδ IL-10, απυ ιμκμπφνδκα ηφηηανα. Δίκαζ επίζδξ βκςζηυ υηζ ζε αζεεκείξ ιε 

ΔΛ παναηδνείηαζ οπενέηθναζδ ηςκ ηοηηανμηζκχκ IL-1, IL-6 ηαζ TNF-α. Ακ ηαζ ζηδκ 

πνμηεζιέκδ πενίπηςζδ δεκ είκαζ βκςζηυξ μ ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ ηα ακηζ-dsDNA 

ακηζζχιαηα απμννφειζζακ ηδκ έηθναζδ ηςκ ηοηηανμηζκχκ, εεςνήεδηε υηζ μ ιδπακζζιυξ 

αοηυξ πενζθάιαακε ηδ δζείζδοζδ ηαζ ιεηαθμνά ηςκ ακηζζςιάηςκ ζημκ πονήκα ηςκ 

ηοηηάνςκ. Δηηυξ απυ ηδκ πνμακαθενεείζα επίπηςζδ δ δνάζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ αοηχκ 

είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ πυθςζδ ηδξ ακμζμθμβζηήξ απυηνζζδξ έηζζ χζηε κα εοκμδεεί ημ 

ιμκμπάηζ ηςκ Th2 ηοηηάνςκ, οπμδεζηκφμκηαξ έκακ αηυιδ νυθμ ηςκ ακηζ-DNA 

ακηζζςιάηςκ ζηδκ παεμβέκεζα ημο ΔΛ. Αοηά ηα εονήιαηα πανέπμοκ ιζα πζεακή ελήβδζδ 

βζα ηoκ παεμθμβζηυ νυθμ ηςκ ακηζ-dsDNA ζημοξ ζζημφξ ηςκ αζεεκχκ ιε ΔΛ (106). 

2.4.3   CPAbs θαη άιιεο δξάζεηο  

ηα CPAbs έπμοκ απμδμεεί ηαζ άθθεξ δνάζεζξ. Με αάζδ ηα ιέπνζ ζήιενα δεδμιέκα, έπεζ 

ακαθενεεί υηζ δ επχαζδ ιε ακηζ-nDNA ακηζζχιαηα ζε εκενβμπμζδιέκα ηφηηανα ειπμδίγεζ 

ηδ ζφκεεζδ ημο DNA (88), θαζκυιεκμ πμο παναηδνείηαζ ηαζ ιε δζεζζδοηζηά ακηζ-DNA 

ακηζζχιαηα, απυ αζεεκείξ ιε ΔΛ. Σα ηεθεοηαία, ειπυδζζακ ηδκ πνυμδμ ημο ηφηθμο ζηδκ 

θάζδ G1, ζε ακηίεεζδ ιε ηα δζεζζδοηζηά ακηζ-RNP ακηζζχιαηα, απυ αζεεκείξ ιε ΜΝΗ, 

ηα μπμία ημκ δζαηυπημοκ ζηδ θάζδ G0 (71, 88). ε ηάεε πενίπηςζδ, δ απμννφειζζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο μδδβεί ζε απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ (69, 96). Ακηίεεηα, ημ δζεζζδοηζηυ 

ακηζ-DNA ακηίζςια F4-1, πνμενπμιεκμ απυ πμκηίηζα NZBxNZW, θάκδηε κα ακαζηέθθεζ 

ημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ζηδ θάζδ S, πςνίξ κα πνμηαθεί απμπηςζδ (69) Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί 

πςξ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ μβημηαηαζηαθηζηήξ πνςηεΐκδξ p53 εεςνμφκηαζ ζδζαίηενα 

ζδιακηζηά ςξ πνμξ ηδκ πμνεία ημο ηοηηάνμο πνμξ απυπηςζδ ή πνμξ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο. (107). 

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ μνζζιέκα αοημακηζζχιαηα είκαζ ζηακά κα 

δζεζζδφμοκ ζε γςκηακά ηφηηανα, θαζκυιεκμ ιε πμζηίθεξ θεζημονβζηέξ επζπηχζεζξ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηδξ απυπηςζδξ. Δζδζηυηενα, δζενεοκήεδηε δ επίδναζδ ηςκ ακηζ-

DNA ακηζζςιάηςκ βζα ηδκ in vitro εκενβμπμίδζδ ηςκ ιμκμπφνδκςκ ηοηηάνςκ 

πενζθενζημφ αίιαημξ (PBMNC) ηαζ ανέεδηε υηζ έκα ακενχπζκμ πμθοηθςκζηυ ακηζ-DΝΑ, 

IgG δζεζζδοηζηυ ακηίζςια, ήηακ ζε εέζδ κα επάβεζ in vitro ηδκ έηθναζδ δζαθμνεηζηχκ 

ακηζβυκςκ ηοηηανζηήξ εκενβμπμίδζδξ, υπςξ CD69, CD71 ή CD98 απυ PBMNC οβζχκ 

αηυιςκ. Δκημφημζξ, μ θαζκυηοπμξ ηοηηανζηήξ εκενβμπμίδζδξ πμο επάβεηαζ απυ ημ ακηζ-

DNA ακηίζςια δεκ εεςνήεδηε θοζζμθμβζηυξ, δεδμιέκμο υηζ δ έηθναζδ μνζζιέκςκ 

ακηζβυκςκ εκενβμπμίδζδξ (π.π.  ICAM-1) δεκ πανμοζζαγυηακ αολδιέκδ, υπςξ εα ήηακ 
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ακαιεκυιεκμ. Πανυιμζα απμηεθέζιαηα εθήθεδζακ πνδζζιμπμζχκηαξ δζαθμνεηζηά 

ιμκμηθςκζηά ακηζ-DΝΑ mAbs πμκηζημφ,πμο ειθακίγμοκ αοευνιδηα ζφκδνμιμ θφημο. 

Δπζπθέμκ, ηα δζεζζδοζηά ακηζζχιαηα έηεζκακ κα έπμοκ ιεβαθφηενδ επίδναζδ επί ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ PBMNC. Ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ήηακ επίζδξ ζε εέζδ κα πνμηαθέζμφκ ιζα 

αολδιέκδ έηθναζδ ημο CD95 / Fas. Αοηά ηα δεδμιέκα δείπκμοκ υηζ δ δζείζδοζδ ακηζ-

DNA ακηίζςια είκαζ ζηακή κα επάβεζ ιδ θοζζμθμβζηή εκενβμπμίδζδ in vitro ζε έκα 

ζδιακηζηυ ηθάζια ημο PBMNC. Σμ βεβμκυξ αοηυ δφκαηαζ κα θαιαάκεζ πχνα ηαζ in vivo 

ηαζ εα ιπμνμφζε εκδεπμιέκςξ κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ παεμβέκεζδ ημο ΔΛ (96). 

ε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ, ανέεδηε μηζ πμθοηθςκζηά ακηζ-dsDNA απμιμκςιέκα απυ 

μνμφξ αζεεκχκ ιε εκενβυ ΔΛ, ηνμπμπμζμφζακ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ θοζζμθμβζηχκ 

ακενχπζκςκ ιμκμπφνδκςκ ηοηηάνςκ (MNC), έπεζηα απυ επαβςβή ημοξ ιε ιζημβυκμ 

πανάβμκηα (56, 105). Δπίζδξ, δ δζείζδοζδ αοημακηζζςιάηςκ, έκακηζ ημο θμνέα ADP/ATP 

(anti-ADP-ATP carrier), ζε ηφηηανα ημο ιομηανδίμο έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζδιακηζηή 

ιείςζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ημο ATP ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζηα 

ιζημπυκδνζα (89). Οζ ηαημήεεζξ κεμπθαζίεξ θάκδηε κα ζοκδέμκηαζ ιε αολδιέκα επίπεδα 

ακηζπονδκζηχκ ακηζ-Ro/SSA ηαζ ακηζ-La/SSB ακηζζςιάηςκ ηαζ ζοβπνυκςξ εθαηηςιέκα 

επίπεδα ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ. Σα εονήιαηα αοηά οπμδεζηκφμοκ υηζ υζμ ιζηνυηενα 

είκαζ ηα επίπεδα ηςκ ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ ηυζμ πζμ αολδιέκμξ είκαζ μ ηίκδοκμξ 

ακάπηολδξ ηαημήεεζαξ. Πμθθμί πανάβμκηεξ ιπμνεί κα ζοιαάθθμοκ ζε αοηυ ημ θαζκυιεκμ 

(58). 

 Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ πνμδβμοιέκςξ (θεθάιαην 2.4.1), μ εάκαημξ ηςκ ηοηηάνςκ ημο 

κεονζημφ ζοζηήιαημξ, πμο πνμηαθείηαζ ιεηά απυ ηδ δζείζδοζδ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ιζαξ 

ζεζνάξ ακηζβυκςκ (Hu, recoverin, hsp27, MAG, SGGLs) ζοιαάθθεζ ζηδκ παεμβέκεζα ηαζ 

ηα ηθζκζηά παναηηδνζζηζηά ζοβηεηνζιέκςκ κυζςκ. Αοημακηζζχιαηα εκακηί δζαθυνςκ 

αοημακηζβυκςκ ημο κεονζημφ ζοζηήιαημξ, θαίκεηαζ κα ηαηέπμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ 

εηδήθςζδ κεονμεηθοθζζηζηχκ αζεεκεζχκ, ιέζς ηδξ δζείζδοζδξ ηαζ επαβςβήξ απυπηςζδξ 

(93). Με αάζδ ηα παναπάκς δζαηοπχεδηε δ οπυεεζδ υηζ δ απυπηςζδ ιπμνεί κα απμηεθεί 

έκα ιδπακζζιυ πανμοζίαζδξ αοημακηζβυκςκ, δεδμιέκμο υηζ ηα απμπηςηζηά ζςιάηζα, ςξ 

οπμθείιιαηα ημο πνμβναιιαηζζιέκμο ηοηηανζημφ εακάημο, πενζθαιαάκμοκ μιάδεξ 

ακηζβυκςκ, πμο έπμοκ εκμπμπμζδεεί βζα ηδκ πνυηθδζδ αοημάκμζςκ θαζκμιέκςκ (24). 

Ακηζζχιαηα εζδζηά βζα ηδ νζαμζςιζηή πνςηεΐκδ P απυ μνμφξ αζεεκχκ ιε ΔΛ θάκδηε κα 

εζζένπμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια δπαημηοηηάνςκ ηαζ κα ακαζηέθθμοκ ηδκ έηηνζζδ ηδξ 

απμθζπμπνςηεΐκδξ Β, ηδ ζοζζχνεοζδ εκδμηοηηανζημφ θίπμοξ ηαζ ηδκ πνςηεσκμζφκεεζδ 

(72). Έπμοκ επίζδξ ανεεεί ακηζθςζθμθζπζδζηά ακηζζχιαηα (aPL) πμθοηθςκζηά ακενχπμο 
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ηαζ ιμκμηθςκζηά πμκηζημφ, κα δζεζζδφμοκ βνήβμνα ζε ζοβηοηζμηνμθμαθάζηεξ 

(syncytiotrophoblast), ιέζς εκδμηφηηανςζδξ ηαζ κα πνμηαθθμφκ πνμεηθαιρζα. Μεηά ηδ 

δζείζδοζδ ημοξ πνμηαθμφζακ απεθεοεένςζδ κεηνςηζηχκ οπμθεζιάηςκ ηνμθμαθάζηδ (ιε 

ηδκ απεθεοεένςζδ ηοημπνχιαημξ), ηα μπμία ζηδ ζοκέπεζα θαβμηοηηανχκμκηακ απυ 

εκδμεδθζαηά ηφηηανα ημο ιδηνζημφ αββεζαημφ ζοζηήιαημξ, πνμηαθχκηαξ εκενβμπμίδζδ 

ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ ζοιαάθθμκηαξ έηζζ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ πνμεηθαιρίαξ 

(108). 

Ζ εκενβμπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ πναβιαημπμζείηαζ ιέζς δζαθυνςκ ιδπακζζιχκ, 

ελανηχιεκςκ ηονίςξ απυ ηδκ ακηζβμκζηή ελεζδίηεοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ αθθά ηαζ απυ ημ 

ζηάδζμ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ-ζηυπςκ. Γζα πανάδεζβια, ακηζζχιαηα εκακηίμκ ηδξ 

ζοκμδμφ πνςηεΐκδξ hsp27 (heat shock protein 27), πμο ανίζημκηαζ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε 

βθαφηςια, δζεζζδφμοκ ζε κεονζηά ηφηηανα ημο αιθζαθδζηνμεζδμφξ ηαζ πνμηαθμφκ ημκ 

απμπηςηζηυ εάκαηυ ημοξ ιέζς ηδξ πανειπυδζζδξ ηδξ hsp27 δ μπμία ζηαεενμπμζεί ηδκ 

αηηίκδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ (94).  
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Πίλαθαο 2.3  Αληηζψκαηα πνπ δηεηζδχνπλ ζην εζσηεξηθφ ησλ θπηηάξσλ θαη επεκβαίλνπλ ζε 

θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο ζε αζζελείο  κε ΔΛ. 

 

Αληηζώκαηα Κύηηαξα-ηόρνο Λεηηνπξγηθή Δπίδξαζε

πεζναιαηζηά 

ιεζαββεζαηά 

AICD, ηοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζζαζιυξ ↓

Μαηνμθάβα, T-ηφηηανα Λεζημονβζηή αθάαδ

Aζηνμηφηηανα, 

κεονςκζηά ηφηηανα
GFAP ↓

PMNs
ΗL-8 ↑, θαβμηοηηάνςζδ ↓, 

AICD ↑

B-ηφηηανα

Κοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζζαζιυξ, 

φκεεζδ ακμζμζθαζνζκχκ ↑

T-ηφηηανα
Κοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζζαζιυξ ↓

Μαηνμθάβα Απυπηςζδ ↑

Δβηεθάθμο Φφπςζδ

Κφηηανα ζπεζνάιαημξ Νεθνίηζδα

Aκηζ-RNP Μμκμπφνδκα ηφηηανα Δκδμηοηηάνζα GSH ↓

Aκηζ-Sm Μμκμπφνδκα ηφηηανα
Κοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζζαζιυξ ↓

Κανδζαημφ υγμο AV 
Γζαθμνεηζημφ ααειμφ AV 

θναβιυξ

Μμκμπφνδκα ηφηηανα
Κοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζζαζιυξ ↓

θαβμηοηηάνςζδ ↓, IL-8 ↑

AICD ↑

Λειθμηφηηανα AICD ↑

Aκηζ-dsDNA

Aκηζ-

νζαμζςιζηά P

Aκηζ-SSB/La

PMNs
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Δηθόλα 2.4  Γξάζεηο ησλ αληη-dsDNA δηεηζδπηηθψλ αληηζσκάησλ. Απεηθφληζε ησλ 

αλνζνπαζνγφλσλ ξφισλ ησλ αληη-dsDNA αληηζσκάησλ ζηελ παζνγέλεηα ηνπ ΔΛ. 

ΜΦ:Μαθξνθάγα, PMN: Πνιπκνξθνπχξελα Οπδεηεξάθηια, AICD: Δπαγφκελνο απφ ελεξγνπνίεζε 

θπηηαξηθφο ζάλαηνο (απφπησζε), MC:Μνλνθχηηαξα. 

 

2.5   Σα CPAbs σο ζεξαπεπηηθά εξγαιεία 

Ζ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ μνζζιέκςκ αοημακηζζςιάηςκ ζε γχκηα ηφηηανα πνμηεζιέκμο 

αοηά κα δεζιεοεμφκ ζε ακηζβυκα-ζηυπμοξ, έπεζ μδδβήζεζ ζηδκ in vitro πεζναιαηζηή ημοξ 

ιεθέηδ ςξ ενβαθεία ιεηαθμνάξ δζαθυνςκ ιμνίςκ βζα εεναπεοηζημφξ ζημπμφξ (Δηθόλα 

2.5).  
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Μέπνζ ζήιενα, έπεζ επζηεοπεεί ε in vitro ιεηαθμνά ιαηνμιμνίςκ ζημκ πονήκα ηοηηάνςκ 

ιέζς ζφγεολήξ ημοξ ιε δζεζζδοηζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα, ηα Fab ηιήιαηά ημοξ ή ηαζ 

ηεπκδηά πεπηίδζα πμο ακηζζημζπμφκ ζηζξ οπενιεηααθδηέξ πενζμπέξ/αημθμοείεξ CDR2 ηαζ 

CDR3 ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ημοξ (85, 109). Οζ αανζέξ ηαζ εθαθνζέξ αθοζίδεξ ηςκ ακηζ-

dsDNA ακηζζςιάηςκ έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί επζηοπχξ βζα ηδκ ιεηαθμνά ζημκ πονήκα 

απηεκίςκ υπςξ δ θθμομνεζηεΐκδ, ηαζ δ αζμηίκδ, μθζβμκμοηθεμηζδίςκ ή ιαηνμιμνίςκ υπςξ 

δ οπενμλεζδάζδ (64, 65, 110). Ζ ζφγεολδ CPAbs ιε έκγοια εέηεζ ςξ ζηυπμ ηδ δζενεφκδζδ 

εεναπεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ βζα ηθδνμκμιζηέξ αζεέκεζεξ εκγοιζηήξ ακεπάνηεζαξ (24). Γζα 

πανάδεζβια, έπεζ επζηεοπεεί δ ιεηαθμνά ηαηαθάζδξ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζημκ πονήκα 

πνςημηαβχκ, θθμζζηχκ κεονχκςκ υπμο ημ έκγοιμ δζαηδνεί ηδκ εκενβυηδηά ημο. Ζ 

ηαηαθάζδ ηαηαθφεζ ηδκ δζάζπαζδ ημο οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο (H2O2) ηαζ δ έθθεζρή 

ηδξ πνμηαθεί μλεζδςηζηέξ αθάαεξ πμο ζοκακηάιε ζε κεονμεηθοθζζηζηέξ αζεέκεζεξ, υπςξ δ 

κυζμξ Alzheimer. Ζ ζφγεολδ εκυξ ιμκμηθςκζημφ ακηζ-dsDNA CPAb ιε ηδκ ηαηαθάζδ ηαζ 

δ δζείζδοζή ημο ζημοξ κεονχκεξ πνμζηάηερε ηα ηφηηανα απυ ηδκ πανμοζία ημο H2O2 

(111).  

Δκ ζοβηνίζεζ  ιε ηα ακηζζχιαηα, ηα πεπηίδζα-θμνείξ ειθακίγμοκ ανηεηά ιεζμκεηηήιαηα, 

υπςξ δ ιζηνή ακεεηηζηυηδηά ημοξ απέκακηζ ζηζξ πνςηεάζεξ ημο μνμφ αθθά ηαζ ηςκ 

δζαθυνςκ ζζηχκ, ιε απμηέθεζια κα απμιαηνφκμκηαζ πμθφ βνήβμνα απυ ηδκ ηοηθμθμνία. 

Δπζπθέμκ έπμοκ ιεζςιέκδ ζηακυηδηα κα ηαηεοεφκμκηαζ έκακηζ εκδμηοηηανζηχκ ζηυπςκ ζε 

ακηίεεζδ ιε ηα CPAbs. Σέθμξ, ηα ακηζζχιαηα θυβς ηςκ δζαθμνεηζηχκ ημοξ 

θοζζημπδιζηχκ ζδζμηήηςκ αθθά ηαζ ηδξ πνμέθεοζήξ ημοξ δεκ εεςνμφκηαζ ηυζμ 

ηοηηανμημλζηά υζμ ηα πεπηίδζα (112). 

 

 

 

Δηθόλα 2.5  Απηναληηζψκαηα κε ηθαλφηεηα δηείζδπζεο ζηνλ ππξήλα δψλησλ θπηηάξσλ θαη ε ρξήζε 

ηνπο σο θνξέσλ βηνινγηθά δξαζηηθψλ κνξίσλ. 
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Άθθεξ εεναπεοηζηέξ εθανιμβέξ ηςκ CPAbs αθμνμφκ: α) ηδ πνήζδ βεκεηζηά 

ηνμπμπμζδιέκςκ ακηζ-CEA (anti-carcinoembryonic antigen) ακηζζςιάηςκ ζηδ 

ναδζμακμζμηαεμδδβμφιεκδ πεζνμονβζηή (113) ηαζ α) ηδ ζφκδεζδ ιε CPAbs οδνμθζθζηχκ 

ιμνίςκ, πμο θοζζμθμβζηά δεκ ιπμνμφκ κα δζαπενάζμοκ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ, πμο έπεζ 

απμδεζπεεί πνήζζιδ εθανιμβή ζηδ θςημδοκαιζηή εεναπεία ζοβηεηνζιέκςκ ιμνθχκ 

ηανηίκμο (114).  

2.5.1  CPAbs σο θνξείο γνληδίσλ 

Ζ ιεηαθμνά βμκζδίςκ ζημκ πονήκα γχκηςκ ηοηηάνςκ είκαζ εθζηηή ιέζς ηςκ CPAbs ή 

πεπηζδίςκ πμο πνμένπμκηαζ απυ αοηά. Ζ βμκζδζαηή εεναπεία ααζίγεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα ημο 

ηοηηάνμο κα ζοκεέηεζ ιζα πνςηεΐκδ απυ ελςβεκέξ DNA. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πμθθμί ζζημί 

ηαζ ιδ-ζζημί θμνείξ έπμοκ ελεηαζηεί ςξ ιέζα ζηυπεοζδξ ηυζμ in vitro υζμ ηαζ in vivo. Οζ 

ζδιακηζηυηενμζ πενζμνζζηζημί πανάβμκηεξ ημο ζοβηεηνζιέκμο εβπεζνήιαημξ είκαζ ιεηαλφ 

άθθςκ δ ημλζηυηδηα ηςκ πνδζζιμπμζμφιεκςκ θμνέςκ ηαζ δ ζηακυηδηά ημοξ κα δνμοκ ςξ 

ακμζμβυκα. Άθθα ζδιακηζηά πνμαθήιαηα είκαζ δ ακαπμηεθεζιαηζηή ιεηαθμνά ηςκ 

βμκζδίςκ ζηα ηφηηανα ηαεχξ ηαζ δ ιεζςιέκδ ζηαεενυηδηα ημο «λέκμο» βμκζδίμο πμο 

μδδβεί ζηδ ιεζςιέκδ έηθναζή ημο (115). Σα ακηζζχιαηα ςξ θμνείξ βμκζδίςκ, θαίκεηαζ κα 

οπενααίκμοκ ηάπμζα απυ ηα πνμακαθενεέκηα ειπυδζα.
 

Μμκμηθςκζηά ακηζ-dsDNA 

ακηζζχιαηα, υπςξ ηαζ πεπηίδζα πμο ακηζζημζπμφκ ζηζξ αθθδθμοπίεξ ηςκ CDR2 ηαζ CDR3, 

έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί απμηεθεζιαηζηά ςξ ιεηαθμνείξ ημο βμκζδίμο ηδξ θμοζζθενάζδξ ζε 

δζάθμνεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (23, 64, 116). Οιμίςξ, έκα ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια, ημ G250, 

ηαηεοεοκυιεκμ έκακηζ εκυξ μβημεζδζημφ ακηζβυκμο, εηθναγυιεκμο ζηζξ πενζζζυηενεξ 

ακενχπζκεξ ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, έπεζ πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ εζζαβςβή 

πθαζιζδζαημφ cDNA πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ζκηενθεοηίκδ-2 ημο πμκηζημφ. Σα ηανηζκζηά 

ηφηηανα ζηα μπμζα δζείζδοζε αοηυ ημ ζφιπθεβια, άνπζζακ κα πανάβμοκ ζοζηδιαηζηά 

ζκηενθεοηίκδ-2, ιε ζοκέπεζα ηδκ εκηαηζηυηενδ ιεθέηδ ιζαξ ηέημζαξ πνμζέββζζδξ βζα ηδ 

εεναπεία ηςκ κεθνζηχκ ηανηζκςιάηςκ. 
 

ε υηζ αθμνά ηδ ιεηαθμνά βμκζδίςκ ζε γχκηα ηφηηανα ιε ηδ πνήζδ CPAbs, δείπεδηε 

ανπζηά υηζ δφμ ιμκμηθςκζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα, F4.1 ηαζ J20.8, πμο πνμένπμκηαζ 

απυ πμκηίηζα (NZBxNZW)F1, υηακ ζοκδέμκηαζ ιε “μονέξ” απυ ηαηάθμζπα θοζίκδξ 

ιπμνμφκ κα πνδζζιεφζμοκ ςξ θμνείξ βμκζδίςκ. Έκα πεπηίδζμ 30 αιζκμλέςκ πμο 

ακηζζημζπεί ζηζξ ζοκδεδειέκεξ πενζμπέξ CDR2 ηαζ CDR3 ημο ακηζζχιαημξ F4.1 ηαζ ημ 

μπμίμ θένεζ 19 ηαηάθμζπα θοζίκδξ ζημ αιζκμηεθζηυ ημο άηνμ ιπμνεί κα απμηεθέζεζ έκακ 

ζηακυ θμνέα ημο βμκζδίμο ηδξ θμοζζθενάζδξ ζε πμθθέξ δζαθμνεηζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ. 
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Σα εονήιαηα αοηά οπμζηδνίγμοκ υηζ δ πνμζεήηδ ηςκ ηαηαθμίπςκ θοζίκδξ ζε έκα 

δζεζζδοηζηυ πεπηίδζμ ιπμνεί κα ημ ιεηαηνέρεζ αοημιάηςξ ζε θμνέα πθαζιζδζαημφ DNA
 

(24). 

2.5.1.1 Σν παξάδεηγκα ηνπ mAb G250 σο πξνηεηλφκελε αληη-θαξθηληθή ζεξαπεπηηθή 

πξνζέγγηζε  

ηδκ ακηζηανηζκζηή εεναπεία, ηα ζοζηήιαηα ιεηαθμνάξ βμκίδζςκ πμο έπμοκ 

πνδζζιμπμζδεεί ααζίγμκηαζ είηε ζε ζζημφξ είηε ζε ιδ ζζημφξ θμνείξ πμο ζοκδέμκηαζ ιέζς 

εκυξ ζοκδέηδ ιε ημ πνμξ ιεηαθμνά ιυνζμ. Καεχξ μ ζοκδέηδξ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα 

ακαβκςνίγεζ ζοβηεηνζιέκα ιυνζα ζηδκ επζθάκεζα ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ, εεςνήεδηε 

υηζ βζα ημ νυθμ αοηυ ιπμνμφκ  κα πνδζζιμπμζδεμφκ ακηζζχιαηα, ηα μπμία αθ‟εκυξ 

δεζιεφμοκ πθαζιζδζαηυ DNA, αθ‟ εηένμο ηαηεοεφκμκηαζ έκακηζ ζζημεζδζηχκ οπμδμπέςκ. 

Σέημζα ακηζζχιαηα είκαζ ηαζ εηείκα πμο ακαβκςνίγμοκ ακηζβυκα ζπεηζγυιεκα ιε υβημοξ 

(Tumor Associated Antigens, ΣΑΑ)(117).  
Σμ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια G250 ακαβκςνίγεζ ακηζβυκα εζδζηά βζα ηα κεθνζηά ηανηζκζηά 

ηφηηανα RCC (Renal Cellular Carcinoma) ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα ημ ακηζβυκμ TAA, ημ 

μπμίμ ειθακίγεηαζ ζημ 95% ηςκ πνςημπαεχκ RCC ηαζ ζημ 60% ηςκ ηανηζκςιάηςκ 

αοηχκ απυ ιεηάζηαζδ. Σμ ηονζυηενμ απμηέθεζια ηδξ δζαιεζμθααμφιεκδξ απυ ημ ΣΑΑ 

εκδμηοηηάνςζδξ ημο G250 ήηακ δ δοκαηυηδηά ημο κα ζοιιεηέπεζ ζηδκ παναβςβή 

ελςβεκμφξ ηοηηανμηίκδξ. Δκημφημζξ, πανά ηδκ ζδζαίηενα επζηοπδιέκδ είζμδμ ημο 

ζοιπθυημο ζηα ηφηηανα, πζεακυηαηα θυβς ηαζ ηδξ επαηυθμοεδξ απμζημδυιδζήξ ημο, δ 

βμκζδζαηή ιεηαθμνά δεκ ηαηέζηδ ελίζμο απμηεθεζιαηζηή. 

 

2.5.2  CPAbs σο θνξείο πξσηετλώλ 

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ παναπάκς, δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα υπςξ ημ mAb 3E10 ιπμνμφκ 

κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ηδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ ζε γχκηα ηφηηανα, μζ μπμίεξ δζαηδνμφκ 

ηδ θεζημονβζηυηδηά ημοξ ιεηά ηδ δζείζδοζδ. Δάκ ζηδκ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ αοηχκ πνμζηεεεί ηαζ δ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ ακμζμθμβζηή ακμπή ζηα 

ίδζα ηαζ ζηδκ εηάζημηε πνςηεΐκδ πμο ιεηαθένμοκ, ακηζθαιαάκεηαζ ηακείξ βζαηί ηα CPAbs 

απμηεθμφκ έκα πμθφ πνήζζιμ ενβαθείμ βζα ηδκ εκδμηοηηανζηή ιεηαθμνά πνςηεσκχκ (115).  

Ζ αεθηίςζδ ηδξ ζηακυηδηαξ δζείζδοζδξ ηαζ ιεηαθμνάξ ημο mAb 3E10, ηαεχξ ηαζ μ 

πνμζδζμνζζιυξ ηςκ ιζηνυηενςκ δοκαηχκ ηιδιάηςκ ημο ακηζζχιαημξ πμο απαζημφκηαζ βζα 

απμηεθεζιαηζηή δζείζδοζδ, απμηέθεζακ ακηζηείιεκμ πεναζηένς ένεοκαξ. Γείπεδηε πςξ ιία 

ιυκμ αθθαβή αιζκμλέμξ ζηδ εέζδ 31 ηδξ CDR1 πενζμπήξ ηδξ VH (ακηζηαηάζηαζδ 
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αζπανηζημφ μλέμξ απυ ηαηάθμζπμ αζπαναβίκδξ) ήηακ ζηακή κα αολήζεζ ζε ζδιακηζηυ 

ααειυ ηδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ ζηα ηφηηανα, αηυιδ ηαζ υηακ ηα πνχηα 

ανίζημκηακ ζε παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ ζοβηνζηζηά ιε ηα θοζζμθμβζηά αοημακηζζχιαηα 

(115). Δπζπνυζεεηα, παναηδνήεδηε υηζ ηα ιζηνυηενα ηιήιαηα (Fab) ημο ηνμπμπμζδιέκμο 

ακηζζχιαημξ είπακ ηδκ ζηακυηδηα κα δζεζζδφμοκ ζε γχκηα ηφηηανα ελίζμο 

απμηεθεζιαηζηά υπςξ ημ mAb 3E10, ιεηαθένμκηαξ ημ εκγοιμ αθηαθζηή θςζθαηάζδ 

(ζφιπθμημ Fab-εκγφιμο) ζημκ πονήκα γχκηςκ ηοηηάνςκ. Δκημφημζξ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ 

ημ mAb 3E10 ηαζ ηα Fab ηιήιαηα αοημφ απμδείπηδηακ ςξ απμηεθεζιαηζηά ζοζηήιαηα 

ιεηαθμνάξ, ημ scFv (single chain fragment) ηιήια ημο ακηζζχιαημξ είκαζ εηείκμ πμο έπεζ 

ιεθεηδεεί πενζζζυηενμ ηα ηεθεοηαία πνυκζα (115). Σμ scFv ηιήια ημο mAb 3E10 

απμηεθείηαζ απυ ηζξ ιεηααθδηέξ πενζμπέξ ηδξ εθαθνζάξ ηαζ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ ημο 

ακηζζχιαημξ, πμο ζοκδέμκηαζ ιεηαλφ ημοξ ιε ιζα ιζηνμφ ιήημοξ αθθδθμοπία ζοκδέηδ 

(GGGGS)3. Σμ ηιήια Fv δζεζζδφεζ ζε γχκηα ηφηηανα ελίζμο απμηεθεζιαηζηά ιε ημ 

αηέναζμ mAb 3E10 ηαζ ημ ηιήια Fab αοημφ, εκχ ειθακίγεζ επίζδξ ηδκ ζηακυηδηα κα 

ιεηαθένεηαζ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ (Δηθφλα 2.5.2). Σμ ζφιπθμημ Fv-GFP (green 

fluorescent protein), πμο πνμηφπηεζ ιεηά απυ ζφκηδλδ ημο Fv ιε ηδκ εκ θυβς πνςηεΐκδ, 

ήηακ ημ πνχημ πμο ιεθεηήεδηε ηαζ ανέεδηε υηζ εζζένπεηαζ ζηα ηφηηανα ηαζ εκημπίγεηαζ 

ζημκ πονήκα ημοξ (115). Μία παναηηδνζζηζηή εεναπεοηζηή πνμζέββζζδ ιε ηδ πνήζδ ημο 

ηιήιαημξ Fv, αθμνμφζε ηαζ ηδ ιεηαθμνά ηαναμλο-ηεθζηχκ πεπηζδίςκ ή ακηζζςιάηςκ ζηα 

ηανηζκζηά ηφηηανα ιε ζημπυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ εθαηηςιαηζηήξ μβημηαηαζηαθηζηήξ 

πνςηεΐκδξ p53 (ηζ επμιέκςξ ηδκ επακαθμνά ηδξ ιεηαβναθζηήξ ηδξ ζηακυηδηαξ), χζηε κα 

ακαζηαθεί μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ (115).  

Δπζπνυζεεηα, ημ ηιήια Fv ελεηάζηδηε ςξ έκα ιέζμ άιεζδξ ιεηαθμνάξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

δοζηνμθίκδξ ζηα ιοσηά ηφηηανα, ζε ιία απυπεζνα εεναπεοηζηήξ ακηζιεηχπζζδξ ηδξ ιοσηήξ 

δοζηνμθίαξ Duchenne, ιζαξ κεονμιοζηήξ αζεέκεζαξ πμο ηθδνμκμιείηαζ ιε θοθμζφκδεημ 

οπμθεζπυιεκμ ηνυπμ ηαζ μθείθεηαζ ζε έθθεζρδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ. 

  



ΔΗΑΓΧΓΖ                                                                                                                                                                                                                               

47 
 

 

Δηθόλα 2.5.2 ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ηκεκάησλ ησλ αληηζσκάησλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα 

ζεξαπεπηηθνχο ζθνπνχο. Σν ηκήκα scFv απνηειείηαη απφ ηε κεηαβιεηή πεξηνρή ηεο βαξηάο θαη ηεο 

ειαθξηάο αιπζίδαο, νη νπνίεο ελψλνληαη κε κηα αιιεινπρία ζπλδέηε 

 

2.5.2.1  CPAbs σο θνξείο ελδχκσλ 

Σμ ιμκμηθςκζηυ ακηζ-dsDNA mAb 3E10, ημ μπμίμ υπςξ έπεζ δεζπεεί δζεζζδφεζ ζε γχκηα 

ηφηηανα ηαζ εζζένπεηαζ ζημκ πονήκα ημοξ πςνίξ κα πνμηαθεί αθάαεξ ζηα ηφηηανα-

ζηυπμοξ, ιεθεηήεδηε ςξ θμνέαξ εκγφιςκ. Γεδμιέκμο ημο νυθμο ημο μλεζδςηζημφ ζηνεξ 

ζηδκ παεμθοζζμθμβία κεονμεηθοθζζηζηχκ κυζςκ, υπςξ δ κυζμξ ημο Alzheimer, 

ελεηάζηδηε δ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ ιεηαθμνάξ ημο εκγφιμο ηαηαθάζδ ζε πνςημβεκείξ 

ηαθθζένβεζεξ κεονχκςκ θθμζμφ ανμοναίςκ ιεηά απυ μιμζμπμθζηή ζφκδεζδ ημο εκγφιμο 

ζημ mAb 3E10. Αηυιδ αλζμθμβήεδηε δ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ημο ζοιπθυημο ηαηαθάζδξ-

mAb,αθμφ ημ αηέναζμ mAb 3E10 ιεηέθενε ζε πνςημβεκεζξ κεονχκεξ ημο θθμζμφ ημ 

εκγφιμ ηδξ ηαηαθάζδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ πνμζηαζία ηςκ κεονχκςκ απυ ημκ επαβυιεκμ, 

ιε οπενμλείδζμ, ηοηηανζηυ εάκαημ (111). Πνάβιαηζ ημ ζφιπθμημ αοηυ ιπμνμφζε κα 

δζεζζδφζεζ εκηυξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα κα εκημπζζηεί ηυζμ ζημ ηοηηανυπθαζια 

υζμ ηαζ ζημκ πονήκα. Ζ δζαθμνεηζηή οπμηοηηανζηή ηαηακμιή ημο ζοιπθυημο αοημφ 

ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαηακμιή πμο πανμοζζάγεζ ημ ακηίζςια ιυκμ ημο ιπμνεί κα μθείθεηαζ 

ζε πμθθμφξ πανάβμκηεξ υπςξ ημ ιέβεεμξ, ημ θμνηίμ, δ δμιή ηαζ δ δέζιεοζδ ζε 

εκδμηοηηανζηέξ εέζεζξ. Σμ ακηίζςια ιυκμ ημο δεκ ηαηυνεςζε κα πνμζηαηεφζεζ ημοξ 

κεονχκεξ απυ ηζξ μλεζδςηζηέξ αθάαεξ, εκχ ημ έκγοιμ ηαηαθάζδ υηακ πμνδβμφκηακ ιυκμ 

ημο δεκ πνμζηάηεοε ημοξ κεονχκεξ πανά ιυκμ ζε ιζηνυ ααειυ. Ακηίεεηα, ημ ζφιπθμημ 

Ab-ηαηαθάζδξ πανείπε ορδθυηενδ πνμζηαζία (ηαηά δμζμ-ελανηχιεκμ ηνυπμ) ζημοξ 

κεονχκεξ ζοβηνζηζηά ιε ημ ιάνηονα ηδξ ηαηαθάζδξ, οπμδδθχκμκηαξ υηζ ημ έκγοιμ 

δζαηδνεί ηδκ εκενβυηδηά ημο ιεηά ηδ δζείζδοζδ ζηα ηφηηανα ζε ζφιπθμημ ιε ημ ακηίζςια 
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(111). Χζηυζμ, δ απαίηδζδ βζα ζπεηζηά ιεβάθεξ πμζυηδηεξ ζοιπθυημο ακηζζχιαημξ-

ηαηαθάζδξ ιπμνεί κα πενζμνίγεζ ηδ πνήζδ ημο in vivo. Γζα ημ θυβμ αοηυ θάκδηε κα 

πνμηζιάηαζ δ πνήζδ εκυξ ημο mAb 3E10 ιε ιζα ιυκμ αθοζίδα, ημ μπμίμ έπεζ δεζπεεί υηζ 

ιπμνεί κα δζεζζδφεζ ζε γχκηα ηφηηανα.  

 

3.   ΚΑΣΑΛΤΣΗΚΑ ΑΝΣΗΧΜΑΣΑ (CATALYTIC ANTIBODIES, Cat-Abs) 

3.1   Δηζαγσγή 

Ζ ηαηαθοηζηή δνάζδ μνζζιέκςκ ακηζζςιάηςκ ακαθένεδηε βζα πνχηδ θμνά ζηζξ ανπέξ 

ηδξ δεηαεηίαξ 1940 απυ ημκ Pauling (118) ηζ έηημηε ημ ενεοκδηζηυ εκδζαθένμκ πμθθχκ 

μιάδςκ ζηνάθδηε ζηδ ιεθέηδ ημο παεμθοζζμθμβζημφ ημοξ νυθμο (Δηθφλα 3.1) 

 φιθςκα ιε ημκ Pauling, εακ δ δμιή ηδξ εέζδξ πνυζδεζδξ ακηζβυκμο ζηα ακηζζχιαηα  

δδιζμονβείηαζ ιε ηοπαίμ ηνυπμ, ηυηε μνζζιέκα ακηζζχιαηα ιπμνεί κα θένμοκ έκα εκενβυ 

ηέκηνμ πμο κα πνμζμιμζάγεζ ιε αοηυ ηςκ εκγφιςκ ηαζ ηα ακηζζχιαηα αοηά ιε ηδ ζεζνά 

ημοξ, ίζςξ, κα εηθνάζμοκ εκγοιαηζηή δνάζδ. Με ηδκ ιέεμδμ παναβςβήξ οανζδςιάηςκ 

(Kohler –Milstein, 1975), δ μπμία πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ ακάπηολδ παναβςβή 

ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ εζδζηχκ βζα ζοβηεηνζιέκα ακηζβυκα, επζαεααζχεδηε δ 

οπυεεζδ ημο Pauling (1986) ηαζ απμιμκχεδηακ ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα ιε ηαηαθοηζηέξ 

ζδζυηδηεξ ηυζμ απυ θοζζμθμβζηά άημια, υζμ ηαζ απυ αζεεκείξ. Ανηεηέξ πνμζεββίζεζξ 

έπμοκ ακαπηοπεεί χζηε κα παναπεμφκ ηαηαθοηζηά ακηζζχιαηα, ιεηά απυ ακμζμπμίδζδ. 

Άλζγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ιε ηδ πνήζδ πδιζηχκ εκχζεςκ, υπςξ ηα απηεκζα ζε ιεηαααηζηή 

ηαηάζηαζδ (transition state analog) δδιζμονβήεδηακ ακηζζχιαηα ηα μπμία ηαηαθφμοκ 

εενιμδοκαιζηά ή ηζκδηζηά ακηζδνάζεζξ πμο δεκ ιπμνμφκ κα ηαηαθοεμφκ απυ ηα θοζζηά 

έκγοια ή απυ ηζξ ιέπνζ ζήιενα δζαεέζζιεξ πδιζηέξ ιεευδμοξ (119).  

3.2   Cat-Abs ζηε θπζηνινγία θαη ζηελ παζνινγία 

Αοημακηζζχιαηα απμ οβζή άημια ηαζ απυ αζεεκείξ ιε αοημάκμζα κμζήιαηα 

πανμοζζάγμοκ ζοπκά εκγοιζηή δνάζδ έκακηζ αοημακηζβυκςκ. ηδκ πενίπηςζδ ηςκ NAbs, δ 

εκγοιζηή δνάζδ είκαζ πμθοεζδζηή ηαζ ςξ οπυζηνςια πνδζζιμπμζμφκηαζ δζάθμνα πεπηίδζα 

ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ. Καηαθοηζηά ακηζζχιαηα δζαθμνεηζηχκ ζζυηοπςκ -IgG, IgA ηαζ 

IgM- είκαζ ιένμξ ημο θοζζμθμβζημφ νεπενημνίμο ηςκ θοζζηχκ ακηζζςιάηςκ πμο 

ακζπκεφμκηαζ ζηδκ ηοηθμθμνία οβζχκ αηυιςκ (120, 121) (Πίλαθαο 3.2). Πμθοηθςκζηά 

ακηζζχιαηα ηάλδξ IgM απυ οβζείξ ακενχπμοξ ηαζ θοζζμθμβζηά πμκηίηζα, ηαζ ζε ιζηνυηενμ 

ααειυ IgG, δείπκμοκ ηαηαθοηζηή δνάζδ έκακηζ ηυζμ κμοηθεσηχκ μλέςκ, υζμ ηαζ 
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πνςηεσκχκ (121, 122). Ζ πνςηεμθοηζηή δνάζδ πενζμνίγεηαζ ιυκμ απυ ηδκ ακάβηδ ιδ 

μιμζμπμθζηήξ ακαβκχνζζδξ εκυξ εεηζημφ θμνηίμο ιε έκα δθεηηνυθζθμ οπυζηνςια. 

Πνςηεμθοηζηά Cat-Abs πμο πνμζδζμνίζηδηακ ζε οβζή άημια θαίκεηαζ κα έπμοκ 

πνμζηαηεοηζηυ νυθμ, υπςξ πνμηφπηεζ απυ παναηδνήζεζξ υηζ δ δνάζδ αοηή είκαζ ιεζςιέκδ 

ζε άημια ιε αοημάκμζα κμζήιαηα (123), αθθά ηαζ ζε αζεεκείξ ιε ζδπηζηυ ζμη πμο 

ηαηαθήβμοκ ζε ζπέζδ ιε εηείκμοξ πμο επζαζχκμοκ (124).  

ε οβζείξ ακενχπμοξ ηαζ ιδ ακμζμπμζδιέκα πμκηίηζα, ακζπκεφμκηαζ ακηζζχιαηα πμο 

οδνμθφμοκ IgMs, ημκ πνχημ ζζυηοπμ πμο πανάβεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

δζαθμνμπμζήζεςξ ηςκ Β- ηοηηάνςκ (125, 126). Δπζπθέμκ ηα θοζζηα Cat-Abs 

παναηηδνίγμκηαζ απυ εκενβυηδηα ηζκάζδξ ηαζ DΝάζδξ εκχ έπμοκ εκημπζζεεί ηαζ ζημ 

ακενχπζκμ βάθα (IgΑs) (127-129). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ έπμοκ ακζπκεοεεί ζημ βάθα απυ 

οβζείξ ιδηένεξ ηαηαθοηζηά ακηζζχιαηα ιε δνάζδ ηζκάζδξ έκακηζ εκυξ ανζειμφ πνςηεσκχκ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ηφνζςκ ζοζηαηζηχκ ημο βάθαηημξ α-ηαγεΐκδξ ηαζ α-ηαγεΐκδξ, 

ζοκζζηχκηαξ έηζζ έκα πνχημ πανάδεζβια ζφκεεηδξ δνάζδξ Cat-Abs, πμο οδνμθφμοκ δφμ 

οπμζηνχιαηα. Δπζπνυζεεηα ζδιεζχκεηαζ υηζ υθα ηα ακηζζχιαηα παναηηδνίγμκηαζ 

δοκδηζηά ιε ααηηδνζμηηυκμ δνάζδ (130). Αοηέξ μζ παναηδνήζεζξ οπμδεζηκφμοκ υηζ μζ 

ηαηαθοηζηέξ δναζηδνζυηδηεξ ιπμνεί κα πνμηφρμοκ ζε ακηζζχιαηα ιε πθήνςξ θοζζηέξ 

δζαδζηαζίεξ.  
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Δηθόλα 3.1  Ιζηνξηθή αλαδξνκή ηεο κειέηεο ησλ θπζηθψλ Cat-Abs. 
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Πίλαθαο 3.2  Cat-Abs ζηελ θπθινθνξία πγηψλ αηφκσλ. 

Τπόηαμε Cat-Abs Γξαζηηθόηεηα

IgG
Πνςηεάζδξ, Φςζθαηάζδξ, DNase, Αιοθάζδξ, 

Ολείδςζδ Νενμφ

IgM Πνςηεάζδξ, DNase

IgA (απφ 

αλζξψπηλν γάια)
DNase, Αιοθάζδξ, Φςζθμνοθίςζδξ (πνςηείκεξ, θζπίδζα)

 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ηςκ θοζζηχκ Cat-Abs αολάκεηαζ ή ιεζχκεηαζ ζηα πθαίζζα ηονίςξ ηςκ 

αοημάκμζςκ ηαζ θθεβιμκχδςκ παεήζεςκ. ε αοημάκμζα κμζήιαηα (129, 131, 132), 

θειθχιαηα (133, 134) ηαζ άθθεξ παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ (135) έπμοκ εκημπζζηεί, ηυζμ 

αοημφζζα ηα ακηζζχιαηα, υζμ ηαζ ιειμκςιέκεξ εθαθνζέξ αθοζίδεξ ημοξ, ιε δνάζεζξ 

πνςηεάζδξ ηαζ κμοηθεάζδξ (Πίλαθαο 3.3). Σα πνχηα Cat-Abs πμο έπμοκ πενζβναθεί, 

είπακ απμιμκςεεί απυ αζεεκείξ ιε ανμβπζηυ άζεια ηαζ ήηακ ζηακά κα ηαηαθφμοκ ημ 

αββεζμδναζηζηυ εκηενζηυ πεπηίδζμ (VIP) (136). Έηημηε, πνςηεμθοηζηά ακηζζχιαηα εζδζηά 

βζα εονεμζθαζνίκδ, πνμενμιαίκδ ηαζ ημκ πανάβμκηα VIII (FVIII) έπμοκ ακαθενεεί ζε 

αζεεκείξ ιε εονεμεζδίηζδα Hashimoto (HT), πμθθαπθυ ιοέθςια ηαζ ιε αζιμθζθία (ή 

αζιμννμθζθία) Α, ακηίζημζπα (135, 137, 138). Ακηζζχιαηα IgM ή/ηαζ IgG πμο οδνμθφμοκ 

ημ DNA ηαζ ημ RNA έπμοκ απμιμκςεεί απυ ημκ μνυ αζεεκχκ ιε ζμβεκείξ αζεέκεζεξ 

(ζμβεκή Ζπαηίηζδα ηαζ AIDS), θειθμτπενπθαζηζηά κμζήιαηα (θειθχιαηα Β-ηοηηάνμο 

(139), αθθά ηαζ απυ δζαθμνα ζοζηδιαηζηά αοημάκμζα κμζήιαηα, υπςξ: μ ΔΛ, δ 

ηθδνμδενιία, δ Ρεοιαημεζδήξ Ανενίηζδα ή δ ηθήνοκζδ ηαηά πθάηαξ (131, 140, 141). 

Μενζηά ηέημζα Cat-Abs θαίκεηαζ κα ειθακίγμοκ επζθεηηζηυηδηα ςξ πνμξ ηδ ζηυπεοζή ημοξ 

ηαεχξ δεκ ακζπκεφεδηακ ζε μνμφξ απυ οβζείξ ιάνηονεξ ή ζε αζεεκείξ ιε άθθεξ ζμβεκείξ ή 

ααηηδνζμβεκείξ δζαηαναπέξ (βνίπδ, πκεοιμκία, θοιαηίςζδ, αιοβδαθίηζδα, 

δςδεηαδαηηοθζηυ έθημξ), υπςξ ηαζ ζε μνζζιέκμοξ ηφπμοξ ηανηίκμο (142). 
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Πίλαθαο 3.3  Cat-Abs ζε αζζελείο κε απηνάλνζα λνζήκαηα. 

Αζζέλεηα Γξαζηηθόηεηα

Άζζκα Πνςηεάζδξ (VIP)

ΔΛ
Πνςηεάζδξ (Θονεμζθαζνίκδ,VIP), DΝase, 

RΝase

Θπξνεηδίηηδα 

Hashimoto
Πνςηεάζδξ (Θονεμζθαζνίκδ), DΝase

Πνιιαπιφ 

Μπέισκα
Πνςηεάζδξ (Πνμενμιαίκδ), DΝase

Λεκθψκαηα          

Β-θπηηάξνπ 
DΝase

Ρεπκαηνεηδήο 

Αξζξίηηο 

Πνςηεάζδξ (ζπεηζγυιεκδ ιε αθθδθμοπίεξ 

HLA-DR )

θιήξπλζε θαηά 

πιάθαο
Πνςηεάζδξ, Αιοθάζδξ, DΝase, RΝase

Αηκνθηιία Α Πνςηεάζδξ (Πανάβμκηαξ VIII)

Ηνγελή Ζπαηίηηδα RΝase

Cαη-Abs ζρεηηδόκελα κε αζζέλεηεο

 

 

3.3   Cat-Abs κε δξαζηηθφηεηα αληη-DNA  

Ακάιεζα ζηα Cat-Abs, ηα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ιε δνάζδ DNase ζοβηεκηνχκμοκ ημ 

ιεβαθφηενμ εκδζαθένμκ. Ζ παναβςβή ηςκ Cat-Abs ζε ακενχπζκμ μνυ έπεζ δεζπεεί υηζ 

αολάκεηαζ, υηακ δ μιμζυζηαζδ ημο Α δζαηανάζζεηαζ, υπςξ ζοιααίκεζ ζε πενζπηχζεζξ 

θθεβιμκςδχκ δζαηαναπχκ ή ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ εβηοιμζφκδξ. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί, πςξ 

μ ανζειυξ ηςκ ακενχπζκςκ ακηζ-DΝΑ ακηζζςιάηςκ πμο έπμοκ ακαθενεεί κα οδνμθφμοκ 

ημ DNA-ηονίςξ ζε πμθοηθςκζηυ επίπεδμ-(pAbs) (141, 143) είκαζ ιζηνυξ, εκχ ηαζ μ 

ιδπακζζιυξ ηδξ οδνυθοζδξ δεκ είκαζ πθήνςξ απμζαθδκζζιέκμξ. Ζ αζμπδιζηή ηαζ δμιζηή 

αάζδ ηδξ οδνυθοζδξ ημο DNA ή/ηαζ ημο RNA δεκ είκαζ απμζαθδκζζιέκδ. Αοηυ πμο είκαζ 

βκςζηυ, ςζηυζμ, είκαζ πςξ ηα ζοβηεηνζιέκα Cat-Abs δζαεέημοκ πμθθά ηαηζμκζηά 

αιζκμλέα, υπςξ Arg ηαζ Lys, ζε πενζμπέξ ηαεμνζζιμφ ζοιπθδνςιαηζηυηδηαξ (CDR) ζηδ 

αανζά (VH) ή/ηαζ εθαθνζά αθοζίδα (VL), ζδζαίηενα ζηδκ VH-CDR3 πενζμπή (144-147). 

Οιμίςξ ιε ημκ άκενςπμ, παναηδνήεδηε υηζ δ ζοπκυηδηα ηςκ Β-ηοηηάνςκ πμο πανάβμοκ 

Cat-Abs ήηακ αολδιέκδ ζε πμκηζημφξ, ηθαζζζηά γςζηά ιμκηέθα αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ, 

(NZBxNZW)F1, MRL-lpr/lpr ηαζ SJL/J, ακμζμπμζδιέκμοξ ιε απηέκζα (148). Ζ δνάζδ ηςκ 

DNA-CatAbs (149) δείπεδηε ζε πεναζηένς ιεθέηεξ πμο πναβιαημπμζήεδηακ ιε 
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ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα, υπςξ ηα BV04-01, scFv 3D8, ηαζ G1-5, ηα μπμία 

απμιμκχεδηακ απυ πμκηζημφξ (NZBxNZW)F1 ηαζ MRL lpr/lpr (150-153). Δκημφημζξ, δεκ 

ήηακ εθζηηή δ πθήνδξ δζαθεφηακζδ ηδξ ελεζδίηεοζήξ ημοξ ςξ πνμξ ηδκ αθθδθμοπία ηδξ 

εέζδξ δζάζπαζδξ, αθμφ ηάεε θμνά παναηδνμφκηακ δζαθμνμπμζήζεζξ ςξ πνμξ ηδκ επζθμβή 

ημο οπμζηνχιαημξ (150-152). ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηυ έκα ημοθάπζζημκ 

ιμκμηθςκζηυ ακηζ-ssDNA ακηίζςια, ημ BV04-01, πμο έπεζ οδνμθοηζηή δνάζδ πανμοζία 

ζυκηςκ Mg
2+

 ηαζ Ca
2+

, ηα μπμία θεζημονβμφκ ςξ ζοιπανάβμκηεξ. Σμ scFv 3D8 

παναηηδνίγεηαζ απυ ελανηχιεκδ απυ Mg
2+

 οδνμθοηζηή δνάζδ, ηδκ μπμία πάκεζ πανμοζία 

EDTA. Σμ mAb G1-5 πανμοζίαζε δνάζεζξ βθοημζζδάζδξ ηαζ θςζθαηάζδξ έκακηζ ηυζμ 

dsDNA, υζμ ηαζ ssDNA, πανμοζία ζυκηςκ Mg
2+

, ιε πνμηίιδζδ βζα αημθμοείεξ πθμφζζεξ 

ζε εοιίκδ (Σ) ημο DNA. Συζμ ημ BV04-01 υζμ ηαζ ημ scFv 3D8 δεκ ειθακίγμοκ αοζηδνή 

ελεζδίηεοζδ αθθδθμοπίαξ, ακ ηαζ ημ BV04-01 δείπκεζ κα πνμηζιά κα οδνμθφεζ αημθμοείεξ 

πθμφζζεξ ζε C-ηαζ CG- ημο DNA, εκχ ημ 3D8 ήηακ πζμ απμηεθεζιαηζηυ έκακηζ πενζμπχκ 

πθμφζζςκ ζε Σ- ημο DNA (150, 154). Μάθζζηα, παναηδνήεδηε υηζ ημ scFv 3D8 δζεζζδφεζ 

ζημ ηοημζυθζμ ηοηηάνςκ ιέζς εκδμηοηηάνςζδξ δζαιεζμθααμφιεκδξ απυ ιζηνμηοζηίδζα 

(caveoli) ηαζ ημ G1-5 ζημκ πονήκα ιέζς εκενβεζαηά ελανηχιεκςκ ιδπακζζιχκ, 

πνμηαθχκηαξ ηοηηανμημλζηυηδηα ελαζηίαξ ηδξ οδνμθοηζηήξ ημοξ δνάζδξ. Δίκαζ πζεακυ υηζ 

μζ δφμ ιδπακζζιμί (δζείζδοζδ, οδνυθοζδ) ιπμνμφκ κα ζοκενβαζημφκ ηαζ έηζζ κα 

πνμηαθμφκ ηοηηανζηυ εάκαημ, ημ μπμίμ πνήγεζ πεναζηένς ακάθοζδξ ιε ζημπυ ηδκ 

ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ ηδξ ζζηζηήξ αθάαδξ ηαζ ηδξ παεμβέκεζαξ 

αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ, υπςξ μ SLE. 

 

4.   ΑΓΓΔΗΟΓΈΝΔΖ ΚΑΗ ΡΎΘΜΗΖ ΑΤΣΖ 

4.1   Ζ θπζηνινγηθή αγγεηνγέλεζε 

Χξ αββεζμβέκεζδ μνίγεηαζ δ ακάπηολδ κέςκ αββείςκ απυ πνμτπάνπμοζεξ αββεζαηέξ δμιέξ 

ηαζ είκαζ ιία αοζηδνά εθεβπυιεκδ, πμθθαπθχκ ζηαδίςκ δζαδζηαζία. Ζ αββεζμβέκεζδ 

ζοκήεςξ δδιζμονβείηαζ ιε εηαθάζηδζδ απυ πνμτπάνπμκηα αββεία (Δηθφλα 4.1Α), υπμο δ 

ιεηακάζηεοζδ, μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηαζ δ δμιζηή ακαδζαιυνθςζδ ηςκ ζοζηαηζηχκ ηςκ 

αββείςκ απμηεθμφκ μοζζαζηζηήξ ζδιαζίαξ βεβμκυηα (155-157). Σα αζιμθυνα αββεία 

ακαπηφζζμκηαζ βζα κα επζηνέρμοκ ζηα αζιμπμζδηζηά ηφηηανα κα ηοηθμθμνμφκ ζημκ 

μνβακζζιυ κα επζηδνμφκ ακμζμθμβζηά, κα πανέπμοκ μλοβυκμ ηαζ ενεπηζηά ζοζηαηζηά ηαζ 

κα απμαάθθμοκ ηα άπνδζηα πνμσυκηα ημο ιεηααμθζζιμφ. Όιςξ ηα αββεία πανέπμοκ ηαζ 
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ζήιαηα ηαεμδήβδζδξ βζα ηδκ μνβακμβέκεζδ ιε έκα ιδπακζζιυ ακελάνηδημ απυ ηδκ 

αζιάηςζδ (158). Πμζηίθεξ ιμνθέξ ζπδιαηζζιμφ αββείςκ έπμοκ ακαβκςνζζηεί (Δηθφλα 4.1). 

ημ ακαπηοζζυιεκμ έιανομ εδθαζηζηχκ, μ αββεζμαθάζηδξ δζαθμνμπμζείηαζ ζε 

εκδμεδθζαηυ ηφηηανμ πμο ζηδ ζοκέπεζα μνβακχκεηαζ ζε έκα αββεζαηυ θααφνζκεμ-ιία 

δζαδζηαζία βκςζηή ςξ αββεζμπμίδζδ (4.1Β). Γζαηνζηά ζήιαηα ηαεμνίγμοκ ηδκ ανηδνζαηή 

ή ηδ θθεαζηή δζαθμνμπμίδζδ (159). ηδκ ανηδνζμβέκεζδ, ηα αββεία ηαζ ηα εκδμεδθζαηά 

ηοηηανζηά ηακάθζα ηαθφπημκηαζ απυ πενζηφηηανα ή θεία ιοζηά ηφηηανα πμο πανέπμοκ 

ζηαεενυηδηα ηαζ έθεβπμ ηδξ αζιάηςζδξ.  

Ακ ηαζ αιέζςξ ιεηά ηδ βέκκδζδ, δ αββεζμβέκεζδ ελαημθμοεεί κα ζοιαάθθεζ ζηδκ 

ακάπηολδ ηςκ μνβάκςκ, ηα πενζζζυηενα αζιμθυνα αββεία ηαηά ηδκ εκδθζηίςζδ 

παναιέκμοκ ζε ηαηάζηαζδ δνειίαξ ηαζ δ θοζζμθμβζηή αββεζμβέκεζδ θαιαάκεζ πχνα ιυκμ 

ζε ηαηαζηάζεζξ υπςξ δ ακαβέκκδζδ ημο εκδμιδηνίμο ζημκ ηαηαιήκζμ ηφηθμ ηαζ δ 

εβηοιμζφκδ. Χζηυζμ, ηα ECs δζαηδνμφκ ηδκ ζηακυηδηα ημοξ κα δζαζνμφκηαζ ηαπέςξ ςξ 

απυηνζζδ ζε θοζζμθμβζηά ενεείζιαηα υπςξ δ οπμλία (155) ιε απμηέθεζια δ αββεζμβέκεζδ 

κα επακεκενβμπμζείηαζ ηαηά ηδκ επμφθςζδ πθδβχκ ηαζ ηδκ επζδζυνεςζδ ηναοιάηςκ. ημ 

θοζζμθμβζηυ εκήθζηα, ηα ήνεια εκδμεδθζαηά ηφηηανα έπμοκ ιαηνμφξ πνυκμοξ διίζεζαξ 

γςήξ.  

Όηακ ηα ήνεια ECs ακζπκεφζμοκ έκα αββεζμβεκέηζηυ ζήια υπςξ ημκ VEGF, ή ημοξ FGFs 

ή άθθεξ ποιμηίκεξ πμο απεθεοεενχκμκηαζ απυ έκα οπμλζηυ, θθεβιμκχδεξ ή ηανηζκζηυ 

ηφηηανμ, ηα πενζηφηηανα ανπζηά απμημθθχκηαζ απυ ημ αββεζαηυ ημίπςια (ζε απυηνζζδ 

ζηδκ ANG-2) ηαζ εθεοεενχκμκηαζ απυ ηδ ααζζηή ιειανάκδ ιε πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ 

πμο ιεζμθααείηαζ απυ ηζξ ιεηαθθμπνςηεσκάζεξ ημο ζηνχιαημξ (MMPs) (Δηθφλα 4.1.1Α). 

Σα ECs ηαζ ηα ημζπςιαηζηά  ηφηηανα  παθανχκμοκ  ηζξ   ζοκδέζεζξ   ημοξ    ηαζ   μ  VEGF 

απμηηά ηαθφηενδ πνυζααζδ ζημοξ οπμδμπείξ ημο ιε απμηέθεζια κα αολάκεζ ηδ 

δζαπεναηυηδηα ηςκ ECs αθθάγμκηαξ ηδκ ελςηοηηάνζα εειέθζα μοζία πμζμηζηά ηαζ 

πμζμηζηά. ηα πθαίζζα αοηά μ VEGF επζηνέπεζ ηδκ ελαββείςζδ πνςηεσκχκ ηαζ ηδ 

δδιζμονβία εκυξ πνμζςνζκμφ ελςηοηηάνζμο ζηνςιαηζημφ ζηνζχιαημξ, αθθά επίζδξ 

απεθεοεενχκεζ πνςηεάζεξ πμο ακαδζαιμνθχκμοκ ηδκ οπάνπμοζα ECM.  
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Δηθόλα 4.1 Μεραληζκνί δηακφξθσζεο αγγείσλ ζε θπζηνινγηθνχο ηζηνχο θαη ζε φγθνπο.  

Α–Γ: ρεκαηηζκφο αγγείσλ κπνξεί λα ζπκβεί κε αγγεηνγέλεζε κέζσ εθβιάζηεζεο (Α) κε ηε 

πξνζέιθπζε ελδνζειηαθψλ πξνγνληθψλ θπηηάξσλ (EPCs) απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ ή/θαη απφ ηα 

επξηζθφκελα ζην αγγεηαθφ ηνίρσκα πνπ δηαθνξνπνηνχληαη ζε ελδνζειηαθά θχηηαξα (ECs) (αγγεηαθή 

κνξθνγέλεζε) (Β) ή κε κία δηαδηθαζία δηαρσξηζκνχ ηνπ αγγείνπ γλσζηή σο εγθνιεαζκφο (Γ). 

Γ–Σ: Σα θχηηαξα ηνπ φγθνπ κπνξνχλ λα ζπλεπηιεγνχλ απφ πξνυπάξρνληα αγγεία (Γ) ή ηα αγγεία 

ηνπ φγθνπ κπνξνχλ λα επελδπζνχλ κε θαξθηληθά θχηηαξα (αγγεηαθή κίκεζε)(Δ) ή απφ ελδνζειηαθά 

θχηηαξα κε θπηηαξνγελεηηθέο αλσκαιίεο ζηα ρξσκνζψκαηα ηνπο, πξνεξρφκελα απφ θαξθηληθά 

βιαζηηθά θχηηαξα (Σ). ε αληίζεζε κε ηνπο θπζηνινγηθνχο ηζηνχο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ηελ 

αγγεηνγέλεζε κέζσ εθβιάζηεζεο ή εγθνιεαζκνχ θαη αγγεηνπνίεζεο  (Α-Γ), νη φγθνη κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηήζνπλ θαη ηνπο έμη ηξφπνπο ζρεκαηηζκψλ αγγείσλ (Α-Σ)(158). 
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διακηζηυ ζημζπείμ ηδξ εηαθάζηδζδξ είκαζ δ επζθμβή απυ ημκ VEGF εκυξ «αηναίμο» 

ηοηηάνμο (tip cell) βζα κα ηδκ ηαεμδδβήζεζ ηαζ κα απμηναπεί ιαγζηή ιεηαηίκδζδ ηςκ ECs 

πνμξ ημκ αββεζμβεκεηζηυ πανάβμκηα (Δηθφλα 4.1.1Α). Σα βεζημκζηά ηφηηανα ημο αηναίμο 

ηοηηάνμο απμηεθμφκ ηα ηφηηανα ημο ημνιμφ (stalk cells) ηα μπμία δζαζνμφιεκα 

δδιζμονβμφκ έκακ ημνιυ μ μπμίμξ επζιδηφκεηαζ  πνμηεζιέκμο ζε δεφηενμ ζηάδζμ κα 

αοθμπμζδεεί (Δηθφλα 4.1.1Β). Σα αηναία ηφηηανα είκαζ εθμδζαζιέκα ιε θζθθμπυδζα βζα κα 

ακηζθαιαάκμκηαζ ηα πενζααθθμκηζηά ζήιαηα ηαηεφεοκζδξ υπςξ ηζξ εθνίκεξ (ephrins) ηαζ 

ηζξ ζειαθμνίκεξ (semaphorins). εκχ ηα ηφηηανα ημνιμφ απεθεοεενχκμοκ ιυνζα,  υπςξ δ 

EGFL7 πνςηεΐκδ, ζηδκ ελςηοηηάνζα εειέθζα μοζία βζα κα ιεηαθένμοκ πςνζηέξ 

πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε ηδ εέζδ βεζημκζηχκ ηοηηάνςκ. Κφηηανα-βέθονεξ ηδξ ιοεθμεζδμφξ 

πνμζεθηφμκηαζ ηαζ εκενβμπμζμφκ ηδ ζφκηδλδ ιε άθθεξ εηαθαζηήζεζξ επζηνέπμκηαξ ηδκ 

έκανλδ ηδξ αζιαηζηήξ νμήξ. Σα ECs ακαηημφκ ηδκ ήνειδ ηαηάζηαζδ θάθαββαξ (Δηθφλα 

4.1.1Γ)  ηαζ ζήιαηα υπςξ μ PDGF-α, ANG-1, TGF-α, εθνίκδ-α2 ηαζ NOTCH επάβμοκ ηδκ 

ηάθορδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ιε πενζηφηηανα. Ακαζημθείξ ηςκ πνςηεαζχκ, 

βκςζημί ςξ ζζηζημί ακαζημθείξ ηςκ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ (TIMPs) ηαζ μ ακαζημθέαξ 1 ημο 

εκενβμπμζδηή ημο πθαζιζκμβυκμο (PAI-1) πνμηαθμφκ ηδκ εκαπυεεζδ ηδξ ααζζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ επακεβηαείζηακηαζ μζ ηοηηανζηέξ ζοκδέζεζξ βζα κα επζηνέρμοκ ηδκ ζδακζηή 

ηαηακμιή ηδξ νμήξ ημο αίιαημξ (Δηθφλα 4.1.1Γ). 

Ζ ζζηζηή οπμλία απμηεθεί έκα ζδιακηζηυ ενέεζζια βζα ηδκ ακάπηολδ ημο αββεζαημφ 

δζηηφμο. Ανπζηά ηα ηφηηανα μλοβμκχκμκηαζ ιε απθή δζάποζδ ημο μλοβυκμο αθθά υηακ μζ 

ζζημί ακαπηφζζμκηαζ πένα ημο μνίμο δζάποζδξ, δ οπμλία ηζκδημπμζεί ηδκ αββεζαηή 

ακάπηολδ ιέζς ζδιαημδυηδζδξ ηςκ HIFs (160). Οζ HIFs επάβμοκ πμθθαπθά αββεζμβεκή 

βμκίδζα αθθά δ επαβςβή ημο VEGF είκαζ ίζςξ δ πθέμκ αλζμζδιείςηδ-έςξ ηαζ 30 θμνέξ 

αφλδζδ εκηυξ θεπηχκ. Ο VEGF δζεβείνεζ αημθμφεςξ ηδκ αββεζμβέκεζδ ιε έκα αοζηδνά 

δμζμελανηχιεκμ ηνυπμ ηαζ βζα ημ θυβμ αοηυ αλζμθμβείηαζ ζήιενα ςξ οπμρήθζμ βζα πνμ- ή 

ακηζαββεζμβεκεηζηή εεναπεία (161). 
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Δηθόλα 4.1.1 Η κνξηαθή βάζε ηνπ ζρεκαηηζκνχ ησλ αγγεηαθψλ δηαθιαδψζεσλ. 

A) Μεηά απφ ελεξγνπνίεζε κε αγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο, ηα ήξεκα αγγεία δηαζηέιινληαη θαη 

επηιέγεηαη έλα ελδνζειηαθφ θχηηαξν σο άθξαία [tip cell] (DLL4 θαη JAGGED1) γηα λα εμαζθαιηζηεί 

ν ζρεκαηηζκφο ηεο εθβιάζηεζεο. Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ αθξαίνπ θπηηάξνπ απαηηεί ηελ απνηθνδφκεζε 

ηεο βαζηθήο κεκβξάλεο, ηελ απνθφιιεζε ησλ πεξηθπηηάξσλ θαη ηε ραιάξσζε ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηαξηθψλ  ζπλδέζεσλ.  Η απμεκέλε  δηαπεξαηφηεηα επηηξέπεη ηελ εμαγγείσζε πξσηετλψλ ηνπ 

πιάζκαηνο (φπσο ηλσδνγφλν θαη ηλσλεθηίλε) γηα ην ζρεκαηηζκφ ελφο ππνζηεξηθηηθνχ ζηξψκαηνο θαη 

νη πξσηεάζεο δηαζπνχλ ην πξνυπάξρνλ ζηξψκα κε ζθνπφ ηελ ελίζρπζε ηεο κεηαλάζηεπζεο. Γηα 
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ιφγνπο απινπνίεζεο, απεηθνλίδεηαη κφλν ε βαζηθή κεκβξάλε κεηαμχ ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

θαη ησλ πεξηθπηηάξσλ αιιά ζηελ πξαγκαηηθφηεηα ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα θαη ηα πεξηθχηηαξα 

βξίζθνληαη πάλσ ζηε βαζηθή κεκβξάλε. 

Β) Σα αθξαία θχηηαξα πξνζαλαηνιίδνληαη σο απφθξηζε ζε ζήκαηα θαζνδήγεζεο (φπσο νη 

ζεκαθνξίλεο θαη νη εθξίλεο) θαη πξνζθνιιψληαη ζηελ εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία (πνπ 

δηακεζνιαβείηαη απφ ηηο ηληεγθξίλεο) γηα λα κεηαλαζηεχζνπλ. Σα θχηηαξα ηνπ θνξκνχ (stalk) πίζσ 

απφ ηα αθξαία πνιιαπιαζηάδνληαη, επηκεθχλνληαη θαη ζρεκαηίδνπλ έλαλ απιφ. Σέινο, νη 

εθβιαζηήζεηο  ζπληήθνληαη γηα λα ζρεκαηίζνπλ έλα αηκαηνχκελν λεναγγείν.Σα πνιιαπιαζηαδφκελα 

θχηηαξα θνξκνχ πξνζειθχνπλ πεξηθχηηαξα θαη επηηξέπνπλ ζηε βαζηθή κεκβξάλε λα ζηαζεξνπνηεζεί. 

Σα πξνειθπφκελα κπειηθά θχηηαξα ηεο κπεινεηδνχο ζεηξάο, φπσο ηα καθξνθάγα ησλ φγθσλ (TAMs) 

θαη ηα κνλνθχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ TIE-2 (TEMs), κπνξνχλ λα παξάγνπλ πξν-αγγεηνγελεηηθνχο 

παξάγνληεο ή πξσηενιπηηθά απειεπζεξσκέλνπο αγγεηνγελεηηθνχο απμεηηθνχο παξάγνληεο απφ ηελ 

εμσθπηηάξηα ζεκέιηα νπζία.  

Γ) Μεηά ηε ζχληεμε γεηηνληθψλ δηαθιαδψζεσλ, ν ζρεκαηηζκφο απινχ επηηξέπεη ηελ αηκάησζε ηνπ 

λεναγγείνπ πνπ επηζηξέθεη ζηελ ήξεκε θαηάζηαζε επάγνληαο έλα θαηλφηππν θάιαγγαο, 

επαλεγθαζίδξπζε ησλ ζπλδέζεσλ, ελαπφζεζε ηεο βαζηθήο κεκβξάλεο, σξίκαλζε ησλ πεξηθπηηάξσλ 

θαη παξαγσγή ζεκάησλ ζπληήξεζεο. Άιινη παξάγνληεο επάγνπλ δηελδνζειηαθή κεηαθνξά ιηπηδίσλ 

(158). 

 

Γμεείζδξ ηδξ πμθοπθμηυηδηαξ ιίαξ δζαδζηαζίαξ υπςξ δ αββεζμβέκεζδ, είκαζ εκηοπςζζαηυ 

πςξ έκαξ ιυκμ αολδηζηυξ πανάβμκηαξ, μ VEGF, ηαηέπεζ ηονίανπμ νοειζζηζηυ νυθμ ζηδ 

δζαδζηαζία αοηή. Ο VEGF (βκςζηυξ ηαζ ςξ VEGF-A) δζεβείνεζ ηδκ αββεζμβέκεζδ ηυζμ 

θοζζμθμβζηά υζμ ηαζ παεμθμβζηά ιέζς ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR-2 (162, 163). Οζ 

κεονμπζθίκεξ (NRP-1 ηαζ NRP-2) απμηεθμφκ ζοκοπμδμπείξ ημο VEGF πμο εκζζπφμοκ ηδ 

δναζηδνζυηδηα ημο VEGFR-2 αθθά ζδιαημδμημφκ ηαζ ακελάνηδηα (164). ε απυηνζζδ ζε 

έκα πνακέξ ημο VEGF, πμο δδιζμονβείηαζ απυ δζαθοηέξ ιμνθέξ αθθά ηαζ απυ ημκ 

πνμζδεδειέκμ ζηδκ ECM, ηα αηναία ηφηηανα αολάκμοκ ηδκ έηθναζδ ημο Dll-4 ηαζ 

εκενβμπμζμφκ ημ Notch ζηα βεζημκζηά ηφηηανα ημνιμφ. Ζ εκενβμπμίδζδ αοηή ηαηαζηέθθεζ 

ηδκ έηθναζδ ημο VEGFR-2, ηαεζζηχκηαξ ηα ηφηηανα ημνιμφ ιδ ακηαπμηνζκυιεκα ζημ 

VEGF, αεααζχκμκηαξ έηζζ υηζ ημ αηναίμ ηφηηανμ εα δβδεεί ηδξ δζαδζηαζίαξ (165). 

οννέμοζεξ ιανηονίεξ δείπκμοκ υηζ δ αζμθμβζηή δνάζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο VEGFR-2 

ελανηάηαζ απυ ηδκ οπμηοηηανζηή εκηυπζζδ ημο- βζα πανάδεζβια δ ζδιαημδυηδζδ πνέπεζ 

κα βίκεζ απυ εκδμηοηηανζηά δζαιενίζιαηα βζα κα επαπεεί δ ανηδνζαηή ακαδζαιυνθςζδ 

(166). 

Γζάθμνα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα εηηυξ ημο VEGFR-2 έπμοκ πενζβναθεί ζηδκ 

αββεζμβέκεζδ ηαζ πανμοζζάγμκηαζ ζοκμπηζηά ζηδκ Δηθφλα 4.1.2. 
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Δηθόλα 4.1.2 εκαληηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ειέγρνπλ ηελ αγγεηνγέλεζε. 

Α) Γεληθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ειέγρνπλ ηε ζπκπεξηθνξά ησλ ECs. Οη VEGFs ησλ 

ζειαζηηθψλ πξνζδέλνληαη ζε νκνδηκεξή θαη εηεξνδηκεξή ζπκπιέγκαηα ηξηψλ VEGFRs. Η 

ζεκαηνδφηεζε κέζσ ηνπ VEGFR2, VEGFR3 ή VEGFR2– VEGFR3 εηεξνδηκεξνχο, είλαη πξν-

αγγεηνγελεηηθή. Η πξσηενιπηηθή επεμεξγαζία ησλ VEGF-C θαη VEGF-D είλαη πξναπαηηνχκελε γηα 

λα αιιειεπίδξάζνπλ κε ηνλ VEGFR2.  Η πξφζδεζε ηνπ VEGFA ζηνλ VEGFR1 αιιά θαη ζηελ 

εθθξηλφκελε εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηνπ VEGFR1 (δηαιπηφο VEGFR1 (sVEGFR1) δξα ζαλ «παγίδα» 

γηα ηνλ VEGFA πνπ πεξηνξίδεη  ηε δηαζεζηκφηεηα ηνπ γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGFR2. Η  

αιιειεπίδξαζε ηνπ ππνδνρέα TIE2 κε ηελ πξνζδεδεκέλε  ζην εμσθπηηάξην ζηξψκα αγγεηνπνηεηίλε-1( 

ANG1) ζηηο πεξηνρέο ζχλδεζεο ησλ EC–ECM επάγεη ηε κεηαλάζηεπζε (167). Αληηζέησο, ζηηο 

πεξηνρέο ζχλδεζεο κεηαμχ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ νη αιιειεπηδξάζεηο ANG1–TIE2 επάγνπλ ηνλ 
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εθεζπραζκφ κεηά απφ ηελ δεκηνπξγία trans-ζπκπιεγκάησλ κε γεηηνληθά θχηηαξα. Σα ζπκπιέγκαηα 

απηά πεξηιακβάλνπλ ηελ πξσηετληθή ηπξνζηληθή θσζθαηάζε ηνπ αγγεηαθνχ ελδνζειίνπ (vascular 

endothelial protein Tyr phosphatase, VE-PTP, επίζεο γλσζηή θαη σο PTPRB) θαη ελεξγνπνηνχλ 

δηαθξηηά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα απφ απηά πνπ μεθηλάλε ζηα ζεκεία επαθήο θπηηάξσλ-ζηξψκαηνο 

(167). Η ANG2 αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ηεο ANG1 ζηνλ TIE2 ζηελ απνζηαζεξνπνίεζε ησλ αγγείσλ 

θαη βνεζά ηελ αγγεηαθή αλαδηακφξθσζε. Οη νκνεηδείο αιιειεπηδξάζεηο ηεο VE-cadherin δηαηεξνχλ 

ηηο ζπλδέζεηο κεηαμχ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Η δηακεζνιαβνχκελε απφ ην Delta-like 4 (DLL4) 

ελεξγνπνίεζε ησλ ππνδνρέσλ Notch θαηαζηέιιεη ηελ αγγεηνγελεηηθή  ζπκπεξηθνξά ησλ  

αγγεηνγελεηηθψλ θπηηάξσλ θαη επάγεη ηελ αγγεηαθή ζηαζεξφηεηα κεηά ηελ πξσηενιπηηθή 

απειεπζέξσζε ηνπ ελδνθπηηάξηνπ ηκήκαηνο ηνπ (NICD). ε ζπγθεθξηκέλεο πεξηπηψζεηο, ε Jagged 1 

αληαγσλίδεηαη ηε DLL4 γηα πξφζδεζε ζηε Notch πξνθεηκέλνπ λα ειαηηψζεη ηε ζεκαηνδφηεζε DLL4–

Not . Β) Γλσζηνί ππνδνρείο θαζνδήγεζεο ησλ λεπξαμφλσλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα ECs.  Οη 

αιιειεπηδξάζεηο ησλ Roundabout homologue 4 (ROBO4)–uncoordinated 5 homologue B (UNC5B) 

επάγνπλ ηελ UNC5B-δηακεζνιαβνχκελε θαηαζηνιή ηεο ζεκαηνδφηεζεο ησλ VEGFR, εκπνδίδνπλ ηελ 

αγγεηνγέλεζε θαη δηαηεξνχλ ηελ αγγεηαθή αθεξαηφηεηα. Η ελεξγνπνίεζε ηνπ ROBO4 απφ ην Slit 2 

κπνξεί επίζεο λα κπινθάξεη ηε ζεκαηνδφηεζε ησλ VEGFR αιιά απηφ είλαη ακθηζβεηνχκελν.  Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ  UNC5B    απφ ηηο λεηξίλεο κπνξεί επίζεο λα δηαθφςεη ηελ αγγεηνγέλεζε. Οη 

εθθξηλφκελεο ηάμεο ΙII ζεκαθνξίλεο (φπσο ε ζεκαθνξίλε 3E (SEMA3E)) επάγνπλ ηελ ππνζηξνθή 

ησλ EC γηα λα δηαηαξάμνπλ ηελ αγγεηνγέλεζε κεηά ηελ πξφζδεζε ζηνλ ππνδνρέα ηνπο, ηελ πιεμίλε 

D1. ε αληίζεζε, ε λεπξνπηιίλε 1 (NRP1) ή NRP2 εληζρχνπλ ηελ αγγεηνγελή ζπκπεξηθνξά ησλ EC 

κεηά ηελ πξφζδεζε ηνπ VEGFA ή VEGFC θαη/ή ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηνπο VEGFR2 ή VEGFR3. Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ππνδνρέα B4 ηεο εθξίλεο  (EPHB4) κεηά απφ ηελ αιιειεπίδξαζε κε ην 

κεκβξαλνζχλδεην ζπλδέηε ηνπ, ephrin B2, κπνξεί λα επάγεη ηελ κεηαμχ ECs απνζηξνθή ή 

πξνζέιθπζε θάησ απφ ζπγθεθξηκέλεο θπηηαξηθέο ζπλζήθεο θαη είλαη νπζηψδεο γηα ηελ αγγεηνγέλεζε. 

Η αλάζηξνθε ζεκαηνδφηεζε EPHB4–ephrin B2 κπνξεί λα παίμεη θαζνξηζηηθνχο ξφινπο ζηελ 

αγγεηαθή αλάπηπμε. Η αιιειεπίδξαζε ηεο ephrin B2 κε ηνπο VEGFR2 ή  VEGFR3 επάγεη ηελ 

εζσηεξίθεπζε ζηε κεκβξάλε ησλ VEGFR θαη εληζρχεη ηελ αγγεηνγελή ζεκαηνδφηεζε. 

 

4.2   Ζ παζνινγηθή αγγεηνγέλεζε 

Ζ αββεζμβέκεζδ, ακ ηαζ ςθέθζιδ βζα ηδκ ακάπηολδ ηςκ ζζηχκ ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ, δεκ 

απμηεθεί πάκημηε εοενβεηζηή δζαδζηαζία. Σα αββεία ιπμνμφκ κα ηνμθμδμηήζμοκ 

θθεβιμκχδεζξ ηαζ ηαημήεεζξ κυζμοξ ηαζ κα αλζμπμζδεμφκ απυ ηανηζκζηά ηφηηανα βζα ηδ 

ιεηάζηαζδ ηςκ ηεθεοηαίςκ. Οζ απμηθίζεζξ απυ ηδ θοζζμθμβζηή αββεζμβέκεζδ υηακ είκαζ 

ηαηαζηαθηζηέξ μδδβμφκ ζε ακεπάνηεζα ηδξ (π.π. αββεζαηά εβηεθαθζηά επεζζυδζα, 

έιθναβια ιομηανδίμο, εθηχδεζξ δζαηαναπέξ ηαζ κεονμεηθοθζζηζηέξ κυζμζ) εκχ δ ιδ 

θοζζμθμβζηή ακάπηολδ ηαζ ακαδζαιυνθςζδ ηςκ αββείςκ παναηδνείηαζ ζε ανηεηέξ 

παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ ζοιπενζθαιαακμιέκςκ μλέςκ ηαζ πνυκζςκ θθεβιμκςδχκ 

δζαδζηαζζχκ υπςξ δ δζααδηζηή αιθζαθδζηνμεζδμπάεεζα, δ νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα ηαζ μζ 

ηαημήεεζεξ (156), αθθά ηαζ ζε πμθθέξ επζπνυζεεηεξ δζαδζηαζίεξ υπςξ δ παποζανηία, ημ 

άζεια, μ ζαηπανχδδξ δζααήηδξ, δ εκδμιδηνίςζδ, μζ ααηηδνζαηέξ θμζιχλεζξ ηαζ ηα 

αοημάκμζα κμζήιαηα. 

Οζ ζπδιαηζζιυξ αββεζαηχκ εηαθαζήζεςκ είκαζ μ ηαθφηενα παναηηδνζζιέκμξ ηνυπμξ 

κέμ-αββεζμβέκεζδξ πμο πενζθαιαάκεζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ ECs 
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ζε πενζμπέξ δίπςξ αββεία, ακ ηαζ δζάθμνμζ άθθμζ αββεζμβεκείξ ιδπακζζιμί έπμοκ επίζδξ 

πνμηαεεί (168). Ο ζοπκυηενμξ παεμθοζζμθμβζηυξ ιδπακζζιυξ εεςνείηαζ δ έθθεζρδ 

ζζμννμπίαξ ιεηαλφ πνμ- ηαζ ακηζαββεζμβεκχκ παναβυκηςκ πμο παναηείκεηαζ βζα ιεβάθεξ 

πενζυδμοξ ηαζ ζοκήεςξ ζοκμδεφεζ ηδ θθεβιμκή (169). 

Ο ζοκημκζζιυξ ηδξ αββεζμβέκεζδξ επζηοβπάκεηαζ απυ έκα εονφ θάζια εκενβμπμζδηχκ ηαζ 

ακαζημθέςκ πμο ζοβπνμκίγμοκ δζαδμπζηά ιία πμθφπθμηδ αθθδθμοπία βεβμκυηςκ. Ζ 

δζαδζηαζία αοηή απαζηεί εκενβμπμίδζδ πμθθαπθχκ οπμδμπέςκ απυ πμθοάνζειμοξ 

ζοκδέηεξ, πμο πενζθαιαάκμοκ ιεηαλφ άθθςκ ημοξ PlGF, aFGF ηαζ bFGF, Ang-1 ηαζ Ang-

2, PDGF ηαζ ημο HGF (170-173). Απυ ημοξ πμθοάνζειμοξ αββεζμβεκεηίημοξ πανάβμκηεξ μ 

VEGF εεςνείηαζ ςξ μ ηονίανπμξ ηδξ επαβυιεκδξ απυ ηδκ ακμζία αββεζμβέκεζδξ (174, 

175) ηαζ εηθνάγεηαζ ζε πμθθέξ θθεβιμκχδεζξ κυζμοξ υπςξ δ ανενίηζδα (176), δ 

αεδνμζηθήνοκζδ (126) ηαεχξ ηαζ ζε πενζπηχζεζξ απμοζίαξ ζζημζοιααηυηδηαξ (π.π. ηαηά 

ηδκ απυννζρδ ιμζπεφιαημξ) (177) ηαζ. Ο VEGF δνα ιέζς πνυζδεζδξ ζημοξ δφμ 

οπμδμπείξ ηζκάζδξ ηονμζζκζηδξ, VEGFR1 ηαζ VEGFR2 ακ ηαζ μζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ 

αζμθμβζηέξ δνάζεζξ ημο δζαιεζμθααμφκηαζ απυ ηδ ζδιαημδυηδζδ ημο VEGFR2 (178-180). 

Ο VEGF πανάβεηαζ ηυζμ απυ ECs υζμ ηαζ απυ ιμκμηφηηανα ηαζ εκενβμπμζδιέκα Σ-

θειθμηφηηανα (174, 181) πμο ιπμνμφκ κα δζεβείνμοκ ηδκ αββεζμβέκεζδ ζηα πθαίζζα 

θθεβιμκςδχκ απμηνίζεςκ (182-184). Ζ νφειζζδ ημο VEGF απυ ηδκ οπμλία έπεζ δεζπεεί 

ζε πμθθμφξ ηφπμοξ ηανηίκςκ αθθά ηαζ επμφθςζδ πθδβχκ πμο είκαζ βεκζηά ζζπαζιζηέξ 

πενζμπέξ. Χζηυζμ δ μλέςζδ, ζηαεενυ ζδιείμ θθεβιμκςδχκ ηαζ ζζπαζιζηχκ πενζμπχκ 

επίζδξ αολάκεζ ηδκ έηθναζδ ημο VEGF-A ηαζ ιάθζζηα ακελάνηδηα απυ ηδκ οπμλία (185). 

Ζ πνυκζα θθεβιμκή ηαζ δ αββεζμβέκεζδ απμηεθμφκ δφμ δζαδζηαζίεξ πμο ζοβηθίκμοκ. Ζ 

οπμλία απμηεθεί ημ ηφνζμ ενέεζζια ηαζ βζα ηζξ δφμ αοηέξ δζαδζηαζίεξ μδδβχκηαξ ζε 

ζοζζχνεοζδ ιαηνμθάβςκ ηαζ άθθςκ ηοηηάνςκ ημο ακμζμπμζδηζημφ (186) ηαεχξ ηαζ ζε 

οπενπαναβςβή αολδηζηχκ παναβυκηςκ (169, 170, 187, 188). Πμθθά απυ ηα ηφηηανα πμο 

θαιαάκμοκ ιένμξ ζηζξ θθεβιμκχδεζξ δζαδζηαζίεξ, απεθεοεενχκμοκ δζάθμνμοξ πανάβμκηεξ 

πμο δνμοκ άιεζα ή έιιεζα ζηα ECs. Δκαθθαηηζηά, δ αββεζμβέκεζδ ζοκηδνεί ηδ θθεβιμκή 

πανέπμκηαξ μλοβυκμ ηαζ ενεπηζηά ζοζηαηζηά βζα ηζξ ιεηααμθζηέξ ακάβηεξ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο ανίζημκηαζ ζηζξ θθεβιμκχδεζξ εζηίεξ (Δηθφλα 4.2). Ανπζηυ βεβμκυξ απμηεθεί δ 

παναβςβή NO, εκυξ ηαθά ακαβκςνζζιέκμο θθεβιμκχδμοξ ιεζμθααδηή, απυ ηδκ iNOS 

ηςκ θθεβιμκςδχκ ηοηηάνςκ. To NO επάβεζ ηδ δζαηαζζιυηδηα ηςκ αββείςκ ηαζ αολάκεζ ηδ 

δζαπεναηυηδηα ημοξ, βεβμκυξ πμο εοκμεί ηδκ ελαββείςζδ ηςκ ακμζμπμζδηζηχκ ηοηηάνςκ 

(189) . 
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Πμθθέξ άθθεξ πνμθθεβιμκχδεζξ ηοηηανμηίκεξ ηαζ ποιμηίκεξ πμο απεθεοεενχκμκηαζ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ θθεβιμκχδμοξ απυηνζζδξ, απμηεθμφκ ζζπονμφξ εκενβμπμζδηέξ ηςκ 

βεζημκζηχκ ECs ζηδκ πνμζέθηοζδ θθεβιμκςδχκ ηοηηάνςκ. Σμ πθέμκ ηνίζζιμ ζηάδζμ 

μθυηθδνδξ ηδξ δζαδζηαζίαξ απμηεθεί δ πνμζηυθθδζδ ηςκ ακμζμπμζδηζηχκ ηοηηάνςκ ζημ 

εκδμεήθζμ, δ μπμία εκενβμπμζεί ηδκ μθίζεδζδ ημοξ ηαζ ηδκ είζμδμ ημοξ ζημκ έζς πζηχκα 

ημο αββείμο. Οζ θθεβιμκχδεζξ ιεζμθααδηέξ πμο πανάβμκηαζ απυ ηα ακμζμπμζδηζηά 

ηφηηανα, ζημπεφμοκ ημοξ ζκμαθάζηεξ ηαζ ηα  ECs χζηε κα πανάβμοκ αββεζμβεκείξ 

πανάβμκηεξ (190), πανέπμκηαξ έιιεζδ εκενβμπμίδζδ ηδξ αββεζμβέκεζδξ. Σα 

πνμθθεβιμκχδδ ηφηηανα ιπμνμφκ ηαζ άιεζα κα δζεβείνμοκ ηδκ αββεζμβέκεζδ ηαεχξ ηα 

ίδζα πανάβμοκ αββεζμβεκείξ πανάβμκηεξ υπςξ VEGF, Ang, bFGF, HGF, PDGF, TGF-α, 

TNF-α ιεηαλφ άθθςκ, μζ μπμίμζ ιεηααζαάγμοκ ιζημβυκα ηαζ ιεηακαζηεοηζηά ζήιαηα ζημ 

εκδμεήθζμ (191-193). 

 

 

Δηθόλα 4.2 ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ρξφληαο θιεγκνλήο θαη 

αγγεηνγέλεζεο. Σα θιεγκνλψδε θχηηαξα εθθξίλνπλ απμεηηθνχο παξάγνληεο, πξσηεάζεο θαη 

θπηηαξνθίλεο πνπ επάγνπλ ηελ απνηθνδφκεζε ηεο εμσθπηηάξηαο ζεκέιηαο νπζίαο, ηελ αλάπηπμε, 

κεηαλάζηεπζε θαη ηε δηεζεηηθή ηθαλφηεηα ησλ ECs, δειαδή ηελ αγγεηνγέλεζε. Αληίζηξνθα, ηα 

αγγεηαθά ηνηρψκαηα εληζρχνπλ ηε ρξφληα θιεγκνλή παξέρνληαο θπηηαξνθίλεο, νμπγφλν θαη ζξεπηηθά 

ζπζηαηηθά θαη επηηξέπνληαο ηε ρπκνηαμία ησλ θιεγκνλσδψλ θπηηάξσλ. Η αγθχιε απηή εληζρχεη 

πεξαηηέξσ ηε θιεγκνλή θαη ηελ αγγεηνγέλεζε (194). 

 

Ζ οπμλία πμο απμηεθεί παναηηδνζζηζηυ ζδιείμ ηδξ θθεβιμκήξ, επάβεζ ηδκ έηθναζδ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα HIF μ μπμίμξ ιε ηδ ζεζνά ημο νοειίγεζ ηδ ιεηαβναθζηή 

εκενβμπμίδζδ πμζηίθςκ αββεζμβεκχκ βμκζδίςκ (190), εκχ ζδιακηζηυ νυθμ ηαηέπεζ ηαζ δ 
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εκενβμπμίδζδ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα NF-ηΒ απυ πνμθθεβιμκχδεζξ πανάβμκηεξ ηαζ 

μ μπμίμξ ειπθέηεηαζ ηυζμ ζηδ θθεβιμκή υζμ ηαζ ζηδκ αββεζμβέκεζδ (195, 196). Πνυζθαηα 

δεδμιέκα ζοκδβμνμφκ υηζ θθεβιμκή ηαζ αββεζμβέκεζδ ααζίγμκηαζ ζηδ δζαζηαονμφιεκδ 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ NF-ηΒ ηαζ Ang-Tie-2 ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ (195, 197). 

Ζ παεμθμβζηή αββεζμβέκεζδ ζοκακηάηαζ εηηυξ απυ ηζξ πνυκζεξ θθεβιμκέξ ηαζ ζηδκ 

αεδνμζηθήνοκζδ ζηδκ μπμία δ κεμαββείςζδ ηδξ αεδνςιαηζηήξ πθάηαξ εεςνείηαζ υηζ 

ζοιιεηέπεζ ζηδκ ελέθζλή ηδξ. ημκ αεδνμζηθδνςηζηυ έζς πζηχκα ηςκ αββείςκ, ηα 

κεμζπδιαηζζεέκηα αββεία ηαηακέιμκηαζ αηάηηςξ αθθά ζε πμθφ ποηκή δζάηαλδ ζηα ζδιεία 

δζάζπαζδξ ημο ιέζμο πζηχκα, εκχ μ έζς ηαζ μ ιέζμξ πζηχκαξ ζε επζπεπθεβιέκεξ πθάηεξ 

δζδεμφκηαζ απυ ιάγεξ ιζηνμαββείςκ υιμζα ιε αοηά ηςκ υβηςκ (198, 199). Σα πενζζζυηενα 

απυ ηα αββεία αοηά είκαζ ακχνζια ηαζ ιε δζαννμή επζηνέπμκηαξ δζδεήζεζξ απυ 

θθεβιμκχδδ ηφηηανα ηαζ είζμδμ ζοζηαηζηχκ ημο αίιαημξ (198). 

Σμ εκδμεήθζμ ζηα ηνζπμεζδή ημο έζς πζηχκα ειθακίγεζ αολδιέκδ έηθναζδ ιμνίςκ 

πνμζηυθθδζδξ υπςξ ηδξ E-ζεθεηηίκδξ, ICAM-1 ηαζ VCAM-1 (200) πμο οπμδδθχκεζ έκα 

εεηζηυ επακαηνμθμδμηζηυ ιδπακζζιυ ιεηαλφ αεδνμζηθήνοκζδξ ηαζ πνυκζαξ θθεβιμκήξ. Ζ 

αββεζμβέκεζδ ηαζ δ θθεβιμκή είκαζ δφμ ακελάνηδηεξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ πμο 

ζοκδέμκηαζ ςξ απυηνζζδ ζε αθάαδ. ηδκ μλεία θθεβιμκή ηα ηνζπμεζδή δζαηείκμκηαζ ηαζ 

αολάκμοκ ηδ δζαπεναηυηδηα ημοξ εκχ ζηδ πνυκζα θθεβιμκή ηςκ ιεβάθςκ αββείςκ, δ 

παναηδνμφιεκδ αεδνμζηθήνοκζδ ζπεηίγεηαζ ιε πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ vasa vassorum 

(αββεία ημο έλς πζηχκα ηςκ αββείςκ πμο αζιαηχκμοκ ημ αββεζαηυ ημίπςια) (201). 

πδιαηζζιυξ κέςκ vasa vassorum έπεζ ειπθαηεί ζε ακαπηοζζυιεκεξ αθθμζχζεζξ ςξ 

απμηέθεζια οπμλίαξ, έκα απυ ηα πθέμκ ζζπονά ενεείζιαηα βζα αββεζμβέκεζδ, πμο 

ζοιααίκεζ υζμ αολάκεηαζ ημ πάπμξ ημο έζς πζηχκα (201). Δπζπνυζεεηα, ημ θθεβιμκχδεξ 

δζήεδια απυ ιμκμηφηηανα/ιαηνμθάβα ηαζ Σ-θειθμηφηηανα πανάβεζ έκα ανζειυ δζαθοηχκ 

παναβυκηςκ (ηοηηανμηίκεξ, ποιμηίκεξ ηαζ αολδηζημφξ πανάβμκηεξ) πμο επδνεάγμοκ ηδκ 

ζοιπενζθμνά ηςκ ECs ηαζ οπμζηδνίγμοκ ημ επαβυιεκμ απυ θθεβιμκχδεζξ ηοηηανμηίκεξ 

αββεζμβεκέξ πνυβναιια. Ζ αββεζμβέκεζδ ζηδκ αεδνμζηθήνοκζδ εα πενζβναθεί 

ακαθοηζηυηενα ζημ ζπεηζηυ ηεθάθαζμ παναηάης. ε μνζζιέκεξ ηαηαζηάζεζξ υπςξ δ 

ζζπαζιζηή ηανδζαηή κυζμξ ηαζ δ πνμεηθαιρία, δ αββεζμβέκεζδ είκαζ ακεπανηήξ ηαζ 

πνμηαθεί εκδμεδθζαηή δοζθεζημονβία, αββεζαηέξ δζαιανηίεξ ή ηαζ οπμζηνμθή ηςκ 

αββείςκ, ειπμδίγμκηαξ ηδκ επακαββείςζδ, ηδκ επμφθςζδ ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ. 
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4.3   Αγγεηνπάζεηα ζηνλ ΔΛ 

Δδχ ηαζ ημοθάπζζημκ 30 πνυκζα, έκα δζηυνοθμ πνυηοπμ εκδζζιυηδηαξ έπεζ πενζβναθεί 

ζημ ΔΛ, ιε ημ δεφηενμ ζηέθμξ κα μθείθεηαζ ζε εακάημοξ μθεζθυιεκμοξ ζε πνχζιδ 

ηανδζαββεζαηή κυζμ (202). Κφνζα αζηζμθμβία ημο θαζκμιέκμο αοημφ είκαζ υηζ μ ΔΛ υπςξ 

ηαζ ηα πενζζζυηενα αοημάκμζα κμζήιαηα παναηηδνίγμκηαζ απυ εηζεζδιαζιέκδ, πνχζιδ 

ηαζ επζηαποκυιεκδ αεδνμζηθήνοκζδ (203-206) πμο δεκ ιπμνεί κα αζηζμθμβδεεί ιυκμ απυ 

ημοξ παναδμζζαημφξ πανάβμκηεξ ηζκδφκμο ηαηά Framingham (207-209). Αοηυξ μ 

αολδιέκμξ ηίκδοκμξ αεδνμζηθήνοκζδξ αολάκεζ ιε ηάεε έημξ ζηδ δζάνηεζα ηδξ κυζμο ηαζ 

απμηηά ζδζαίηενδ ζδιαζία ζηδκ πενίπηςζδ κέςκ βοκαζηχκ ιε ΔΛ ζηζξ μπμίεξ μ 

ηανδζαββεζαηυξ ηίκδοκμξ ιπμνεί κα είκαζ έςξ ηαζ 50 θμνέξ ορδθυηενμξ ζε ζπέζδ ιε 

ακάθμβδξ δθζηίαξ οβζείξ ιάνηονεξ (210, 211). Ακ ηαζ μζ δζαηαναπέξ ζηδ ακμζμνφειζζδ 

δζαδναιαηίγμοκ ηονίανπμ νυθμ (212), μζ αηνζαείξ ιδπακζζιμί πμο μδδβμφκ ζε 

εηζεζδιαζιέκμ ηανδζαββεζαηυ ηίκδοκμ παναιέκμοκ αδζεοηνίκζζημζ. Δκχ δ ζοζηδιαηζηή 

θθεβιμκή έπεζ ζοκδεεεί ιε ηδκ ακάπηολδ αεδνμζηθήνοκζδξ ηυζμ ζημ βεκζηυ πθδεοζιυ 

υζμ ηαζ ζε ζοβηεηνζιέκεξ παεμθμβζηέξ ηαηαζηάζεζξ, ηοπζηά μ ΔΛ παναηηδνίγεηαζ απυ 

παιδθυηενμ «ηθαζζζηυ θθεβιμκχδεξ θμνηίμ» ζε ζπέζδ ιε αοηυ πμο ειθακίγεηαζ ζηδ 

νεοιαημεζδή ανενίηζδα ή ζηζξ ζπμκδοθαενμπάεεζεξ. Πανυθα αοηά μ θφημξ ζπεηίγεηαζ ιε 

ορδθυηενμ ηανδζαββεζαηυ ηίκδοκμ ζε ζπέζδ ιε αοηέξ ηζξ κυζμοξ. Ζ παναηήνδζδ αοηή 

οπμδδθχκεζ υηζ μζ πανάβμκηεξ πμο ηζκδημπμζμφκ ηδκ επζηαποκυιεκδ αεδνμζηθήνοκζδ ζημ 

θφημ, δζαθένμοκ απυ ημοξ ηθαζζζημφξ πνμθθεβιμκχδεζξ πανάβμκηεξ (π.π. δ C-ακηζδνχζα 

πνςηεΐκδ) πμο έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ ζδζμπαεή αεδνμζηθήνοκζδ. Ζ αεδνμζηθήνοκζδ 

ζημ ΔΛ ειθακίγεηαζ ή ελεθίζζεηαζ ζημ 10% ηςκ αζεεκχκ ακά έημξ ηαζ ιεηαλφ ηςκ 

άθθςκ παναβυκηςκ δ ελέθζλδ αοηή ζπεηίγεηαζ ιε ηδ ιεβαθφηενδ δθζηία ηαζ ηδ ιαηνφηενδ 

δζάνηεζα κυζμο οπμζηδνίγμκηαξ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ πνυκζα έηεεζδ ζηζξ επαβυιεκεξ απυ ημ 

θφημ δζαηαναπέξ ηδξ ακμζμννφειζζδξ εοκμεί ηδκ ακάπηολδ ηδξ ηανδζαββεζαηήξ κυζμο 

(213). 

οκμθζηά μζ αζεεκείξ ιε ΔΛ ειθακίγμοκ αολδιέκδ ζοπκυηδηα ηςκ παναδμζζαηχκ 

παναβυκηςκ ηζκδφκμο πμο ζπεηίγμκηαζ ιε πνχζιδ αββεζαηή αθάαδ. οζπέηζζδ έπεζ 

ηαηαβναθεί ιεηαλφ ηαπκίζιαημξ ηαζ ανηδνζαηχκ ενμιαςηζηχκ βεβμκυηςκ (214), δ 

ανηδνζαηή οπένηαζδ ζπεηίγεηαζ ιε αολδιέκμ ηανδζαββεζαηυ ηίκδοκμ ηυξ ζημ ΔΛ υζμ ηαζ 

ζηδκ Ρ.Α. ηαζ δοζθζπμπνςηεσκαζιία πμο παναηηδνίγεηαζ απυ αολδιέκα επίπεδα VLDL, 

ορδθά επίπεδα ηνζβθοηενζδίςκ, ορδθή ή θοζζμθμβζηή LDL ηαζ παιδθή HDL ζε 

ζοκδοαζιυ ιε δζαηαναπέξ ζημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ποθμιζηνχκ (215, 216). Μεηααμθέξ ζηδ 
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θεζημονβία ηςκ θζπμπνςηεσκχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ ορδθήξ θζπμπνςηεΐκδξ α ηαζ 

ηδξ μλεζδςιέκδξ LDL, έπμοκ επίζδξ πενζβναθεί ζε αζεεκείξ ιε ΔΛ (215, 217). H HDL 

έπεζ επίζδξ ακαθενεεί υηζ ειθακίγεζ πνμθθεβιμκχδεζξ ζδζυηδηεξ ηαζ ζοκμδεφεηαζ απυ 

αολδιέκα επίπεδα μλεζδςιέκδξ LDL (218). Ανηεηέξ επίζδξ ιεηααμθζηέξ δζαηαναπέξ πμο 

πνμδζαεέημοκ ζε αεδνμζηθήνοκζδ ζημ βεκζηυ πθδεοζιυ είκαζ επίζδξ πανμφζεξ ζε 

αζεεκείξ ιε ΔΛ, υπςξ δ οπενμιμηοζηεσκαζιία (219) ηαζ δ ακηίζηαζδ ζηδκ ζκζμοθίκδ 

(220). 

Ακ ηαζ ηαζ μζ απυρεζξ δζίζηακηαζ ακαθμνζηά ιε ηδκ οπενακηζπνμζχπεοζδ ή ιδ ηςκ 

παναδμζζαηχκ παναβυκηςκ ηζκδφκμο ζημ ΔΛ (221, 222), είκαζ πνμθακέξ υηζ ηαζ άθθμζ 

πανάβμκηεξ ζοιαάθθμοκ ζηα αολδιέκα πμζμζηά ηανδζαββεζαηήξ κυζμο. Αηυια ηαζ ιεηά 

απυ νφειζζδ ηςκ παναιέηνςκ αοηχκ, μ ΔΛ παναιέκεζ ακελάνηδημξ πνμβκςζηζηυξ 

πανάβμκηαξ βζα ηανδζαββεζαηά βεβμκυηα, οπμζηδνίγμκηαξ ηδκ οπυεεζδ υηζ μζ ηθαζζζημί 

πανάβμκηεξ ηζκδφκμο ηαηά Framingham δεκ ιπμνμφκ κα αζηζμθμβήζμοκ ηδκ αολδιέκδ ηαζ 

πνχζιδ αεδνμζηθήνοκζδ πμο παναηδνείηαζ ζε αοημφξ ημοξ αζεεκείξ (208). 

Χξ έκαξ πζεακυξ ιδπακζζιυξ πμο πνμηείκεηαζ ζημ ΔΛ είκαζ δ ακζζμννμπία ιεηαλφ 

εκδμεδθζαηήξ αθάαδξ ηαζ επζδζυνεςζδξ. Ζ αολδιέκδ εκδμεδθζαηή αθάαδ ηαηαβνάθεηαζ 

ςξ αφλδζδ ζηα ηοηθμθμνμφκηα απμπηςηζηά εκδμεδθζαηά ηφηηανα, ηα ορδθά επίπεδα ηςκ 

μπμίςκ ζοζπεηίγμκηαζ ζζπονά ιε εκδμεδθζαηή δοζθεζημονβία, παναβςβή πνμενμιαςηζημφ 

ζζηζημφ πανάβμκηα (223) ηαζ απμηεθμφκ έκακ ακηζπνμζςπεοηζηυ δείηηδ ιεθθμκηζηήξ 

ακάπηολδξ αεδνμζηθήνοκζδξ (224). Γζάθμνα δζαθοηά ιυνζα πνμζηυθθδζδξ υπςξ VCAM-

1, ICAM ηαζ Δ-ζεθεηηίκδ πμο απεθεοεενχκμκηαζ ιεηά απυ εκδμεδθζαηή αθάαδ, 

ανίζημκηαζ αολδιέκα ζημ ΔΛ ηαζ ζοζπεηίγμκηαζ ιε αολδιέκδ επίπεδα αζαεζηχζεςκ ζηζξ 

ζηεθακζαίεξ ανηδνίεξ ηαζ επζπνυζεεηα δ θθεβιμκχδδξ εκενβμπμίδζδ 

ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ πανμοζία ηανςηζδζηχκ πθαηχκ (225). Σα 

εονήιαηα αοηά οπμδδθχκμοκ υηζ δ πνυκζα εκενβμπμίδζδ ημο εκδμεδθίμο ηαζ δ θθεβιμκή 

απμηεθμφκ ζδιακηζημφξ πανάβμκηεξ ηδξ αεδνμζηθδνςηζηήξ παεμθμβίαξ (226). Πανά ημκ 

εηηεηαιέκμ εκδμεδθζαηυ ηοηηανζηυ εάκαημ πμο ηαηαβνάθεηαζ ζημκ ΔΛ, έκα θαζκυιεκμ 

πμο ηακμκζηά εα έπνεπε κα ηζκδημπμζήζεζ ιία εκζζποιέκδ αββεζαηή επζδζυνεςζδ, αοηή 

ανίζηεηαζ ζδιακηζηά δζαηαναβιέκδ ζηδ κυζμ. Οζ αζεεκείξ ειθακίγμοκ ιεζςιέκμ ανζειυ 

ηςκ πνμενπμιέκςκ απυ ημ ιοεθυ ηςκ μζηχκ ηοηθμθμνμφκηςκ εκδμεδθζαηχκ πνμβμκζηχκ 

ηαζ αββεζμβεκχκ ηοηηάνςκ ηδξ ιοεθζηήξ ζεζνάξ. Αηυια ηαζ ηα θζβμζηά ηφηηανα πμο 

ηαηαβνάθμκηαζ παναηηδνίγμκηαζ απυ εηηεηαιέκδ απυπηςζδ αηυια ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ακεκενβμφ κυζμο, εθαηηςιέκδ  ζφκεεζδ πνμαββεζμβεκεηζηχκ ιμνίςκ ηαζ εθαηηςιαηζηή 

ζηακυηδηα βζα εκζςιάηςζδ ζε πνμζπδιαηζζιέκεξ αββεζαηέξ δμιέξ ηαζ δζαθμνμπμίδζδ ζε 
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χνζια εκδμεδθζαηά ηφηηανα (223, 227, 228). Έηζζ μζ αζεεκείξ ιε ΔΛ ειθακίγμοκ 

εθαηηςιαηζηή επζδζυνεςζδ ημο ηαηεζηναιιέκμο εκδμεδθίμο, πμο μδδβεί ζηδκ 

εβηαείδνοζδ εκυξ πενζαάθθμκημξ πμο επάβεζ ηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνςιαηζηήξ πθάηαξ. 

Έκαξ απυ ημοξ πζεακμφξ ιδπακζζιμφξ δζαηαναπχκ ζηδκ αββεζαηή επζδζυνεςζδ εεςνείηαζ 

δ αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ ηαζ μζ εκζζποιέκεξ δνάζεζξ ηςκ ηφπμο Η ζκηενθενμκχκ. Οζ ηφπμο 

Η ζκηενθενυκεξ (Type I IFNs) ηαζ ηονίςξ δ IFNα, δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ηδκ 

παεμβέκεζα ημο ΔΛ (48, 229). Χξ ιένμξ ηδξ παεμβέκεζαξ αοηήξ έπεζ πνμηαεεί ηαζ δ 

ακάπηολδ ηδξ ηανδζαββεζαηήξ κυζμο δ μπμία, ημοθάπζζημκ ηαηά έκα ιένμξ, απμδίδεηαζ 

ζηδκ IFNα ηαζ δοκδηζηά ηαζ ζε άθθεξ ηφπμο Η ζκηενθενυκεξ. Ζ IFNα επάβεζ απυπηςζδ ζηα 

EPCs/CACs ηαζ απμιαηνφκεζ ηα ιοεθζηά ηφηηανα πνμξ ιδ αββεζμβεκείξ θαζκμηφπμοξ υπςξ 

ηα χνζια δεκδνζηζηά ηφηηανα (228). Ακάθμβα εονήιαηα έπμοκ ηαηαβναθεί ηαζ ζε γςζηά 

ιμκηέθα θφημο εκχ θοζζμθμβζηά EPCs απυ πμκηίηζα αδοκαημφκ κα δζαθμνμπμζδεμφκ ζε 

χνζια εκδμεδθζαηά ηφηηανα πανμοζία IFNα (230, 231). Σα ιμκμπάηζα ιέζς ηςκ μπμίςκ δ 

IFNα επάβεζ ηδκ εθαηηςιαηζηή επζδζυνεςζδ πενζθαιαάκμοκ ηδκ ηαηαζημθή 

πνμαββεζμβεκεηζηχκ παναβυκηςκ υπςξ δ IL-1α ηαζ μ VEGF ηαζ αφλδζδ ημο 

ακηζαββεζμβεκμφξ πανάβμκηα ακαζημθέα ημο οπμδμπέα ηδξ IL-1. Ζ πνμζεήηδ 

ακαζοκδοαζιέκδξ IL-1α ζε ηαθθζένβεζεξ EPC/CAC απυ ΔΛ επακαθένεζ ηδ θοζζμθμβζηή 

εκδμεδθζαηή δζαθμνμπμίδζδ (230). Ακ ηαζ είκαζ πζεακυ δ εθάηηςζδ ηδξ IL-1 ηαζ δ αφλδζδ 

ημο ακαζημθέα ημο οπμδμπέα ηδξ κα ακηζζημζπεί ζε θαζκυηοπμ πμο πνμζηαηεφεζ ημ 

αββεζαηυ ζφζηδια, έκα πνμθίθ ηοηηανμηζκχκ πμο εκζζπφεζ ηζξ ακηζαββεζμβεκείξ απμηνίζεζξ 

ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ αββεζμπαεμβεκεηζηυ ηαζ κα επζηαπφκεζ ηδκ αεδνμζηθήνοκζδ ζημκ 

ΔΛ. Πνάβιαηζ, δ αββεζαηή εκενβμπμίδζδ ζε ζοκδοαζιυ ιε αολδιέκα επίπεδα ηςκ ηφπμο 

Η ζκηενθενμκχκ ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε πενζυδμοξ εκδμεδθζαηήξ αθάαδξ αημθμοεμφιεκδ 

απυ εθαηηςιαηζηή επζδζυνεςζδ. Σέημζα ηοηθζηή εκαθθαβή αθάαδξ ηαζ απμηοπδιέκδξ 

αββεζαηήξ επζδζυνεςζδξ εα ιπμνμφζε κα μδδβήζεζ ζε έκανλδ ηαζ επέηηαζδ αββεζαηχκ 

αθθμζχζεςκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηέημζςκ ελάνζεςκ (232). 

Πεναζηένς επζαεααίςζδ ημο νυθμο ηςκ ηφπμο Η ζκηενθενμκχκ ζηδκ πνχζιδ αββεζαηή 

αθάαδ ζημκ ΔΛ πνμηφπηεζ απυ ιεθέηδ ζε αζεεκείξ ιε ορδθή «οπμβναθή» ηςκ ηφπμο Η 

ζκηενθενμκχκ (type I interferon signature) μζ μπμίμζ ειθακίγμοκ εθαηηςιαηζηή 

εκδμεδθζαηή θεζημονβία υπςξ αοηδή εηηζιήεδηε απυ ημκ αββεζαηυ ηυκμ ηςκ πενζθενζηχκ 

ανηδνζχκ (233). Πνμηαηανηηζηέξ ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ δ «οπμβναθή» ηςκ ηφπμο Η 

ζκηενθενμκχκ ζπεηίγεηαζ ιε ημ πάπμξ ημο έζς-ιέζμο πζηχκα (IMT) ηςκ ηανςηίδςκ 

αζεεκχκ ιε ΔΛ. Δπζπνυζεεηα εονήιαηα ζοκδβμνμφκ βζα ηδκ πανμοζία εκυξ 

ακηζαββεζμβεκμφξ θαζκμηφπμο πμο εηδδθχκεηαζ ιε εθθαηηςιέκδ αββεζαηή ποηκυηδηα ηαζ 
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αολδιέκδ αββεζαηή αναίςζδ ζηα κεθνζηά αζιμθυνα αββεία (230). Πνυζθαηα ιεθεηήεδηε 

ηαζ δ ηοηηανζηή πνμέθεοζδ ηςκ ηφπμο Η ζκηενθενμκχκ πμο μδδβμφκ ζε δζαηαναπέξ ζηδ 

αββεζαηή επζδζυνεςζδ. Ακ ηαζ ηα pDCs απμηεθμφκ ημοξ ηφνζμοξ παναβςβμφξ IFN-α, δ 

απαθμζθή ημοξ δε δζμνεχκεζ ηδ δζαηαναπή ζηδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ EPCs/CACs ζημ θφημ 

(234). Σα παιδθήξ ποηκυηδηαξ ημηηζμηφηηανα (LDGs) πμο ακεονίζημκηαζ ζημ ηθάζια 

ηςκ ιμκμπφνδκςκ ηοηηάνςκ ειθακίγμοκ ιεηαλφ άθθςκ ζμαανή ημλζηυηδηα βζα ηα ECs ηαζ 

έπμοκ ζζπονή ζηακυηδηα βζα έηηνζζδ επανημφξ πμζυηδηαξ IFN-α ζηακήξ κα πανειααίκεζ 

ζηδκ αββεζαηή επζδζυνεςζδ. Ζ απαθμζθή ημοξ απυ ημ πενζθενζηυ αίια αζεεκχκ ιε ΔΛ 

επακαθένεζ ηδκ ζηακυηδηα δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ EPCs/CACs ζε εκδμεδθζαηή ιμκμζηζαάδα 

(234). 

οκμθζηά, ηα εονήιαηα αοηά επζαεααζχκμοκ ημκ ηαηαζηνμθζηυ νυθμ ηςκ ηφπμο Η 

ζκηενθενμκχκ ζηδκ εκδμεδθζαηή αζμθμβία ημο ΔΛ ηαζ εβείνμοκ ημ εκδεπυιεκμ υηζ δ 

ηαηαζημθή ηςκ δνάζεςκ ημοξ ιπμνεί υπζ ιυκμ κα αεθηζχζεζ ηδ δναζηδνζυηδηα ηδξ κυζμο 

αθθά κα ιεζχζεζ ηαζ ημκ ηανδζαββεζαηυ ηίκδοκμ. Δηηυξ υιςξ απυ ηζξ ηφπμο Η ζκηενθενυκεξ 

ηαζ άθθεξ ηοηηανμηίκεξ θαίκεηαζ κα ειπθέημκηαζ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ αββεζμπάεεζαξ ημο 

ΔΛ. Ζ πνμθθεβιμκχδδξ ηοηηανμηίκδ TNF-α θαίκεηαζ κα ηαηέπεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ 

έκανλδ ηαζ επέηηαζδ ηςκ αεδνμζηθδνςηζηχκ αθααχκ. Αολάκεζ ηδκ έηθναζδ ιμνίςκ 

πνμζηυθθδζδξ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ ECs ηαζ αολάκεζ ηδκ έηθναζδ ποιμηαηηζηχκ 

πνςηεσκχκ πμο επάβμοκ ηδκ πνμζέθηοζδ ιμκμηοηηάνςκ ηαζ Σ-θειθμηοηηάνςκ ζημ 

αββεζαηυ ημίπςια (235). ημ ΔΛ, ηα επίπεδα TNF-α ζημκ μνυ ανίζημκηαζ αολδιέκα ηαζ 

ζοζπεηίγμκηαζ εεηζηά ιε ηδκ ηθζιαηα αζαεζηχζεςκ ζηζξ ζηεθακζαίεξ ανηδνίεξ (226). 

Δπίζδξ ανίζημκηαζ ζδιακηζηά ορδθυηενα επίπεδα ζημκ μνυ ζε αζεεκείξ ιε ΔΛ ηαζ 

ηανδζαββεζαηή κυζμ ζε ζπέζδ ιε αοημφξ πςνίξ ηανδζαββεζαηή κυζμ ηαζ ζοζπεηίγμκηαζ 

εεηζηά ιε ηνμπμπμζδιέκμ θζπζδαζιζηυ πνυηοπμ (236) εκχ αολάκμοκ ηα επίπεδα ημο 

δζαθοημφ VCAM-1 (237). Χζηυζμ μ αηνζαήξ νυθμξ ηδξ ηοηηανμηίκδξ αοηήξ ζηδκ 

αββεζμπάεεζα ημο ΔΛ παναιέκεζ αζαθήξ. 

Ζ IFN-β πμο εηηνίκεηαζ απυ Σ-θειθμηφηηανα θοζζημφξ θμκείξ ιπμνεί επίζδξ κα 

ζοιαάθθεζ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ ζημ ΔΛ (238). Ζ ακηζαεδνμβυκμξ 

ηοηηανμηίκδ TGF-α ανίζηεηαζ εθαηηςιέκδ ζημ ΔΛ (239) εκχ ορδθά επίπεδα ηδξ 

πνμθθεβιμκχδμοξ ηοηηανμηίκδξ IL-17 ηαζ έηπηολδ ηςκ Σh17 ηοηηάνςκ έπεζ ηαηαβναθεί 

ζημ ΔΛ ηαζ μδδβμφκ ζε αολδιέκδ έηθναζδ ιμνίςκ πνμζηυθθδζδξ (240, 241). 

Σα Th1 CD4+ θχηηαξα παίγμοκ έκα παεμβεκεηζηυ νυθμ ζηδκ ηανδζαββεζαηή κυζμ ηαζ δ 

δζαθμνμπμίδζδ ημοξ ζηζξ αεδνμζηθδνςηζηέξ πθάηεξ επάβεηαζ απυ ηζξ ορδθέξ εηθνάζεζξ 

IFN-β ηαζ IL-12 (235). Σα ηφηηανα αοηά ιπμνεί επίζδξ κα έπμοκ νυθμ ηαζ ζηδκ 
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ηανδζαββεζαηή κυζμ ζημ ΔΛ ηαεχξ πμκηίηζα επζννεπή ζε αεδνμζηθήνοκζδ ειθακίγμοκ 

ορδθή αββεζαηή θθεβιμκή ηαζ δζδεήζεζξ απυ CD4+ Σ ηφηηανα ζηζξ αεδνμζηθδνςηζηέξ 

πθάηεξ ιεηά απυ ιεηαιυζπεοζδ ιοεθμφ μζηχκ ιε ηφηηανα απυ ΔΛ (242) εκχ δ έηεεζδ 

ημοξ ζηδκ ΗFN-α αολάκεζ ηδκ έηθναζδ ημο TRAIL πμο μδδβεί ζε απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ 

αεδνςιαηζηήξ πθάηαξ (243). Δπίζδξ πνμηείκεηαζ έκαξ οπμεεηζηυξ νυθμξ βζα ηα 

αοημδναζηζηά Σ-ηφηηανα ζηδκ εκδμεδθζαηή αθάαδ ζημ ΔΛ. Σα ηφηηανα αοηά ιπμνμφκ 

κα ζημηχζμοκ ηα APCs (244). Σα ECs ιεηά ηδκ εκενβμπμίδζδ ημοξ έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα 

κα δνμοκ ςξ APCs ηαζ ιεθέηεξ ζε απμννίρεζξ ιμζπεοιάηςκ οπμδδθχκμοκ υηζ ηα ECs ημο 

ιμζπεφιαημξ ιπμνμφκ κα εκενβμπμζδεμφκ απμηηχκηαξ έκα πνμ-θθεβιμκχδδ θαζκυηοπμ 

ηαζ αημθμφεςξ κα εακαηςεμφκ απυ Σ-ηφηηανα ημο λεκζζηή ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

ακηζβμκμπανμοζίαζδξ (245). Πεναζηένς ιεθέηδ ημο ιδπακζζιμφ ζημ ΔΛ απαζηείηαζ χζηε 

κα επζαεααζςεεί εάκ ζζπφεζ ηαζ βζα ηα ECs ημο θφημο. 

Ο νυθμξ άθθςκ οπμηφπςκ Σ θειθμηοηηάνςκ ζηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ 

ανίζηεηαζ οπυ δζενεφκδζδ. Γζα πανάδεζβια, παναιέκεζ αηυια αδζεοηνίκζζημ ακ μζ 

δζαηαναπέξ πμο έπμοκ ακαθενεεί ζηα νοειζζηζηά Σ-ηφηηανα (Σreg) ημο ΔΛ ζοιαάθθμοκ 

ζηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ (246). Πνμηείκεηαζ έκαξ οπμεεηζηυξ νυθμξ πμο 

πνμηφπηεζ απυ ηδκ παναηήνδζδ ζε γςζηά ιμκηέθα αεδνμζηθήνοκζδξ υηζ ακ δ θεζημονβία 

ηςκ Σreg δζαηαναπεεί, ηυηε εκζζπφεηαζ ζδιακηζηά δ ελέθζλδ ηδξ ηανδζαββεζαηήξ κυζμο 

(247). 

Ζ εκενβμπμίδζδ ημο ζοιπθδνχιαημξ απυ θθεβιμκχδεξ ενέεζζια ιπμνεί κα 

αθθδθεπζδνάζεζ ιε ακμζμζοιπθέβιαηα (ICs) πμο ακζπκεφμκηαζ ζημ ΔΛ ηαζ κα επάβεζ ηδκ 

έηθναζδ ιμνίςκ πνμζηυθθδζδξ ζηα ECs υπςξ ημο VCAM-1 ηαζ ηδξ E-ζεθεηηίκδξ. Σα 

ιυνζα αοηά ιπμνεί κα εκζζπφζμοκ ηδκ πνμζέθηοζδ μοδεηενμθίθςκ ηαζ ηδκ εκδμεδθζαηή 

αθάαδ. Τρδθά επίπεδα ICs ιεηαλφ oxLDL/α2GPI ηαζ ΗgG/ΗgM έπμοκ ακαθενεεί ζημ ΔΛ 

πανμοζζάγμοκ εεηζηή ζοζπέηζζδ ιε δζάθμνμοξ ηανδζαββεζαημφξ πανάβμκηεξ ηζκδφκμο 

(248). Ζ εθαηηςιέκδ έηθναζδ ημο ακηζ-αεδνμζηθδνςηζημφ ζοζηαηζημφ C1q ημο 

ζοιπθδνχιαημξ ζημ ΔΛ (249), δ εκενβμπμίδζδ ημο ζοιπθδνχιαημξ πμο έπεζ ειπθαηεί 

ςξ ιδπακζζιυξ ζηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ (250) ηαζ δ πανμοζία ηςκ ICs ή 

δζαηαναπέξ ηςκ οπμδμπέςκ ημοξ ζε γςζηά ιμκηέθα αεδνμζηθήνοκζδξ (251) οπμδδθχκμοκ 

ηδκ πζεακή ζοιιεημπή ημοξ ηαζ ζημ ΔΛ, πμο απαζηεί υιςξ επζαεααίςζδ. 

Ζ μλεζδςηζηή επζαάνοκζδ, πμο απμηεθεί έκα ηαθά επζαεααζςιέκμ πανάβμκηα 

εκδμεδθζαηήξ αθάαδξ, ειθακίγεηαζ ζε ορδθά επίπεδα ζημκ ΔΛ. Οζ αζεεκείξ 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ορδθά επίπεδα εκενβχκ νζγχκ μλοβυκμο ηαζ κζηνςδχκ πμο 

ηνμπμπμζμφκ ηζξ πνςηεΐκεξ ηαζ ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα ακηζζχιαηα πμο πανάβμκηαζ έκακηζ 
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ηςκ ηνμπμπμζδιέκςκ αοηχκ πνςηεσκχκ δδιζμονβείηαζ έκα πενζαάθθμκ πμο πνμδζαεέηεζ 

ζηδκ ακάπηολδ αεδνμζηθήνοκζδξ (252). Ζ μιμηοζηεΐκδ, έκα ιυνζμ ιε ζηακυηδηα κα 

αολάκεζ ηζξ εθεφεενεξ νίγεξ μλοβυκμο ζηδκ ηοηθμθμνία, ανίζηεηαζ αολδιέκμ ζημ ΔΛ ηαζ 

ζπεηίγεηαζ ιε αολδιέκμ IMT ζηζξ ηανςηίδεξ ηαζ αζαεζηχζεζξ ζηζξ ζηεθακζαίεξ ανηδνίεξ 

(253, 254). Δθαηηςιαηζημί ιδπακζζιμί άιοκαξ έκακηζ ημο δζαηαναβιέκμο 

μλεζδμακαβςβζημφ πενζαάθθμκημξ έπμοκ επίζδξ πενζβναθεί ζημ ΔΛ υπςξ δ ιεζςιέκδ 

δναζηζηυηδηα παναμλακάζδξ, εκυξ ακηζμλεζδςηζημφ εκγφιμο, πμο ανίζηεηαζ ζογεοβιέκμ 

ιε ηδκ HDL ηαζ απμηνέπεζ ηδκ μλείδςζδ ηδξ LDL. Σμ εφνδια αοηυ ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδκ 

πανμοζία αολδιέκςκ ηίηθςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ HDL ηαζ ηδξ α2GPI ηαζ ιε 

αολδιέκμ ηίκδοκμ αεδνμζηθήνοκζδξ (255). 

Ζ πανμοζία AECA έπεζ επίζδξ ακαθενεεί ςξ ημζκυ εφνδια ηυζμ ζημ ΔΛ υζμ ηαζ ζε 

άθθα αοημάκμζα κμζήιαηα (256). Σα AECA ακηζπνμζςπεφμοκ ιία εηενμβεκή μιάδα 

αοημακηζζςιάηςκ ζηνεθυιεκα ηαηά δμιζηχκ εκδμεδθζαηχκ πνςηεσκχκ ηαζ δ πανμοζία 

ημοξ ζημκ ΔΛ ηοιαίκεηαζ ιεηαλφ 15%-88% ιε ημ πθαηφ αοηυ εφνμξ κα μθείθεηαζ εκ 

ιένεζ ηαζ ζε ηεπκζηά εέιαηα (257). Ζ πανμοζία ηςκ AECA ζημκ ΔΛ έπεζ ζοζπεηζζηεί 

ηυζμ ιε ηδκ εκενβυηδηα ηδξ κυζμο υζμ ηαζ ιε ηδ θθεβιμκή ημο αββεζαημφ ημζπχιαημξ. Ζ 

ζοζπέηζζδ αοηή ηαζ δ απμοζία ηςκ AECA ζε ηαηαζηάζεζξ ζηζξ μπμίεξ δ αθάαδ ημο 

αββεζαημφ ημζπχιαημξ επάβεηαζ λεηάεανα απυ άθθμοξ εηηεθεζηζημφξ ιδπακζζιμφξ (υπςξ 

ηοηθμθμνμφκηα ακμζμζοιπθέβιαηα ζηδκ ζδζμπαεή ιζηηή ηνομζθαζνζκαζιία (258)) 

οπμδδθχκεζ έκα πζεακυ παεμβεκεηζηυ νυθμ ηςκ AECA. In-vitro ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ ζημ 

ΔΛ ηδκ ζηακυηδηα ηςκ AECA κα ζηαεενμπμζμφκ ημ ζοιπθήνςια (259), κα 

δζαιεζμθααμφκ ηδκ ελανηχιεκδ απυ ακηζζχιαηα ηοηηανμημλζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ 

θοζζηχκ θμκέςκ (NK cells) (258) ηαζ κα εκενβμπμζμφκ ηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ιε 

αφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ιμνίςκ πνμζηυθθδζδξ ηαζ έηηνζζδξ πνμ-θθεβιμκςδχκ 

ηοηηανμηζκχκ ηαζ ποιμηζκχκ ζηδκ πνςημβεκή αοημάκμζδ αββεζίηζδα (260, 261), ηαζ ζημ 

ζηθδνυδενια (262). Ζ ζοβηνίζζιδ δναζηζηυηδηα πμο πανμοζζάγμοκ ηα AECA απυ 

αζεεκείξ ιε εκενβυ ΔΛ ηαζ ενμιαςηζηή ενμιαμπεκζηή πμνθφνα ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

ECs οπμδδθχκεζ υηζ ιάθθμκ πνυηεζηαζ βζα έκα ημζκυ παναηηδνζζηζηυ αοηχκ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ (263, 264). Ακ ηαζ ηα εονήιαηα αοηά ειπθέημοκ ηα AECA ζηδκ μλεία 

εκδμεδθζαηή αθάαδ, μ πζεακυξ νυθμξ ημοξ (Δηθφλα 4.3.1) ζηδ πνυκζα ακάπηολδ 

αεδνμζηθήνοκζδξ παναιέκεζ οπυ δζενεφκδζδ. ΑΔCΑ ηαζ ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ζοπκά 

ζοκοπάνπμοκ ζηδκ ίδζα μνυ ηαζ έπεζ πνμηαεεί υηζ μζ δφμ ακηζζςιαηζημί πθδεοζιμί 

ιενζηχξ επζηαθφπημκηαζ. ηδκ πναβιαηζηυηδηα, ιμκμηθςκζηά ακηζ-DNA ακηζζχιαηα 

πνμενπυιεκα απυ ζηεθέπδ πμκηζηχκ επζννεπή ζημ θφημ (265) ηαζ πμθοηθςκζηά ακηζ-DNA 
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ιμκήξ έθζηαξ (ssDNA) ή ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα απμιμκςιέκα απυ μνμφξ αζεεκχκ ιε 

ΔΛ (158) ειθακίγμοκ δνάζδ ΑΔCΑ. Σα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα ζοκδεεμφκ 

ζηδκ εκδμεδθζαηή ηοηηανζηή ιειανάκδ είηε άιεζα είηε ςξ πνμ-ζπδιαηζζιέκα DNA-ακηζ- 

DNA ζφιπθμηα. Γεζιεοηζηέξ πνςηεΐκεξ DNA πμο δεζιεφμοκ ημ ηιήια DNA αοηχκ ηςκ 

ζοιπθμηχκ έπμοκ ηαοημπμζδεεί ζηδ ιειανάκδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, 

επζπθέμκ/πνυζεεηα ακηζβυκα δεζιεφμκηαζ άιεζα απυ ηα ακηζζχιαηα, πςνίξ βέθονα DNA 

(266). Αοηέξ μζ ιεθέηεξ ένπμκηαζ κα νίλμοκ θςξ ζηδκ αθθδθμεπζηάθορδ ιεηαλφ ΑΔCΑ ηαζ 

ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ, ζδίςξ υζμκ αθμνά ηδκ ζηακυηδηα ηςκ ηεθεοηαίςκ κα δεζιεφμοκ 

ακηζβυκα πμο ανίζημκηαζ ζηδ ιειανάκδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. 

 

 

Δηθόλα 4.3.1 Τπνζεηηθφο ξφινο ησλ αληη-ελδνζειηαθψλ απηναληηζσκάησλ ζηελ πξφθιεζε άκεζεο 

ελδνζειηαθήο βιάβεο ζηνλ ΔΛ. 

 

Γζάθμνμζ ιδπακζζιμί έπμοκ πνμηαεεί βζα ηδ δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ηα AECA 

εκδμεδθζαηή αθάαδ (Δηθφλα 4.3.1.1Α) ηαζ πενζθαιαάκμοκ ηυζμ ηδκ ηοηηανμημλζηυηδηα 

υζμ ηαζ ηδ θθεβιμκή. Οζ ιμνζαημί ιδπακζζιμί πμο εκενβμπμζμφκηαζ παναιέκμοκ 

οπμεεηζημί αθθά θαίκεηαζ υηζ ζημ ΔΛ ηα AECA πνμζδέκμκηαζ ηαζ εκενβμπμζμφκ ημ 

εκδμεήθζμ ιέζς παναβςβήξ IL-6 ηαζ έηθναζδ ICAM-1 ηαζ E-ζεθεηηίκδξ ηαζ πζεακά αοηυ 

βίκεηαζ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ημο NF-kB (Δηθφλα 4.3.1.1Β). (.Ο δζηηυξ νυθμξ ημο (NO) 
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έπεζ πενζβναθεί ηυζμ ζηδκ ηοηηανζηή απυπηςζδ υζμ ηαζ ζηδκ επζαίςζδ. Ζ εκδμεδθζαηή 

απυπηςζδ ιπμνεί κα πνμηθδεεί απυ ηα AECA ιέζς ιδπακζζιμφ δζαιεζμθααμφιεκμο απυ 

ημ ΝΟ πμο ειπθέηεζ ηα ιζημπυκδνζα (Δηθφλα 4.3.1.2). Ζ πενζζζυηενδ ςζηυζμ δζενεφκδζδ 

αθμνά ηαζ άθθα αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηονίςξ ζημζπείςκ ηςκ θζπμπνςηεσκχκ ηαζ ζηδκ 

ζηακυηδηα ημοξ κα επζηαπφκμοκ ηδκ ακάπηολδ ηδξ αεδνμζηθήνοκζδξ. Έπμοκ πενζβναθεί 

ακηζζχιαηα έκακηζ μλεζδςιέκςκ ιμνθχκ ηδξ LDL, έκακηζ ηδξ HDL ηαζ ApoAI, ηδξ Lp(α) 

ηαζ βζα ηα μπμία έπμοκ πενζβναθεί πμζηίθμζ νυθμζ ζηδκ εκδμεδθζαηή αθάαδ ημο ΔΛ 

(267). Οζ αζεεκείξ ιε ΔΛ έπμοκ επίζδξ ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ θζπμπνςηεσκζηήξ θζπάζδξ, 

ηα μπμία αολάκμκηαζ ιε ηδ δναζηδνζυηδηα ηδξ κυζμο ηαζ ιπμνεί κα ζοιαάθθμοκ ζε 

οπενηνζβθοηαονζδαζιία (268). Ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ εενιζημφ ζηνεξ 60 ηαζ 

65 (HSP60/65) εκζζπφμοκ ηδκ ακάπηολδ αεδνμζηθήνοκζδξ ζε δζάθμνα πεζναιαηζηά 

ιμκηέθα ηαζ ανίζημκηαζ αολδιέκα ζημ ΔΛ (269). Ακ ηαζ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ είκαζ ανηεηά ζοπκά ζημ ΔΛ. ηαζ έπεζ πνμηαεεί υηζ ειπθέημκηαζ 

ζε εκδμεδθζαηή αθάαδ (270), δζάθμνεξ ενεοκδηζηέξ μιάδεξ οπμζηδνίγμοκ υηζ ηα 

ακηζζχιαηα αοηά ιπμνεί κα ιδ ζοζπεηίγμκηαζ ιε άθθμοξ δείηηεξ εκδμεδθζαηήξ 

δοζθεζημονβίαξ (271). 

 

 

 

Δηθόλα 4.3.1.1 Τπνζεηηθφο ξφινο ησλ αληη-ελδνζειηαθψλ απηναληηζσκάησλ ζηελ πξφθιεζε 

ελδνζειηαθήο θιεγκνλήο ζηνλ ΔΛ (Α). εκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ελεξγνπνηνχληαη απφ ηα AECA 

ζηνλ ΔΛ  θαη ζηε λφζν Behcet’s (Β) 
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Δηθόλα 4.3.1.2 Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηεο δηακεζνιαβνχκελεο απφ AECA- ελδνζειηαθήο 

απφπησζεο θαη ελεξγνπνίεζεο κέζσ ηνπ NO-ξπζκηδφκελνπ κνλνπαηηνχ. 

 

Ζ ένεοκα πάκς ζημοξ πζεακμφξ ιδπακζζιμφξ ηδξ αββεζμπάεεζαξ ημο ΔΛ ζοκεπχξ 

επεηηείκεηαζ πνμηεζιέκμο κα ακζπκεοεμφκ μζ αηνζαείξ ιδπακζζιμί ηαζ ηα ιμκμπάηζα πμο 

ειπθέημκηαζ. Σα έςξ ηχνα ζδιακηζηά εονήιαηα ζοκμρίγμκηαζ ζηδκ εηθφλα 4.3.1.3. 

 

 

Δηθόλα 4.3.1.3 ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ πηζαλψλ κεραληζκψλ αγγεηνπάζεηαο ζηνλ ΔΛ. Η 

αιιειεπίδξαζε δηαθφξσλ θιεγκνλσδψλ κεζνιαβεηψλ απμάλεη ηελ ελδνζειηαθή βιάβε θαη ην 

ζρεκαηηζκφ ηεο αζεξσκαηηθήο πιάθαο ζην ΔΛ. 
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ΗΗ. ΚΟΠΟ 

 

Σα δζεζζδοηζηά Abs είκαζ αοημακηζζχιαηα ηα μπμία έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα δζαπενκμφκ 

ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ κα εκημπίγμκηαζ ζημ εζςηενζηυ γχκηςκ ηοηηάνςκ ιε 

αδζεοηνίκζζημοξ αηυιδ ιδπακζζιμφξ. Σα πενζζζυηενμ ιεθεηδιέκα δζεζζδοηζηά 

ακηζζχιαηα είκαζ αοηά πμο ακαβκςνίγμοκ ημ DNA δζπθήξ έθζηαξ (dsDNA), ηα μπμία 

παναηηδνίγμκηαζ απυ πμθοδναζηζηυηδηα, δδθαδή είκαζ ζηακά κα ακαβκςνίγμοκ ηαζ άθθα 

ακηζβυκα, υπςξ δ αηηίκδ ηαζ απηέκζα, υπςξ δ ηνζκζηνμθαζκυθδ. Ζ δζείζδοζδ 

αοημακηζζςιάηςκ ζε γχκηα ηφηηανα θαίκεηαζ κα ζοιιεηέπεζ ζηδκ παεμβέκεζα δζαθυνςκ 

αοημάκμζςκ κυζςκ, αθθά εκδέπεηαζ κα έπεζ ηαζ θοζζμθμβζηυ νυθμ ζε οβζή άημια. 

Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα δζεβείνμοκ ηδκ 

έηθναζδ/απεθεοεένςζδ ηςκ ηοηηανμηζκχκ απυ οβζή ακενχπζκα ιμκμπφνδκα ηφηηανα, ιε 

απμηέθεζια κα εκζζπφμοκ ηδ θθεβιμκχδδ ακηίδναζδ ηαζ κα πμθχκμοκ ηδκ ακμζζαηή 

απάκηδζδ, βεβμκυξ πμο ζοκεπάβεηαζ ζοιιεημπή ζηδκ παεμβέκεζδ δζάθμνςκ αζεεκεζχκ. 

Έπζζδξ, έπεζ ακαθενεεί υηζ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ ιε ορδθυ ηίηθμ ακηζ-dsDNA 

ακηζζςιάηςκ, δ αββεζμβεκεηζηή δναζηδνζυηδηα κα είκαζ αολδιέκδ ζε ζφβηνζζδ ιε εηείκδ 

ηςκ οβζχκ ιανηφνςκ.   

Έηζζ, ααζζηυξ ζημπυξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ήηακ δ δζενεφκδζδ  ηδξ δζεζζδοηζηήξ 

ζηακυηδηαξ ηςκ ακηζ-DNA ιμκμηθςκζηχκ CPAbs ηαζ δ ιεθέηδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ 

αζμθμβζηήξ δνάζδξ ημοξ. 

οβηεηνζιέκα, βζα ηδκ απάκηδζδ ημο ααζζημφ ζημπμφ ηέεδηακ μζ παναηάης επζιένμοξ 

ζηυπμζ 

1. Ζ απμιυκςζδ δζεζζδοηζηχκ CPAbs ηαζ ηα ακηίζημζπα ιμκμηθςκζηά ιάνηονεξ ζε 

ζηακέξ πμζυηδηεξ ηαζ κα παναηηδνζζημφκ μζ ακμζμπδιζηέξ ημοξ ζδζυηδηεξ 

2. Ζ ιεθέηδ ηςκ παναιέηνςκ δζείζδοζήξ ηςκ CPAbs ζηα ηφηηανα  

3. Ζ δζενεφκδζδ ημο νυθμο ηδξ θοζζηήξ ζφκδεζδξ ηςκ CPAbs ιε ημ DNA ηαζ άθθα 

ζοζηαηζηά ημο πονήκα ζηδ δζεζζδοηζηυηδηα ηαζ ηδ αζμθμβζηή δναζηζηυηδηά ημοξ, ηαζ  

4.  Ζ δζαθεφηακζδ πζεακήξ επίδναζδξ ζημκ αββεζμβεκεηζηυ θαζκυηοπμ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ. 

Μαηνμπνυεεζιμξ ζηυπμξ ηαζ θζθμδμλία ηδξ δζαηνζαήξ είκαζ δ δδιζμονβία 

παναηαηαεήηδξ ααζζηήξ βκχζδξ ζημ πεδίμ ηςκ ηοηηανμ-δζεζζδοηζηχκ ακηζζςιάηςκ πμο 

εα ζοιαάθθεζ ζηδ ιεηάθναζδ ηδξ βκχζδξ αοηήξ ζε i) ηαηακυδζδ ηδξ παεμβέκεζδξ 

αοημάκμζςκ κμζήιάηςκ, υπςξ μ ΔΛ, ηαζ ii) εεναπεοηζηέξ εθανιμβέξ, είηε ιυκα ημοξ, 
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είηε ςξ ιεηαθμνείξ θανιάηςκ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ αλζμπμζχκηαξ ημ δζεζζδοηζηυ 

δοκαιζηυ ημοξ. 
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Τιηθά θαη Μέζνδνη  
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ΗΗΗ.   ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ  

1   ΤΛΗΚΑ 

1.1   Αλαιψζηκα  

• ςθδκάνζα ηφπμο falcon 50 ηαζ 15 ml (Greiner bio one, Switzerland)  

• ςθδκάνζα ηφπμο eppendorf 1,5 ml (Sarstedt, France)  

• ςθδκάνζα βζα απμιυκςζδ ακηζζςιάηςκ 5 ml (Sarstedt)  

• ηήθεξ πνςιαημβναθίαξ econocolumn Ø2,5 x 20 cm (Bio-Rad, USA)  

• Μειανάκεξ βζα δζαπίδοζδ - Dialysis tubing (Sigma, Germany)  

• Φίθηνα 0,45 ιm (Sarstedt)  

• Φίθηνα 0,8 ιm (Millipore, USA)  

• Μειανάκδ ζοιπφηκςζδξ PM 30 (Millipore)  

• Φθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 75 ηαζ 25 ml (Nunc
TM

, Denmark)  

• Πθάηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 24 θνεαηίςκ ιε επίπεδμ ποειέκα (Corning, USA)  

• Πθάηεξ πμθοζηονεκίμο ιζηνμηζηθμπμίδζδξ 96 θνεαηίςκ ιε επίπεδμ ποειέκα βζα ELISA   

   (Nunc)  

• Σνοαθία Petri (ΒΗΒΔ, Δθθάδα)  

• Πθαζηζηέξ πζπέηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 10 ml, 5 ml ηαζ 2 ml (Sarstedt)  

• Αζιμηοηηανυιεηνμ Neubauer (Sigma)  

• ςθδκάνζα ηαηάρολδξ ηοηηάνςκ 1 ml (CryoTube Vials, Nunc
TM

)  

• φνζββεξ 20 ml, 10 ml ηαζ 5 ml (Πκμή, Δθθάδα)  

• Καθοπηνίδεξ ζηνμββοθέξ Ø 13 mm (Πκμή)  

• Ακηζηεζιεκμθυνμζ πθάηεξ (VWR International, UK)  

• Πζπέηεξ Pasteur ηθεζζηέξ (CEB, France)  

• Μζηνμπθάηεξ 96 θνεαηίςκ (Orange Scientific, Belgium)  
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1.2   Γηαιχκαηα–Υεκηθά  

• Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ (KP) 1 M  pH 7,4:  

Γζάθοια δζζυλζκμο θςζθμνζημφ ηαθίμο (KH2PO4) 1M ζε 1L (ιε dH2O):     

Κ2Ζ PO4 ·3 Ζ2Ο Μ.Β. 228,23 g/mol (Merck) 228gr 

Γζάθοια ιμκυλζκμο θςζθμνζημφ ηαθίμο (K2HPO4) 1M ζε1L (ιε dH2O):   

KH2PO4 Μ.Β. 136,08 g/mol (Merck) 136gr 

ημ δζάθοια K2HPO4 1M πνμζηίεεηαζ δ ηαηάθθδθδ πμζυηδηα δζαθφιαημξ  KH2PO4 1Μ  

χζηε ημ pH ημο ηεθζημφ δζαθφιαημξ κα βίκεζ 7,4.  

 

• Γηάιπκα γιπθίλεο 0,1Μ ζε 1L (ιε dH2O):  

 Γθοηίκδ M.B. 75,1 g/mol (Serva)  7,51gr 

 

•  Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ (ΝαΡ) 0,1Μ, pH 8: 

 Γζάθοια ιμκυλζκμο θςζθμνζημφ καηνίμο (Na2HPO4) 0.1M ζε 1L (ιε dH2O): 

 Na2HPO4 Μ.Β. 141,96 g/mol                                                                                         14,196 gr 

Γζάθοια δζζυλζκμο θςζθμνζημφ καηνίμο (NaH2PO4) 0.1M ζε 1L (ιε dH2O) : 

 NaH2PO4 Ζ2Ο Μ.Β. 137,99 g/mol 13,8 gr 

ημ δζάθοια Na2HPO4 0.1M πνμζηίεεηαζ δ ηαηάθθδθδ πμζυηδηα δζαθφιαημξ  

NaH2PO4 0.1Μ χζηε ημ pH ημο ηεθζημφ δζαθφιαημξ κα βίκεζ 8,0. 

 

•  Γηάιπκα CH3COOH 0,1Ν/NαCl 0.15M, pH 3 ζε 1 L (ιε dH2O): 

Γ/ια CH3COOH 1Ν ζε 100 ml (ιε dH2O) 

CH3COOH 100% (18,9N)  5,3 ml 

 NaCl Μ.Β. 58,4 g/mol 8.76 gr 

 

•  Γηάιπκα θηηξηθψλ 0,1Μ, pH 6 ή pH 4.5 ζε 1 L (ιε dH2O): 

 Γζάθοια ηζηνζημφ καηνίμο 0.1Μ C6H5Na3O7 2H2O Μ.Β. 294.10 g/mol 29.41 gr 

 οιπθδνχκεηαζ μ υβημξ ιε 800 ml dH2O 

 Ρφειζζδ  ζε pH 6 ή pH 4.5 ιε δζάθοια ηζηνζημφ μλέμξ 1Μ (C6H8O7 H2O,   

 210.14 g/mol) ηαζ ζοιπθδνχκεηαζ μ υβημξ ιε dH2O ζημ 1 L 
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•  Tris-Phosphate pH 8,3 ζε 4L dH2O : 

Tris Μ.Β. 121,14 g/mol 19,4  gr 

NaH2PO4 .H2O Μ.Β. 137.99 g/mol 13.8 gr 

•  Tris-Phosphate 50 mM NaCl pH 8,3 ζε 0.5L dH2O: 

 Tris-Phosphate pH8,3 400ml 

 NaCl M.B 58.44 g/mol 1.46 gr 

 Ρφειζζδ pH 8.3 ιε δζάθοια HCL 25 % 

 •  Tris-Phosphate 70mM NaCl pH 8,3 ζε 0.5L dH2O : 

 Tris-Phosphate pH8,3 400ml 

 NaCl M.B 58.44 g/mol 2.045 gr 

 Ρφειζζδ pH 8.3 ιε δζάθοια HCL 25 % 

 •  Tris-Phosphate 100mM NaCl pH 8,3 ζε 0.5L dH2O : 

 Tris-Phosphate pH8,3 400ml 

 NaCl M.B 58.44 g/mol 2.922 gr 

 Ρφειζζδ pH 8.3 ιε δζάθοια HCL 25 % 

  Tris-Phosphate 1M NaCl pH 8,3 ζε 0.5L dH2O: 

 Tris-Phosphate pH8,3 400ml 

 NaCl M.B 58.44 g/mol 29.22 gr 

 Ρφειζζδ pH 8.3 ιε δζάθοια HCL 25 %   

• Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ / ρισξηνχρνπ λαηξίνπ  (Phosphate Buffered 

Saline, PBS)  ζε 1L (κε dH2O):  

Υθςνζμφπμ κάηνζμ (NaCl) Μ.Β. 58,4 g/mol (Merck)  9 gr 

Ροειζζηζηυ δζάθοια ΚΡ 1Μ, pH 7,4         10 ml 

• PBS – Tween 0,1%:  

 Tween 20 (Merck)  1 ml 

PBS  1 L 

• Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris-HCl / ρισξηνχρνπ λαηξίνπ (Tris Buffered Saline, TBS):  

 NaCl (Merck)  9 gr 

 Tris Μ.Β. 121,1 g/mol (Merck)  3 gr 

Ρφειζζδ ημο pH ζημ 7,4 ιε πνμζεήηδ δζαθφιαημξ HCl 25% (Merck)  

• ΣBS – Tween 0,1%:  
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Tween 20 (Merck)  1 ml 

TBS  1 L 

• Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αλζξαθηθνχ-δηηηαλζξαθηθνχ λαηξίνπ [Carbonate BiCarbonate  

(CBC)] 1Μ, pH 9,6 ζε 1L dH2O:  

Ακεναηζηυ κάηνζμ (Na2CO3) (Merck, Germany)  35 gr 

Ολζκμ ακεναηζηυ κάηνζμ (NaΖCO3) (Merck)  56 gr 

• Γηάιπκα αιβνπκίλεο βνφο (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma) ζε PBS:  

Γζα ηoκ ημνεζιυ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ (blocking buffer) ζημ 

πμθοζηονέκζμ ζηδκ πθάηα βζα ELISA  
1%w/v  

Γζα ηδκ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ (blocking buffer) ζηδ  

δμηζιαζία ακμζμθεμνζζιμφ  
0,1%w/v  

• Εειαηίλε (Merck) ζε TBS:  

Γζάθοια βζα ηoκ ημνεζιυ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ (blocking  buffer) 

ζηδκ πθάηα  βζα ELISA  
0,5%w/v  

•  Τπφζηξσκα αιθαιηθήο θσζθαηάζεο:  

π-κζηνμθαζκυθδ (PNPP) (Sigma)  20 mg 

Γζαθφιαημξ αθηαθζηήξ θςζθαηάζδξ  20 ml 

Γζάθοια βθοηίκδξ – ηαοζηζημφ καηνίμο (NaOH) pH 10,4  0,1 Μ 

MgCl2 (Merck)  1 mM 

ZnCl2 (Merck)  1 mM 

  

• Γηάιπκα Tris-HCl 1,5M pH 8,8:  

Tris (Merck)  182 g/L 

SDS 10%  40 ml 

Ρφειζζδ ημο pH ζημ 8,8 ιε HCl 25%  

• Γηάιπκα Tris-HCl 0,5M pH 6,8:  

Tris (Merck)  60,6g/L 

SDS 10%  40 ml 

Ρφειζζδ ημο pH ζημ 6,8 ιε HCl 25%  

• Αθξπιακίδην-δηζαθξπιακίδην (Acr/Bis):  

 Αηνοθαιίδζμ  300 gr 
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 Γζζαηνοθαιίδζμ  8 gr 

• Yπεξζεητθφ ακκψλην [Ammonium Persulfate (AP) ((NH4)2S2O8)] ζε 0.5 L dH2O:  

 AP (Sigma)  0,05 gr 

• Πήθησκα δηαρσξηζκνχ (Seperating gel) 10%:  

dH2O  1,7 ml 

Tris pH 8,8  1,25 ml 

Acr/Bis  2 ml 

AP  50 ιl 

TEMED  5 ιl 

• Πήθησκα παθεηαξίζκαηνο (Stacking gel) 3%:  

dH2O  1,55 ml 

Tris pH 6,8  625 ιl 

Acr/Bis  0,3 ml 

• Γηάιπκα ειέθηξνθφξεζεο (Running Buffer) (4x):  

Tris (Merck)  12 gr 

Γθοηίκδ (Serva)  56 gr 

SDS (Sigma)  4 gr 

οιπθδνχκεηαζ ιε  dH2O ηαζ ημ pH νοειίγεηαζ ζημ 8,3  1 L 

• Γηάιπκα δεηγκάησλ (Sample Buffer):  

Tris-HCl pH 6,8  0.0625M 

SDS (Sigma)  10% 

Γθοηενυθδ (Serva)  30% 

α-ιενηαπημαζεακυθδ (Sigma)  25% 

Μπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ (Sigma)  0,01% 

οιπθδνχκεηαζ ιε dH2O ιέπνζ ηεθζηυ υβημ   10 ml 

• Γηάιπκα ρξψζεο γηα ειέθηξνθφξεζε (Stain solution):  

 Αζεακυθδ (Sigma)  225 ml 

 Coomasie Blue (Sigma)  1,25 gr 

 Ολζηυ μλφ (VWR International, UK)  40 ml 

 dH2O 230 ml 

• Γηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ γηα ειέθηξνθφξεζε (Destain solution):  

Oλζηυ μλφ (VWR International)  10% 

Aζεακυθδ (Sigma Aldrich)  20% 



                                                                                                                                                                                                           

         ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ                                                                                                                               

82 
 

 dH2O 70% 

• Γηάιπκα θαηάςπμεο θπηηάξσλ ζηνπο -80
ν
C:  

 FBS  

 DMSO 10% ημο ζοκμθζημφ υβημο  

• Παξαθνξκαιδευδε 2% (PFA) (Sigma):  

Γζα ηδκ παναζηεοή δζαθφιαημξ 4% w/v PFA:  

PFA  8 gr 

PBS  200 ml 

• Γηάιπκα δηαπεξαηφηεηαο θπηηάξσλ θαη θνξεζκνχ (Permeabilization Blocking Buffer):  

Γζάθοια BSA 1 mg/ml ζε Triton X-100 0,1% v/v 

• Mowiol 488 Reagent (Calbiochem): 

 Γθοηενυθδ 6 gr 

 Mowiol 2,4 gr 

 dH2O 6 ml 

 Πνμζεήηδ δζαθφιαημξ Tris-HCl 0,2 Μ pH 8,5 10 ml 

 

• Ακηζδναζηήνζμ Bradford (5x) (BioRad) 

• Trypan Blue Solution 0,4% (Fluka) 

•  Γζάθοια Θνορίκδξ 0,5% (10x) ιε EDTA 4Na 0,2% (Gibco)  

• Αζεακυθδ 100% (Riedel-de Haen) 

• Triton X-100 (Fluka): Μδ ζμκηζηυ απμννοπακηζηυ ζε ακαθμβία 0,1% v/v ζε PBS  

• DMSO [Dimethyl sulfoxide (C2H6OS)] (Serva)  

• Βαηηδνζμζηαηζηυ αγίδζμ [Azide (NaN3)] 2% w/v (Merck)  

• Μάνηονεξ Μμνζαηχκ Βανχκ βζα δθεηηνμθυνδζδ (Pharmacia)  

• TEMED (Ν,Ν,Ν,Ν-Tetramethyl-ethylenediamine) (Sigma)  

• Τπυζηνςια οπενμλεζδάζδξ ΣΜB (Seramun, Germany)  

• Γζάθοια Γςδεηοθμεεζσημφ καηνίμο [Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)] 10% (Sigma)  

1.2.1   Τιηθά Κπηηαξνθαιιηέξγεηαο 

•  Ονυξ ειανφμο αμυξ [Fetal Bovine Serum (FBS)] (Gibco):  

Θενιζηά αδνακμπμζδιέκμξ ζημοξ 56
μ
C βζα 30 min  
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•  Θνεπηζηυ Τθζηυ DMEM (Dulbeco‟s Modified Eagle‟s Minimal essential medium):  

50 ml DMEM (10X) (Biochrom, Germany)  

420 ml H
2
O (απεζηαβιέκμ, απμζηεζνςιέκμ)  

5 ml L-glutamine 2 mM (Gibco, Paisley, UK)  

5 ml νοειζζηζηυ δζάθοια Hepes 1M (Biochrom)  

18 ml Sodium Bicarbonate 7,5% (Gibco)  

5 ml Sodium pyruvate 100 mM (Gibco)  

5x10
5 

IU Πεκζηζθίκδ (Κυπεν Α.Δ., Δθθάδα)  

5x10
5 

IU ηνεπημιοηίκδ (Κυπεν Α.Δ.)  

5x10
-5 

Μ 2-ιενηαπημαζεακυθδ (2-ΜΔ) (Sigma, USA)  

500 ιl ιδ απαναίηδηα αιζκμλέα Γζα ηδκ ηαθθζένβεζα ηφηηανςκ ημ ενεπηζηυ οθζηυ  

 Σμ DMEM ειπθμοηίγεηαζ ιε 10% ημο ζοκμθζημφ υβημο FBS  

• Θνεπηζηυ οθζηυ RPMI 1640 (10Υ) (Biochrom, Germany) ημ μπμίμ παναζηεοάγεηαζ  

    υπςξ ημ DMEM. 

Γζα ηδκ ηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ ηα ενεπηζηά οθζηά ειπθμοηίζηδηακ ιε 10% ημο 

ζοκμθζημφ υβημο Fetal Bovine Serum (FBS).  

• Θνεπηζηυ οθζηυ Μ199 ειπθμοηζζιέκμ 20% ιε ειανοζηυ μνυ αμυξ (Fetal Calf Serum, 

 FCS, Invitrogen), 0,05 mg/ml ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement), 0,05 IU 

 δπανίκδξ/ml ηαζ 1% πεκζηζθίκδ/ζηνεπημιοηίκδ. 

 

1.3.   Αληηζψκαηα θαη θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο  

ηδκ ELISA πνδζζιμπμζήεδηακ:  

• Ακηζζχιαηα πνμαάημο πμο ακαπηφπεδηακ έκακηζ ακμζμζθαζνζκχκ ακενχπμο 

 ηάλδξ IgG, ζογεοβιέκα ιε ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδ (anti-human IgG- HRP 

 conjugated, developed in sheep, AH P003P, Serotec, UK).  

• Ακηζζχιαηα ηαηζίηαξ πμο ακαπηφπεδηακ έκακηζ ακμζμζθαζνζκχκ ακενχπμο ηάλδξ 

 IgG, ζογεοβιέκα ιε ημ έκγοιμ αθηαθζηή θςζθαηάζδ [anti-human IgG (β-chain 

 specific) - AP conjugated, developed in goat, A-3188, Sigma]  

ηα πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ πνδζζιμπμζήεδηακ:  
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• Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (Ζ+L) ακενχπμο ζογεοβιέκμ ιε θεμνίγμοζα 

 πνςζηζηή ALEXA
® 

fluor 488 2 mg/ml (A-11013, Invitrogen).  

• TO-PRO-3 iodide (642/661) (Invitrogen) – 1mM δζάθοια ζε DMSO Φεμνίγμοζα 

 πνςζηζηή πμο εζζένπεηαζ ζε πονήκεξ ιμκζιμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ, πνμζδέκεηαζ 

 ζημ DNA ηαζ απμννμθά αηηζκμαμθία ζηα 642 nm εκχ εηπέιπεζ ζηα 661 nm 

 δίκμκηαξ ιπθε θεμνζζιυ.  

Σα πμθοηθςκζηά ακηζζχιαηα ηςκ anti-pAkt (Ser473), anti-Akt, anti-pERK, anti-ERK, 

είκαζ υθα απυ ηδκ Cell Signaling Technology. Σα ακηζζχιαηα anti-actin ηδξ εηαζνίαξ 

Chemicon, πνδζζιμπμζήεδηακ βζα πμζμηζημπμίδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ζε δμηζιαζίεξ 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western. Tμ ιμκμηθςκζηυ ακηζζχια έκακηζ ηδξ ανςιμ-δευλο-

μονζδίκδξ (anti-BRDU) αβμνάζηδηε απυ ηδκ εηαζνεία Sigma-Aldrich (MO, USA). 

Σα δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε ημ έκγοιμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ (Horse 

Raddish Peroxidase, HRP) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηζξ δμηζιαζίεξ ακμζμαπμηφπςζδξ.  

 

1.4   Αληηγφλα  

Οζ έθεβπμζ εζδζηυηδηαξ ηςκ mAbs έβζκακ ιε ELISA έκακηζ ηςκ ελήξ ακηζβυκςκ:  

• μθζηή ζζηυκδ (from calf thymus) (Sigma)  

• DNA (native DNA from calf thymus) (Sigma)  

• Πθαζιζδζαηυ DNA pBlueScript ΗΗ KS (παναζηεοάζηδηε ζημ ενβαζηήνζμ 

 Ακμζμθμβίαξ)  

• Αηηίκδ-F αμυξ (Sigma)  

• ημοιπμοθίκδ αμυξ (Sigma)  

• ηαναμκζηή ακοδνάζδ (Sigma)  

• δπανίκδ (Sodium Salt, Porcine Intestinal Mucosa) (Merck)  

• ηνζκζηνμθαζκυθδ ζε θμνέα αθαμοιίκδξ (TNP-BSA)  

 

1.5   Κπηηαξηθέο ζεηξέο  

SK-BR-3: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο ιαζηζημφ 

αδέκα.  

MDA-MB-453: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο ιαζηζημφ   

αδέκα.  
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SK-OV-3: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ςμεήηδξ.  

T24: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ μονμδυπμο ηφζηεςξ.  

NCI-N87: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο ζημιάπμο.  

DU 145: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο πνμζηάηδ.  

HT-29: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο παπέμξ εκηένμο.  

Οζ παναπάκς ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηαθθζενβμφκηαζ ζε ενεπηζηυ οθζηυ RPMI πανμοζία 10% 

FBS. 

HeLa: Ακενχπζκδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά, επζεδθζαημφ ζζημφ ημο ηναπήθμο ηδξ 

ιήηναξ.  

NIH-3T3: Αεακαημπμζδιέκα ζκμαθαζηζηά ηφηηανα επίµομξ. Οζ ζκμαθάζηεξ πνμένπμκηαζ 

απυ  πνυδνμια ηφηηανα ημο ανπέβμκμο ζηδνζηηζημφ ζζημφ.  

Neuro-2a (N-2a): Νεονμαθάζηεξ πμο έπμοκ απμιμκςεεί απυ εβηέθαθμ επίιομξ ιε 

κεονμαθάζηςια. Σμ κεονμαθάζηςια είκαζ ζοιπαβήξ υβημξ πμο πνμένπεηαζ απυ ηα 

ανπέβμκα ηφηηανα ημο ζοιπαεδηζημφ κεονζημφ ζοζηήιαημξ.   

COS-7: Ηκμαθάζηεξ πμο έπμοκ απμιμκςεεί απυ κεθνυ αθνζηακζημφ πζεήημο 

(Cercopithecus aethiops).  

Οζ παναπάκς ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηαθθζενβμφκηαζ ζε ενεπηζηυ ιέζμ DMEM πανμοζία  

10% FBS. Σα ηφηηανα ακαπηφζζμκηαζ πνμζημθθδµέκα ζε πθαζηζηέξ επζθάκεζεξ (adherent 

cells). Ζ ηαθθζένβεζά ημοξ έβζκε ζε ηθίαακμ εενµμηναζίαξ 37
μ
C, ζε αηµυζθαζνα µε 5% 

CO2, ζε πενζαάθθμκ οβναζίαξ. 

1.6   Πεηξακαηφδσα 

Σα πεζναιαηυγςα πνμένπμκηαζ απυ ηδ ιμκάδα ακαπαναβςβήξ πεζναιαημγχςκ ημο 

Δθθδκζημφ Ηκζηζημφημο Παζηέν. Υνδζζιμπμζήεδηακ εκήθζημζ (4-6 εαδμιάδςκ), εδθοημί 

πμκηζημί ηδξ ζεζνάξ SCID NOD,Balb/c,C3H & NUDE βζα παναβςβή αζηζηχκ. 

1.7   Δξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο 

1.7.1   Όξγαλα θαη ζπζθεπέο 

  Κθίαακμξ ηοηηάνςκ (Thermo Electron Corporation).  

  Θάθαιμξ κδιαηζηήξ νμήξ (Thermo Electron Corporation). 

  Φοβυηεκηνμξ βζα eppendorf (202 MK Sigma, USA). 

  Φοβυηεκηνμξ (4K10 Sigma, USA). 

  Φοβυηεκηνμξ ελάπκςζδξ οπυ ηεκυ Hetovac VR-I, Heto.  

 οζηεοέξ μνζγυκηζαξ δθεηηνμθυνδζδξ κμοηθεσηχκ μλέςκ ζε πήηηςια αβανυγδξ, ηδξ   
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    εηαζνίαξ BRL.  

 οζηεοή ηάεεηδξ δθεηηνμθυνδζδξ πδηηςιάηςκ πμθοαηνοθαιζδίμο πνςηεσκχκ ηδξ     

     εηαζνίαξ Biorad (Mini Protean II). 

 οζηεοή βζα ηδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ ζε κζηνμηοηηανίκδ ηδξ εηαζνίαξ Biorad  

     (Mini Trans-Blot). 

  Σνμθμδμηζηά LKB, Biorad, Pharmacia.  

 Λάιπα εηπμιπήξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ ιήημοξ ηφιαημξ 302 nm, βζα ηδκ   

     μπηζημπμίδζδ κμοηθεσηχκ μλέςκ ζε πδηηχιαηα αβανυγδξ ηαηυπζκ ζπκδεέηδζδξ ιε   

     ανςιζμφπμ αζείδζμ.  

 Αοηυιαηδ θςημβναθζηή ιδπακή Polaroid, βζα ηδ θςημβνάθζζδ δθεηηνμθμνήζεςκ  

     κμοηθεσηχκ μλέςκ ζε πδηηχιαηα αβανυγδξ. 

  Φςηυιεηνμ μναηήξ ηαζ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ LKB Biochrom Ultrospec II, UK. 

  Φαζιαημθςηυιεηνμ πθαηχκ ELISA Dynatech Laboratories MRX, UK  

  Καηαρφηηεξ -20
μ
C ηαζ -80

o
C.  

 Θενιαζκυιεκδ πθάηα ιε εφνμξ εενιμηναζίαξ 20
μ
C-100

o
C, ιε οπμδμπείξ βζα 

 ζςθδκάνζα ηφπμο eppendorf πςνδηζηυηδηαξ 1,5 ml ηαζ βζα ζςθδκάνζα ηφπμο falcon 

 ηδξ εηαζνίαξ Thermoblock Scientific.  

  Πενζζηαθηζηή ακηθία απυ ηδκ εηαζνία LKB.  

  Μδπακζηέξ πζπέηηεξ Gilson. 

  Ζθεηηνμκζηυ pHιεηνμ Thermo Electron Corporation, USA.  

  Τδαηυθμοηνμ JULABO. 

  Μαβκδηζηυξ ακαδεοηήναξ STUART. 

  Ζθεηηνμκζηυξ γοβυξ απυ ηδκ εηαζνία Mettler. 

  Ζθεηηνμκζηυξ ιζηνμγοβυξ απυ ηδκ εηαζνία Adam Equipment. 

  Βζκηεμηάιενα Sony DCR SR32E. 

1.7.2   Γπαιηθά θαη πιαζηηθά  

 Πθαζηζηά αηνμνφβπζα (tips) ηςκ εηαζνζχκ Greiner Bio-one. 

 Πθαζηζηά αηνμνφβπζα ιε θίθηνμ (filter tips) ηδξ εηαζνίαξ Sarstedt. 

 Πθαζηζημί ζςθήκεξ (ηφπμο eppendorf) πςνδηζηυηδηαξ 1,5 ml ηςκ εηαζνζχκ Greiner  
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    Bio-one. 

 Πνμαπμζηεζνςιέκμζ δμηζιαζηζημί ζςθήκεξ πμθοπνμποθεκίμο ιε αζδςηυ πχια,  

        υβημο 15 ηαζ 50 ml (Falcon tubes) ηςκ εηαζνζχκ Greiner Bio-one. 

 Απμζηεζνςιέκεξ πθαζηζηέξ πζπέηηεξ ηςκ 2, 5 ηαζ 10 ml ηςκ εηαζνζχκ Sarstedt.  

 Απμζηεζνςιέκεξ πθαζηζηέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, ειααδμφ 25, 75 ηαζ 175  

       cm
2
, ηδξ εηαζνίαξ Costar. 

 Απμζηεζνςιέκα πθαζηζηά ηνοαθία ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, δζαιέηνμο 35 ηαζ 65 mm,      

 ηδξ εηαζνίαξ Corning. 

 Απμζηεζνςιέκεξ πθαζηζηέξ πθάηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, 6, 96 ηαζ 24 πδβαδζχκ απυ  

    ηζξ εηαζνίεξ Costar ηαζ Nunc.  

 Απμζηεζνςιέκα πθαζηζηά ηνοαθία βζα ηαθθζένβεζεξ ααηηδνίςκ, δζαιέηνμο 10 cm,  

    bacterial grade, ηδξ εηαζνίαξ VIVE.  

 Ακηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ ηαζ ηαθοπηνίδεξ ηδξ εηαζνίαξ Knittel-Glässer. 

 Φίθηνα απμζηείνςζδξ  ιε δζάιεηνμ πυνςκ 0,45/0,2 ιm (απυ ηδκ εηαζνία PALL) ηαζ  

    0,45 ιm (απυ ηδκ εηαζνία Schleicher schuell). 

 οζηεοή ζοιπφηκςζδξ 50 ml (Amicon) 

 Πθαζηζηέξ ηορεθίδεξ ιίαξ πνήζδξ, βζα θςημιέηνδζδ απυ ηδκ εηαζνία Sarstedt.  

 Κορεθίδεξ ιίαξ πνήζδξ απυ ηδκ εηαζνία Sarstedt.  

 Γζα ηδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ πνδζζιμπμζήεδηε δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ Hybond C  

    ηδξ εηαζνίαξ Amersham. 

 

1.7.3   Μηθξνζθόπηα θαη ινγηζκηθά επεμεξγαζίαο εηθόλαο 

 Ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ θςηεζκμφ πεδίμο ηαζ ακηίεεζδξ θάζδξ ηδξ εηαζνίαξ Zeiss, 

    ιμκηέθμ ID02 βζα ηδκ παναηήνδζδ γςκηακχκ ηοηηάνςκ. 

 Ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ (Bausch & Lomb, Germany) βζα παναηήνδζδ γςκηακχκ  

    ηοηηάνςκ. 

     Ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ θςηεζκμφ πεδίμο, ακηίεεζδξ θάζδξ ηαζ θεμνζζιμφ ηδξ  

    εηαζνίαξ Leica. 

     Ονευ ιζηνμζηυπζμ θςηεζκμφ πεδίμο, ακηίεεζδξ θάζδξ ηαζ θεμνζζιμφ Zeiss-

Axiophot.  
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 Φδθζαηή ηάιενα Leica DC-300 πμο πνμζανιυγεηαζ ζηα δφμ πνμδβμφιεκα  

    ιζηνμζηυπζα βζα ηδ θήρδ ιζηνμθςημβναθζχκ ιε ηδ αμήεεζα ημο θμβζζιζημφ Leica  

    IM50. 

 οκεζηζαηυ μνευ ιζηνμζηυπζμ ζάνςζδξ laser (Confocal Laser Scanning 

 Micorscope)  ηδξ εηαζνίαξ Leica, ιμκηέθμ TCP-SP, ελμπθζζιέκμ ιε θμβζζιζηυ 

 ηνζζδζάηαηδξ ακάθοζδξ  (Leica 3D analysis software). 

  φζηδια επελενβαζίαξ ηαζ πμζμηζηήξ ακάθοζδξ εζηυκαξ Image Pro Plus.  

 

2   ΜΔΘΟΓΟΗ  

2.1   ΜΔΘΟΓΟΗ ΚΤΣΣΑΡΟΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ 

2.1.1  Αλάπηπμε ησλ κνλνθισληθώλ αληηζσκάησλ ζε κεγάιε πνζόηεηα  

Πναβιαημπμζήεδηακ οανζδμπμζήζεζξ ζπθδκζηχκ ηοηηάνςκ απυ ιδ ακμζμπμζδιέκα 

πμκηίηζα ηδξ θοθήξ NZBxNZW (F1) ηα μπμία ειθακίγμοκ αοευνιδημ θφημ (ιμκηέθμ πμο 

ιζιείηαζ ηδκ ακενχπζκδ κυζμ ΔΛ), ιε ηδ ιοεθςιαηζηή, ιδ εηηνζηζηή ζεζνά NSO. Σα 

πμκηίηζα πνδζζιμπμζήεδηακ βζα οανζδμπμίδζδ ζε δθζηία 9 ιδκχκ πενίπμφ δθζηία ζηδκ 

μπμία εηδδθχκεηαζ αοευνιδηα δ αζεέκεζα ηαζ έπμοκ ζοκηεεεί ακηζ-DNA ακηζζχιαηα. 

οζηδιαηζημί εθέβπμζ ηςκ επζπέδςκ ηςκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ ιε ακμζμεκγοιζηή 

δμηζιαζία ELISA ζημκ μνυ ηςκ γχςκ απυ ημκ 4
μ
 έςξ ημκ 9

μ
 ιήκα, οπέδεζλακ ηδκ 

ηαηάθθδθδ δθζηία ηςκ πμκηζηχκ βζα ηδκ οανζδμπμίδζδ ηςκ ζπθδκζηχκ ηοηηάνςκ ιε ηδ 

ιοεθχιαηζηή ζεζνά. Σέημζα ακηζζχιαηα, πνμενπυιεκα απυ αοημάκμζμοξ πμκηζημφξ, είκαζ 

ήδδ βκςζηά ςξ πνμξ ηδ δζεζζδοηζηή ημοξ ζηακυηδηα ζηδ δζεεκή αζαθζμβναθία. 

Οζ πδβέξ ηςκ ακηζζςιάηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδ ιεθέηδ είκαζ: 

1)  Τπενηείιεκα ηαθθζενβεζχκ οανζδςιάηςκ Β-θειθμηοηηάνςκ πμο πανάβμοκ ηα 

ιμκμηθςκζηά  ακηζζχιαηα. 

2)  Αζηζηζηυ οβνυ πμο πανάβεηαζ ζε πμκηίηζα SCID (Severe Combined 

Immunodeficient mice) ιεηά απυ εκδμπενζημκασηή πμνήβδζδ ηςκ οανζδςιάηςκ- ηα μπμία 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ακεπανηέξ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια δζαζθαθίγμκηαξ έηζζ ηδκ 

απμοζία ακηζζςιάηςκ ημο γχμο. 

3)  Καεανά δζαθφιαηα ακηζζςιάηςκ, απαθθαβιέκα απυ ηζξ πνμζιίλεζξ πμο οπάνπμοκ 

ζηα αζηζηζηά οβνά (βζα ημκ ηαεανζζιυ αημθμοεήεδηακ δζάθμνεξ αζμπδιζηέξ ηαζ 
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ακμζμπδιζηέξ ιέεμδμζ υπςξ ηαηαηνήικζζδ ιε εεζζηυ αιιχκζμ, ζμκημακηαθθαβή ζε ζηήθδ 

DEAE-Sepharose ηαζ πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ ζε ζηήθδ πνςηεΐκδξ Α-Sepharose). 

2.1.1.1   Καιιηέξγεηα πβξηδσκάησλ κε κέζν απαιιαγκέλν απφ νξφ (SFM)  

Με ζηυπμ ηζξ θζβυηενεξ δοκαηέξ πνμζιίλεζξ απυ άθθεξ ακμζμζθαζνίκεξ ηαζ ηδ 

ιεβαθφηενδ δοκαηή παναβςβή ηςκ ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ (10D2) πνδζζιμπμζήεδηε 

ηαθθζένβεζα οανζδςιάηςκ ζε ιεβάθμ ανζειυ απμ απθέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, ιε 

ενεπηζηυ ιέζμ απαθθαβιέκμ απυ ζοζηαηζηά ημο μνμφ (Serum Free Medium-SFM). Όηακ 

ηα ηφηηανα/οανζδχιαηα θηάζμοκ ζε ζηακμπμζδηζηή θάζδ ακάπηολδξ ζημ ενεπηζημ οθζηυ 

ηαθθζενβεζαξ (DMEM/10% FBS), ιεηαθένμκηαζ ζε ενεπηζηυ οθζηυ SFM ηαζ ιεηά απυ 4-5 

διένεξ χνεξ ζοθθέβεηαζ ημ οπενηείιεκμ υπμο έπεζ εηηνζεεί ημ ακηίζςια. Μεηά απυ 

δζαδμπζηέξ θοβμηεκηνήζεζξ (1000 ηαζ 3000 rpm) ημ παναζηεφαζια ζοιποηκχκεηαζ ιε 

ζοζηεοή Amicon ηαζ αθήκεηαζ πνμξ εηηεηαιέκδ δζαπίδοζδ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια Tris-

Phosphate pH 8,3 ή  θςζθμνζηχκ ΝαΡ 0,1Μ pH 8,0. 

2.1.1.2   Καιιηέξγεηα πβξηδσκάησλ ζε εηδηθέο θιάζθεο 

Πνζκ πενζβναθεί δ ιεεμδμθμβία πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ ηαεανζζιυ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ εα πνέπεζ κα ακαθενεμφκ μζ ζοκεήηεξ ηαθθζένβεζαξ. Πναβιαημπμζήεδηε 

ηαθθζένβεζα οανζδςιάηςκ (5D3) ζε εζδζηέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ δομ 

δζαιενζζιάηςκ (Celline), υπμο βίκεηαζ παναβςβή ακηζζςιάηςκ ζε ορδθή ζοβηέκηνςζδ. Ζ 

εζδζηή αοηή θθάζηα ζημ εζςηενζηυ ηδξ απμηεθείηαζ απυ δφμ εαθάιμοξ. Έκακ ιεβάθμ ηαζ 

έκακ ιζηνυ – μ μπμίμξ δζαπςνίγεηαζ απυ ημ ιεβάθμ ιε ιζα διζπεναηή ιειανάκδ. ημ ιζηνυ 

εάθαιμ ημπμεεηείηαζ ημ επζεοιδηυ οανίδςια ιε 6ml ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ DMEM ιε 

1/100 ακηζαζμηζηυ (πεκζηζθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ) ηαζ εζδζηά επελενβαζιέκμο μνμφ 

ειανφμο αμυξ παιδθήξ πενζεηηζηυηδηαξ ζε ακμζμζθαζνίκεξ ημο γχμο (FBS low IgG *) 

απυ ημκ μπμίμ απμοζζάγμοκ ηα ΗgG (πμο ηακμκζηά πενζέπμκηαζ ζε αοηυκ). ημ ιεβάθμ 

εάθαιμ ημπμεεημφκηαζ πενίπμο 300ml οθζημφ DMEM ιε ηδκ ίδζα πμζυηδηα ακηζαζμηζημφ 

ηαζ 3% low IgG FBS. 

ε ηάεε θθάζηα ηαθθζενβείηαζ βζα 4-5 ιένεξ ημ οανίδςια ηάεε ιμκμηθςκζημφ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα θαιαάκεηαζ ημ πενζεπυιεκμ ημο ιζηνμφ εαθάιμο ηδξ θθάζηαξ υπμο ανίζημκηαζ 

ηα ηφηηανα. Σμ εηηνζκυιεκμ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια ζοβηναηείηαζ θυβς ηδξ ιειανάκδξ 

ζημ ιζηνυ εάθαιμ ηαζ δεκ πενκά ζημ ιεβάθμ. 
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Σμ πενζεπυιεκμ ημο ιζηνμφ εαθάιμο θοβμηεκηνείηαζ βζα 7 θεπηά ζε 1000rpm ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο, θαιαάκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημοξ -20
μ
 C. ημ 

οπενηείιεκμ πενζέπεηαζ ημ επζεοιδηυ ακηίζςια ηαζ αθαμοιίκδ ημο μνμφ αθθά 

απμοζζάγμοκ ηα άθθα IgG ημο μνμφ – ηάηζ πμο δζεοημθφκεζ ημκ ιεηέπεζηα ηαεανζζιυ ημο 

εηάζημηε ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ. 

2.1.1.3   Υνξήγεζε πβξηδσκάησλ ζε πεηξακαηφδσα 

Αζηζηζηυ οβνυ πμο πανάβεηαζ ζε πμκηίηζα SCID (Severe Combined Immunodeficient 

mice) -ιεηά απυ εκδμπενζημκασηή πμνήβδζδ ηςκ οανζδςιάηςκ- ηα μπμία παναηηδνίγμκηαζ 

απυ ακεπανηέξ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια δζαζθαθίγμκηαξ έηζζ ηδκ απμοζία ακηζζςιάηςκ 

ημο γχμο. 

 Ανπζηά βίκεηαζ δομ ιένεξ πνζκ, ακμζμπμίδζδ SCID πμκηζηχκ ιε 0,5 ml IFA  

 Μένμξ ηςκ ιμκμηθςκζηχκ ηοηηάνςκ πμνδβείηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζηδκ πενζημκασηή 

ημζθυηδηα ηςκ πεζναιαηυγςςκ βζα ηδκ δδιζμονβία αζηίηδ. 

 Πναβιαημπμζείηαζ ειαμθζαζιυξ ιε 0.5 ml εκαζςνήιαημξ ηοηηάνςκ (4x10
6
 

cells/mouse) ζε  ηάεε πμκηίηζ εκδμπνζημκασηά. 

 Μεηά απυ 2 εαδμιάδεξ έπεζ ακαπηοπεεί ανηεηή πμζυηδηα αζηίηδ, ημκ μπμίμ 

θαιαάκμοιε ιε ηδκ αμήεεζα ζφνζββαξ απυ ηδκ ημζθζά ημο πμκηζημφ. Αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 2000 rpm βζα 10 min ηαζ ζοθθμβή ημο οπενηείιεκμο  δζαθφιαημξ 

2.1.2   Κπηηαξηθέο ζεηξέο 

Ζ ηαθθζένβεζα υθςκ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βίκεηαζ ζε ενεπηζηυ 

οθζηυ DMEM ιε 10% η.υ μνυ ηαζ ηα ακηζαζμηζηά πεκζηζθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ (εηηυξ ακ 

ακαθένεηαζ δζαθμνεηζηά), ζε απμζηεζνςιέκεξ πθαζηζηέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 75 

cm
2
, ιέζα ζε επςαζηζηυ ηθίαακμ ζηαεενήξ εενιμηναζίαξ 37

μ
C, οβναζίαξ ηαζ 

ζοβηέκηνςζδξ CO2 5% η.υ. Όηακ ηα ηφηηανα ζπδιαηίγμοκ πθήνεξ ηαπήηζμ, 

πνδζζιμπμζείηαζ δζάθοια ηνορίκδξ/EDTA βζα 1-2 θεπηά, βζα ηδκ απμηυθθδζδ ημοξ απυ 

ημκ ποειέκα ηδξ θθάζηαξ ηαθθζένβεζαξ. ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα επακαζςνμφκηαζ ζε 

θνέζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ επζζηνχκμκηαζ ζε ηαζκμφνβζα θθάζηα. ε μνζζιέκεξ 

πενζπηχζεζξ είκαζ απαναίηδημ ηα ηφηηανα κα επζζηνςεμφκ ζε ζοβηεηνζιέκμ ανζειυ ακά 

ιμκάδα επζθάκεζαξ μπυηε, ιεηά ηδκ επακαναίςζή ημοξ, μ ανζειυξ ημοξ ακά ιμκάδα υβημο 
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ημο οθζημφ πνμζδζμνίγεηαζ ιε ηδ αμήεεζα ημο αζιαημηοηηανμιέηνμο, ηφπμο Neubauer ηαζ 

ηαεμνίγεηαζ έηζζ μ κέμξ υβημξ ζημκ μπμίμ εα επακαζςνδεμφκ βζα κα επζζηνςεμφκ.  

ε πενίπηςζδ πμο δ απαζημφιεκδ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ είκαζ ιζηνυηενδ απυ ηδκ 

ποηκυηδηα πμο απμηηάηαζ ιε ηδκ επακαδζάθοζή ημοξ, ηυηε ηα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ 

ζε θοβυηεκηνμ Beckman βζα 10 θεπηά ζηζξ 1200 rpm. ηδ ζοκέπεζα, ημ οπενηείιεκμ 

ενεπηζηυ οθζηυ απμννίπηεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα επακαζςνμφκηαζ ζημκ ηαηάθθδθμ υβημ.  

Όηακ ηα ηφηηανα πνυηεζηαζ κα απμεδηεοημφκ βζα ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια, ιεηά ηδκ 

απμηυθθδζή ημοξ επακαζςνμφκηαζ ζε οθζηυ ηαθθζένβεζαξ ζημ μπμίμ πνμζηίεεηαζ 20% η.υ 

FBS ηαζ 10% η.υ DMSO (dimethylsulfoxide) ηαζ θοθάζζμκηαζ ζε ααεζά ηαηάρολή -80
μ
C 

ή ζε δελαιεκή οβνμφ αγχημο ιέζα ζε εζδζηά θζαθίδζα ηνομπνμζηαζίαξ υβημο 1,8 ml.  

2.1.3   Αλαθαιιηέξγεηα θπηηάξσλ κε ρξήζε ζξπςίλεο 

Γζα ηδκ ζοκηήνδζδ ηδξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, υηακ ηα ηφηηανα πμθθαπθαζζάγμκηαζ ηαζ 

ηαηαθαµαάκμοκ πθήνςξ ηδκ επζθάκεζα ημο δμπείμο υπμο ακαπηφζζμκηαζ (culture flask), 

βίκεηαζ ακαηαθθζένβεζα µε ηδ πνήζδ δζαθφµαημξ ενορίκδξ. 

Ζ δζαδζηαζία ενορζκμπμίδζδξ βζα θθάζηα πμθοζηονεκίμο ηςκ 75 cm
2
 έπεζ ςξ ελήξ: 

Ανπζηά βίκεηαζ απμιάηνοκζδ ημο οπάνπμκημξ ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ αημθμοεμφκ 2 πθφζεζξ 

ηςκ ηοηηάνςκ ιε δζάθοια θςζθμνζηχκ PBS χζηε κα απμιαηνοκεμφκ ηα οπμθείιιαηα ημο 

μνμφ. ηδ ζοκέπεζα αθαζνείηαζ ημ PBS ηαζ πνμζηίεεηαζ 1 ml απυ ημ δζάθοµα ενορίκδξ. Σα 

ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα πενίπμο 3 min ζημοξ 37
μ
C ηαζ έπεζηα, µε εθαθνά πηοπήµαηα 

βίκεηαζ δ απμηυθθδζή ημοξ απυ ημ οπυζηνςµα. ημ επυιεκμ ζηάδζμ, πνμζηίεεηαζ πθήνεξ 

ενεπηζηυ οθζηυ (ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% FBS) ζε ηεηναπθάζζμ υβημ. Ο μνυξ απεκενβμπμζεί 

ημ έκγοιμ πνζκ δ δνάζδ ημο ηαηαζηεί ημλζηή βζα ηα ηφηηανα. Αημθμοεμφκ ιενζηέξ 

ακαδεφζεζξ ημο δζαθφιαημξ ιε πζπέηα ιζαξ πνήζεςξ χζηε κα δζαθοεμφκ ηοπυκ 

ζοζζςιαηχιαηα ηοηηάνςκ. Σέθμξ αθαζνείηαζ ημ επζεοµδηυ πμζμζηυ ηοηηάνςκ (ή 

ιεηαθένεηαζ ζε άθθδ θθάζηα) ηαζ ημ οπυθμζπμ παναµέκεζ εκηυξ ηδξ θθάζηαξ. 

Δκαθθαηηζηά, ημ ηοηηανζηυ εκαζχνδια ιπμνεί κα παβςεεί ηαζ κα απμεδηεοηεί (αθ. 

επυιεκδ πανάβναθμ). ηδ θθάζηα πνμζηίεεηαζ πμζυηδηα πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ πμο 

δίκεζ ηεθζηυ υβημ 30 ml ηαζ ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ ζημοξ 37
μ
C, υπμο πνμζημθθχκηαζ 

λακά ζημ οπυζηνςµα. 

2.1.4   Απνζήθεπζε θπηηαξηθώλ ζεηξώλ 

• Σμ ηοηηανζηυ εκαζχνδια θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 1000 rpm βζα 5 min. 
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• Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ημ ίγδια επακαζςνείηαζ ζε δζάθοια απμεήηεοζδξ, 

ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 10
6 

ηφη/ml. 

• Μεηαθένμοιε απυ 1 ml ζε εζδζηέξ αιπμφθεξ παβχιαημξ ηαζ ηζξ απμεδηεφμοιε ζε 

ααεζά ηαηάρολδ -80
μ
C βζα θίβεξ εαδμιάδεξ ηαζ έπεζηα ζε οβνυ άγςημ -170

μ
C, υπμο 

δζαηδνμφκηαζ βζα πμθφ ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια. Σμ δζάθοια απμεήηεοζδξ είκαζ ημλζηυ 

βζα ηα ηφηηανα,  βζ‟ αοηυ μζ αιπμφθεξ πνέπεζ κα ρφπμκηαζ αιέζςξ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο 

ζημ ηοηηανζηυ ίγδια. 

 

2.1.5   Σερληθή κέηξεζεο θπηηάξσλ κε αηκνθπηηαξόκεηξν Neubauer 

Ο ανζειυξ ηοηηάνςκ πμο απαζηείηαζ ζε ηάεε πενίπηςζδ οπμθμβίγεηαζ ζε Neubauer ιε ηδ 

αμήεεζα ηδξ πνςζηζηήξ Trypan Blue, δ μπμία αάθεζ ηα κεηνά ηφηηανα. Ζ ακαθμβία ημο 

ηοηηανζημφ δζαθφιαημξ ςξ πνμξ ημκ ηεθζηυ υβημ δζαθφιαημξ ιέηνδζδξ είκαζ ζοκήεςξ 1:5, 

αθθά ζε πενίπηςζδ ιζηνήξ πμζυηδηαξ ηοηηάνςκ εθανιυγεηαζ ηαζ 1:2. 

Ο ηφπμξ οπμθμβζζιμφ είκαζ μ ελήξ: Κφηανα/ml = NxTxA / 10
-4

x25 , υπμο: 

 -Ν, μ ανζειυξ ηοηηάνςκ πμο ιεηνήεδηακ 

 -Σ, μ ανζειυξ ηεηναβχκςκ πμο ιεηνήεδηακ 

 -Α, δ αναίςζδ ημο δείβιαημξ 

 -10
-4

, μ υβημξ ζε ml εκυξ ηεηναβχκμο 

 -25, μ ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηεηναβχκςκ 

Δηδηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ πξσηνθόιινπ 

Μία ανπζηή εηηίιδζδ ηδξ επίδναζδξ ηςκ mAbs ζηδ γςηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε ιε 

πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ Trypan Blue. Έπεζηα απυ επχαζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ HeLa ζε 

ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζέπεζ ημ οπυ ελέηαζδ ακηίζςια ζε ζοβηέκηνςζδ 100ιg/ml βζα 2 

χνεξ ζημοξ 37
μ
C, ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ πανμοζία ηδξ πνςζηζηήξ ηαζ αημθμοεεί 

παναηήνδζδ ζημ ιζηνμζηυπζμ. Σα κεηνά ηφηηανα δίκμοκ ιπθε πνχια. Υνδζζιμπμζήεδηακ 

δζαθμνεηζηέξ αναζχζεζξ δζαθφιαημξ Trypan Blue, βζα ηδ θήρδ αζθαθμφξ απμηεθέζιαημξ: 

ιεηά ηδκ επχαζδ, ημ ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζέπεζ ημ ακηίζςια αθαζνείηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ 

δζάθοια Trypan Blue ζε ενεπηζηυ οθζηυ DMEM  ζε ακαθμβία Trypan Blue: DMEM 1:1, 

2:1 ηαζ 5:1. Σα ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα 2 θεπηά, ημ δζάθοια αθαζνείηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ 

κέμ ενεπηζηυ οθζηυ. Σα ηφηηανα παναηδνμφκηαζ ζε ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ. ε υθεξ ηζξ 
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πενζπηχζεζξ, πνζκ ηδκ επχαζδ ιε ημ ακηίζςια, βίκμκηαζ πθφζεζξ ιε DMEM βζα κα 

απμιαηνοκεμφκ ηα κεηνά ηφηηανα πμο δεκ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ επίδναζδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ. 

2.1.6   Φζνξηζκν-αλνζνθπηηαξνρεκηθή ηερληθή γηα ηνλ έιεγρν ηεο δηείζδπζεο 

2.1.6.1 Αξρέο πλεζηηαθήο Μηθξνζθνπίαο (Confocal Microscopy) 

Καηά ηδκ ελέθζλδ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ηνίεδηε απαναίηδηδ δ πνήζδ ζοκεζηζαημφ 

ιζηνμζημπίμο (confocal microscope). Ζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία, ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 

ηθαζζηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, δίκεζ ημ ιεβάθμ πθεμκέηηδια ηδξ θήρδξ εζηυκςκ απυ 

δζαθμνεηζηά εζηζαηά επίπεδά ημο πνμξ απεζηυκζζδ ακηζηεζιέκμο, δδιζμονβχκηαξ 

πμθθαπθέξ αλμκζηέξ ημιέξ.  

Ζ ανπή θεζημονβίαξ ημο ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο ζηδνίγεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ μ 

θςηζζιυξ ηαζ δ παναηήνδζδ είκαζ πενζμνζζιέκα ζε έκα ζδιείμ ημο παναζηεοάζιαημξ. 

Αοηυ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ ημπμεέηδζδ εκυξ πμθφ ιζηνμφ δζαθνάβιαημξ (pinhole) ζημοξ 

μπηζημφξ άλμκεξ ημο ακηζηεζιεκζημφ ηαζ ημο ζοβηεκηνςηή θαημφ. Ζ ιεβέεοκζδ πμο 

επζηοβπάκεηαζ ζημ δείβια είκαζ υιμζα ιε ημο απθμφ ιζηνμζημπίμο θεμνζζιμφ (10x, 20x, 

40x, 63x). Ζ εζηυκα ζπδιαηίγεηαζ ιε ζάνςζδ υθςκ ηςκ ζδιείςκ ημο πεδίμο ημο 

ιζηνμζημπίμο.  Ανπζηά ημ παναζηεφαζια παναηδνείηαζ ιε θςξ μναημφ ιήημοξ ηφιαημξ ή 

ιε οπενζχδεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα επζθέβεηαζ δ αηηίκα Laser ανβμφ ή δθίμο-κέμο ή ηαζ ιε ηα 

δομ ζοβπνυκςξ.  Οζ εζηυκεξ δεκ είκαζ άιεζα μναηέξ (real time), αθθά δ παναηήνδζδ 

βίκεηαζ ζηδκ μευκδ ημο ιζηνμτπμθμβζζηή ημο ιζηνμζημπίμο.  

Σμ ζδιακηζηυηενμ πθεμκεηηήιαηα ημο ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο είκαζ υηζ ζε αοηυ 

εθαηηχκμκηαζ ηαηά πμθφ ηα ιδκφιαηα απυ ηα ιδ εζηζαζιέκα ζδιεία ημο 

παναζηεοάζιαημξ ιε απμηέθεζια κα εκζζπφεηαζ δ ακηίεεζδ (contrast) ημο 

παναζηεοάζιαημξ. Αοηυ ημ παναηηδνζζηζηυ επζηνέπεζ ηδ ζάνςζδ ημο παναζηεοάζιαημξ 

υπζ ιυκμ ςξ πνμξ ημοξ άλμκεξ x ηαζ y αθθά ηαζ ςξ πνμξ ημκ z (αάεμξ) ιε απμηέθεζια κα 

παίνκμοιε ηαθά εζηζαζιέκεξ ηνζζδζάζηαηεξ εζηυκεξ πμο υιςξ δεκ παναηδνμφκηαζ άιεζα, 

αθθά ιέζς ιζηνμτπμθμβζζηή ιε εζδζηά πνμβνάιιαηα (software) πμο ηάκμοκ ρδθζμπμίδζδ 

ηαζ ακαηαηαζηεοή ηδξ εζηυκαξ. 

Βαζηθφ πξσηφθνιιν 

Ζ ιέεμδμξ ημο ακμζμθεμνζζιμφ επζηνέπεζ ηδκ ακίπκεοζδ εκυξ ακηζβυκμο ηαζ ημκ 

εκημπζζιυ ηδξ εέζδξ ημο ζε ηοηηανζηυ ηαζ οπμηοηηανζηυ επίπεδμ αθθά ηαζ ζε επίπεδμ 
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ζζηχκ. ηδνίγεηαζ ζηδ πνήζδ ζπκδεεηδιέκςκ ιε θεμνίγμοζεξ μοζίεξ δεοηενμβεκχκ 

ακηζζςιάηςκ ηα μπμία ακαβκςνίγμοκ ηαζ πνμζδέκμκηαζ ζηδ ζηαεενή πενζμπή ηςκ 

πνςημβεκχκ ακηζζςιάηςκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδ δέζιεοζδ ημο επζεοιδημφ 

ακηζβυκμο. ε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ ηεπκμθμβία ηδξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ ηαζ ακάθοζδξ 

εζηυκαξ, μ ακμζμθεμνζζιυξ επζηνέπεζ ηδκ ηαοηυπνμκδ ακίπκεοζδ δφμ ή πενζζζυηενςκ 

ακηζβυκςκ, ηαεχξ ηαζ ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζήξ ημοξ. Γζα ημ ζημπυ 

αοηυ ηα ηφηηανα απμημθθχκηαζ είηε ιδπακζηά είηε εκγοιζηά απυ ημ ηνοαθίμ ηαθθζένβεζάξ 

ημοξ ηαζ επζζηνχκμκηαζ ζε ζοβηεηνζιέκδ ποηκυηδηα, π.π. 20.000 ηφηηανα ακά ηαθοπηνίδα 

δζαιέηνμο 13 mm, ιέζα ζε πθάηα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 24-εέζεςκ. Όηακ ηα ηφηηανα 

πνμζημθθδεμφκ ζημ οπυζηνςια, πνμζηίεεηαζ ενεπηζηυ οθζηυ ιέπνζξ υβημο 500 ιl ηαζ 

αημθμοεεί επχαζδ βζα 24-48 χνεξ. Μεηά απυ ημ πνμκζηυ αοηυ δζάζηδια, ημ ενεπηζηυ 

οθζηυ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ πθφζδ ιε ενεπηζηυ οθζηυ πμο 

απμιαηνφκεζ ηα κεηνά ηφηηανα, ηαζ πνμζηίεεηαζ κέμ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ ζημ μπμίμ 

είκαζ δζαθοιέκμ ημ οπυ ελέηαζδ ακηίζςια. 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζζχιαημξ είκαζ, ζηα πενζζζυηενα πεζνάιαηα, 100 ιg/ml αθθά 

πναβιαημπμζήεδηακ ηαζ πεζνάιαηα ζε μνζζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ιε πμζηίθεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ (απυ 2,5 ιg/ml έςξ 200 ιg/ml) βζα κα πνμζδζμνζζηεί δ άνζζηδ 

ζοβηέκηνςζδ ακηζζχιαημξ βζα ηδκ εηδήθςζδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ δζείζδοζδξ. Σα ηφηηανα 

επςάγμκηαζ ζημοξ 37
o
C ή ζημοξ 4

o
C βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα, απυ 3 θεπηά έςξ 72 

χνεξ. Έηζζ, ελεηάζηδηε δ ελάνηδζδ ηδξ δζείζδοζδξ απυ ηδ εενιμηναζία ηαζ ακαθφεδηε δ 

ακάπηολδ ημο θαζκμιέκμο ςξ πνμξ ημ πνυκμ. Αημθμοεεί δ ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

βζα 20 θεπηά ιε δζάθοια ιε ηδκ πνμζεήηδ παβςιέκδξ αζεακυθδξ ηαζ παναιμκή ζημοξ -

20
μ
C βζα 20 θεπηά ή 2% η.υ παναθμνιαθδεΰδδ ζε PBS ηαζ παναιμκή ζημοξ 37

μ
C βζα 20 

θεπηά. ηδ ζοκέπεζα βίκεηαζ δ ηάθορδ ηςκ ιδ-εζδζηχκ ακηζβμκζηχκ εέζεςκ ιε επχαζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ βζα ιία χνα, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζε δζάθοια ημ μπμίμ πενζέπεζ αυσα 

αθαμοιίκδ. 

Αημθμοεεί δ επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ δζάθοια ηςκ πνςημβεκχκ οπμ ελέηαζδ 

ακηζζςιάηςκ. Ζ αναίςζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ βίκεηαζ ζημ ίδζμ δζάθοια ιε ημ μπμίμ έβζκε δ 

ηάθορδ ηςκ ιδ-εζδζηχκ εέζεςκ, πνμηεζιέκμο κα πενζμνζζηεί μ «ευνοαμξ». Σα πνςημβεκή 

ακηζζχιαηα ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ζε ζοκδοαζιμφξ ακά δφμ ή αηυια ηαζ ακά ηνία 

ανηεί κα έπμοκ παναπεεί ζε δζαθμνεηζηυ λεκζζηή ηαζ κα ακηζδνμφκ ηαηυπζκ ημζκήξ 

επελενβαζίαξ ηςκ δεζβιάηςκ. Ο δζαθμνεηζηυξ λεκζζηήξ ελαζθαθίγεζ υηζ ζημ επυιεκμ 

ζηάδζμ πμο είκαζ δ ακηίδναζδ ηδξ ζηαεενήξ πενζμπήξ ημο πνςημβεκμφξ ακηζζχιαημξ ιε ημ 

δεοηενμβεκέξ, ζογεοβιέκμ ιε θεμνίγμοζα πνςζηζηή, ακηίζςια εα οπάνλεζ ελεζδίηεοζδ 
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ηςκ δφμ δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ [π.π. goat anti-mouse IgG-AlexaFluor 488 (πνάζζκμ) 

ηαζ goat anti-rabbit IgG-AlexaFluor 546 (ηυηηζκμ)]. Σα πνςημβεκή ακηζζχιαηα πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ακαθένμκηαζ παναπάκς, υπμο ακαθένεηαζ ηαζ δ αναίςζδ βζα ημ 

ηαεέκα απυ αοηά ηαζ μζ ζοκδοαζιμί ημοξ βζα ημ ηάεε πείναια ακαθένμκηαζ ζηα ακηίζημζπα 

πεδία ηδξ εκυηδηαξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ. Ζ επχαζδ ιε ηα πνςημβεκή οπμ ελέηαζδ 

ακηζζχιαηα βίκεηαζ βζα 2 χνεξ ζημοξ 37
μ
C ή ζημοξ 4

μ
C, ζε εζδζηυ δμπείμ ιε οβναζία.  

Μεηά απυ αοηυ ημ πνμκζηυ δζάζηδια, μζ ηαθοπηνίδεξ ιε ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ 

ιε PBS ηαζ αημθμοεεί δ επχαζδ ιε ημκ ηαηάθθδθμ ζοκδοαζιυ δεοηενμβεκχκ 

ακηζζςιάηςκ, ζογεοβιέκςκ ιε θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ, χζηε κα επζηεοπεεί δζπθυξ 

ακμζμθεμνζζιυξ. Σα δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ακαθένμκηαζ 

παναπάκς ηαζ μζ ζοκδοαζιμί ημοξ βζα ηάεε πείναια ακαθένμκηαζ ζηα ακηίζημζπα πεδία 

ηδξ εκυηδηαξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ. Ζ επχαζδ ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια βίκεηαζ βζα 2 χνεξ 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, ζε εζδζηυ θςημζηεβέξ δμπείμ ιε οβναζία. Χξ ανκδηζημί 

ιάνηονεξ πνδζζιμπμζήεδηακ δείβιαηα πμο επςάζηδηακ  ιυκμ ιε δεφηενμ ακηίζςια ή ιδ 

δζεζζδοηζηα ακηζζχιαηα. ηδ ζοκέπεζα μζ ηαθοπηνίδεξ ιε ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ 

ιε PBS ηαζ ιία θμνά ιε dH2O ηαζ αημθμοεεί δ ημπμεέηδζή ημοξ ζε ακηζηεζιεκμθυνεξ 

πθάηεξ ιε ηδ ιεζμθάαδζδ ημο οθζημφ Mowiol. Όηακ ηα παναζηεοάζιαηα ζηεβκχζμοκ, 

είκαζ έημζια βζα παναηήνδζδ ζε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ. 

Δηδηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ πξσηνθόιινπ 

Σμ ΜΣS είκαζ ιζα πνςιμβυκμξ ιέεμδμξ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ανζειμφ ηςκ αζχζζιςκ 

ηοηηάνςκ ζε πμθθαπθαζζαζιυ, ηοηηάνςκ. Πενζέπεζ ιζα έκςζδ ηεηναγμθίμο [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

inner salt; MTS ηαζ έκα ακηζδναζηήνζμ ζφγεολδξ δθεηηνμκίςκ (phenazine ethosulfate; 

PES). Σμ PES έπεζ αολδιέκδ πδιζηή ζηαεενυηδηα, δ μπμία ημο επζηνέπεζ κα ζοκδοάγεηαζ 

ιε MTS βζα κα ζπδιαηίζεζ έκα ζηαεενυ δζάθοια. Ζ δμηζιαζία πνδζζιμπμζεί θαζκαγίκδ 

(phenazine methosulfat, PMS) ςξ ακηζδναζηήνζμ ζφγεολδξ δθεηηνμκίςκ. Γζα ηδκ αηνίαεζα, 

ηα ηφηηανα ημπμεεηήεδηακ ακά θνεάηζμ πθάηαξ 96 θνεαηίςκ, βζα 24 χνεξ, ζηδ ζοκέπεζα 

επςάζηδηακ ιε 100θ απυ ηα δείβιαηα βζα 6, 24 ηαζ 48 χνεξ ηαζ αημθμφεςξ, ζηα ηφηηανα 

πνμζηέεδηακ 20 θ ακά θνεάηζμ ΜΣS βζα 4 χνεξ ηαζ ιέηνδζδ ηδξ μηπζηήξ ποηκυηδηαξ ζηα 

492nm. 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο BrdU πμο έπεζ εκζςιαηςεεί ζημ DNA ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ 

ηοηηάνςκ, ιεηά ηδ ιμκζιμπμίδζδ, ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ ιε 2Ν HCl, 0,1% η.υ Σriton X-

100 βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Αημθμοεεί επχαζδ ιε νοειζζηζηυ δζάθοια 
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ελζζμννυπδζδξ αμνζημφ μλέμξ 0,1 Μ βζα 20 θεπηά ηαζ 3 πθοζίιαηα ιε PBS, πνζκ απυ ηδκ 

επχαζδ ηάθορδξ ηςκ ιδ-εζδζηχκ εέζεςκ.  

Γζα ηδ ιεθέηδ ημο ααειμφ ζοιπφηκςζδξ ηδξ πνςιαηίκδξ πνδζζιμπμζδεδηε δ πνςζηζηή 

Hoechst [2‟-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5‟-bi-1H-bezimidazole] ιζα 

θεμνίγμοζα μοζία δ μπμία ζοκδέεηαζ ελςηενζηά ιε ηνεζξ ή πενζζζυηενεξ δζαδμπζηέξ 

αάζεζξ αδεκίκδξ-εοιίκδξ ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ημο DNA, επζηνέπμκηαξ έηζζ ημκ εκημπζζιυ ηδξ 

πνςιαηίκδξ ημο ηοηηάνμο. Έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα πνμζδέκμκηαζ ζε ιυνζα DNA, 

πνμηαθχκηαξ  έκημκδ ιπθέ θεμνίγμοζα πνχζδ οπυ ημ οπενζχδεξ θςξ. Έηζζ, ιεηά ηδ 

ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ, πνμζηέεδηε ζε αοηά δζάθοια πνχζδξ πονήκςκ ιε Hoechst 

(1:500) βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ έπεζηα επςάζηδηακ ιε ακηζζςια 

έκακηζ ηδξ ΗgG (Ζ+L αθοζίδα) πμκηζημφ ζογεοβιέκμ ιε πνάζζκδ μοζία Alexa 488. 

Άιια πξσηόθνιια αλνζνθζνξηζκνύ πνπ δνθηκάζηεθαλ 

Μμκζιμπμίδζδ ιε PFA ηαζ βθμοηαναθδεΰδδ ηαζ πνυηθδζδ δζαπεναηυηδηαξ ιε ιεεακυθδ. 

Μεηά ηδκ επχαζδ ιε ηα ακηζζχιαηα ηαζ ηζξ πθφζεζξ ιε ενεπηζηυ οθζηυ, ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε PFA 4% ηαζ βθμοηαναθδεΰδδ 1% ζε PBS βζα 20 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Αημθμοεμφκ 3 πθφζεζξ ιε PBS ηαζ επχαζδ ιε ιεεακυθδ βζα 15 

θεπηά ζημοξ -20
μ
C. Σα ηφηηανα πθέκμκηαζ 2 θμνέξ ιε PBS ηαζ επςάγμκηαζ ιε 5% FBS ζε 

PBS (δέζιεοζδ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ ζημ πμθοζηονέκζμ) βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο.Μεηά απυ 2 πθφζεζξ ιε PBS, πνμζηίεεηαζ ημ δεφηενμ ακηίζςια (αnti-mouse IgG 

– FITC) ηαζ ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα 1 χνα ζημοξ 37
μ
C. Οζ ηαθοπηνίδεξ πθέκμκηαζ ιε 

PBS ηαζ dH2O ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε Mowiol υπςξ ηαζ ζημ πνμδβμφιεκμ πνςηυημθθμ. 

Μμκζιμπμίδζδ ιε PFA 4% ή PFA 3% ηαζ πνυηθδζδ δζαπεναηυηδηαξ ιε Triton X-100 

0,25% ή Triton X-100 0,5%. 

Μεηά ηδκ επχαζδ ιε ηα ακηζζχιαηα ηαζ ηζξ πθφζεζξ ιε ενεπηζηυ οθζηυ, ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε παβςιέκδ PFA 4% ή 3% ζε PBS βζα 20 θεπηά ζημοξ 4
μ
C. 

Αημθμοεμφκ 2 πθφζεζξ ιε παβςιέκμ PBS ηαζ επχαζδ ιε Triton 0,25% (υηακ PFA 4%) ηαζ   

Triton X-100 0,5% ( υηακ PFA 3%) βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Γφμ πθφζεζξ 

ιε PBS απμιαηνφκμοκ ημ δζάθοια ηαζ δ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ ζημ 

πμθοζηονέκζμ βίκεηαζ ιε πνμζεήηδ 5% FBS ζε PBS ηαζ επχαζδ 30 θεπηά ζημοξ 37
μ
C. 

Μεηά απυ 2 πθφζεζξ ιε PBS, πνμζηίεεηαζ ημ δεφηενμ ακηίζςια (αnti-mouse IgG – FITC) 
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ηαζ ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα 1 χνα ζημοξ 37
μ
C. Οζ ηαθοπηνίδεξ πθέκμκηαζ ιε PBS ηαζ 

dH2O ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε Mowiol ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ. 

Μμκζιμπμίδζδ ηαζ πνυηθδζδ δζαπεναηυηδηαξ ιε αζεακυθδ 100%. 

Μεηά ηδκ επχαζδ ιε ηα ακηζζχιαηα ηαζ ηζξ πθφζεζξ ιε ενεπηζηυ οθζηυ, ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε παβςιέκδ αζεακυθδ βζα 20 θεπηά ζημοξ -20
μ
C. Αημθμοεμφκ 2 πθφζεζξ 

ιε PBS ηαζ δ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ ζημ πμθοζηονέκζμ βίκεηαζ ιε πνμζεήηδ 

5% FBS ζε PBS ηαζ επχαζδ 30 θεπηά ζημοξ 37
μ
C. Μεηά απυ 2 πθφζεζξ ιε PBS, 

πνμζηίεεηαζ ημ δεφηενμ ακηίζςια (αnti-mouse IgG–FITC) ηαζ ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα 

1 χνα ζημοξ 37
μ
C. Οζ ηαθοπηνίδεξ πθέκμκηαζ ιε PBS ηαζ dH2O ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε 

Mowiol ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ. 

2.1.7   Απνκόλσζε ππξεληθνύ θαη θπηηαξνπιαζκαηηθνύ θιάζκαηνο από θύηηαξα 

HeLa 

Πνμηεζιέκμο κ‟ απμιμκςεεί λεπςνζζηά ημ πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ημο ηοηηανμπθάζιαημξ 

ηζ εηείκμ ημο πονήκα, αημθμοεείηαζ ημ πνςηυημθθμ ηςκ Sutherland H.G. ηαζ ζοκ. (2004). 

Δκ ζοκημιία, ηα ηφηηανα πθέκμκηαζ ανπζηά ιε ηνφμ PBS ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε πεκηαπθάζζμ 

υβημ (ζε ζπέζδ ιε ημ ίγδια πμο ζπδιαηίγμοκ) οπμημκζημφ δζαθφιαημξ (10 mM HEPES 

[pH 7.9], 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 1Υ ιίβια 

ακαζημθέςκ πνςηεαζχκ). ημ ίδζμ οπμημκζηυ δζάθοια ηαζ ζε ηνζπθάζζμ υβημ, ηα ηφηηανα 

παναιέκμοκ ζημκ πάβμ βζα 10 θεπηά ηαζ αημθμοεεί θφζδ αοηχκ ιε έκημκμ «πζπεηάνζζια» 

ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηα 3300 × g βζα 15 θεπηά. Σμ οπενηείιεκμ, θοθάζζεηαζ ςξ ημ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηθάζια εκχ ημ ίγδια πμο ζοκίζηαηαζ απυ ημοξ πονήκεξ 

επακαδζαθφεηαζ ζε ίζμ υβημ δζαθφιαημξ παιδθήξ αθαηυηδηαξ (20 mM HEPES [pH 7.9], 

25% glycerol, 1.5 mM MgCl2, 0.02 M KCl, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 

1Υ ιίβια ακαζημθέςκ πνςηεαζχκ). Καηυπζκ, πνμζηίεεηαζ ζηάβδδκ δζάθοια ορδθήξ 

αθαηυηδηαξ, ίζμο υβημο ιε ημ ίγδια (ζ.ζ. ςξ πνμξ ηδ ζφζηαζδ είκαζ ίδζμ ιε εηείκμ ηδξ 

παιδθήξ αθαηυηδηαξ ηαζ έπεζ επζπνυζεεηα ηαζ 0,4 Μ KCl), ηαζ αημθμοεεί επχαζδ οπυ 

ακάδεοζδ ζημοξ 4
μ
C βζα ιζζή χνα. Σμ πονδκζηυ πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ζοθθέβεηαζ ιεηά 

απυ θοβηέκηνδζδ ζηα 25,000×g ζημ οπενηείιεκμ. 
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2.1.8   Πξσηνγελείο θαιιηέξγεηεο 

2.1.8.1   Απνκόλσζε αλζξώπηλσλ ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ από θιέβα νκθάιηνπ  

ιώξνπ 

Ζ απμιυκςζδ ακενχπζκςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ (HUVEC, Human umbilical vein 

endothelial cells)  πναβιαημπμζήεδηε απυ θθέαα μιθάθζμο θχνμο κεμβκχκ ζφιθςκα ιε 

ηδ ιεεμδμθμβία ηςκ Jaffe et al.. οκμπηζηά, ιεηά απυ ρδθάθδζδ εκημπίζηδηε δ θθέαα ημο 

θχνμο ηαζ πθφεδηε ιε 50 ml δζαθφιαημξ θςζθμνζηχκ PBS. Σα άηνα ηδξ θθέααξ ημο 

θχνμο ηθείζηδηακ ενιδηζηά ιε ηδ αμήεεζα ααθαίδςκ ηνζχκ ζδιείςκ (three way stop 

cocks) ηαζ αημθμφεδζε δζαπμηζζιυξ ηδξ θθέααξ ιε 0.1% δζαθφιαημξ ημθθαβεκάζδξ 

(Collagenase type IA, Sigma) ζε PBS ηαζ επχαζδ ημο θχνμο ζημοξ 37
μ
C, βζα 12 θεπηά.  

Έπεζηα απυ ζοθθμβή ημο παναπάκς δζαθφιαημξ ηαζ ηςκ απμημθθδιέκςκ ηοηηάνςκ, 

αημθμφεδζε απεκενβμπμίδζδ ηδξ ημθθαβεκάζδξ ιε ενεπηζηυ οθζηυ Μ199 ειπθμοηζζιέκμ 

ιε 5% μνυ αμυξ (FCS, Fetal calf serum, Invitrogen). ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε 

θοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά, ζηζξ 1000 rpm, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ επακαζχνδζδ 

ημο ηοηηανζημφ ζγήιαημξ ζε 10 ml ενεπηζημφ οθζημφ M199, ειπθμοηζζιέκμ ιε 20% FCS 

(Fetal culf serum), 1% πεκζηζθθίκδ/ζηνεπημιοηίκδ, 0,05 mg/ml ECGS (Endothelial cell 

growth supplement) ηαζ 0,05 U/ml δπανίκδξ. 

2.1.8.2   Καιιηέξγεηα ελδνζειηαθώλ θπηηάξσλ  

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα ακενχπμο πνμενπυιεκα απυ θθέαα μιθάθζμο θχνμο HUVEC, 

ηαθθζενβήεδηακ ζε ηνοαθία, ηα μπμία είπακ πνμδβμοιέκςξ επςαζηεί ιε ημθθαβυκμ 

ανμοναίμο ηφπμο Η ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πθοεεί ιε PBS. Σα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε 

ενεπηζηυ οθζηυ Μ199 ειπθμοηζζιέκμ 20% ιε ειανοζηυ μνυ αμυξ, 0,05 mg/ml ECGS 

(Endothelial Cell Growth Supplement), 0,05 IU δπανίκδξ/ml ηαζ 1% 

πεκζηζθίκδ/ζηνεπημιοηίκδ. Σα ηφηηανα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδ δζάνηεζα ηςκ 

πεζναιάηςκ ήηακ ιζηνήξ βεκζάξ (απυ 2-5).  

2.1.8.3 Γνθηκαζία πνιιαπιαζηαζκνύ θπηηάξσλ HUVEC κε ελζσκάησζε βξσκνδεόμπ 

νπξηδίλεο 

Δκδμεδθζαηά ηφηηανα HUVE ημπμεεηήεδηακ ζε ηνοαθίμ ηςκ 24 θνεαηίςκ ιε 

ηαθοπηνίδεξ ηςκ 11 mm πμο είπακ πνμ-επςαζηεί ιε ημθθαβυκμ ζε ζοβηέκηνςζδ 30.000 

ηφηηανα/θνεάηζμ. Σδκ επυιεκδ ιένα ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ηα ακηζζχιαηα ζε 

ζοβηέκηνςζδ 200ιg/ml. Μεηά ημ πέναξ 24 ςνχκ οπέζηδζακ ζηένδζδ μνμφ βζα 18h ηαζ 
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αημθμφεδζε επαβςβή ιε VEGF (50ng/ml) βζα 24 χνεξ. Σζξ ηεθεοηαίεξ 6 χνεξ πνμζηέεδηε 

ανςιμδευλο μονζδίκδ (BrdU) ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 100ιΜ. ημ ηέθμξ ηδξ 6ςνδξ 

επχαζδξ ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζήεδηακ ζε δζάθοια παναθμνιαθδεΰδδξ 3,7% ηαζ δ 

ελμοδεηένςζδ ηδξ πενίζζεζαξ παναθμνιαθδεΰδδξ πναβιαημπμζήεδηε ιε 50mM 

πθςνζμφπμ αιιχκζμ (NH4Cl). ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ βζα 10 θεπηά ιε 

1.5Μ οδνμπθςνζηυ μλφ (HCl) ιε ζημπυ ηδκ απμδζάηαλδ ημο DNA ηαζ αημθμφεδζακ ηνεζξ 

δζαδμπζηέξ πθφζεζξ ηςκ 10 θεπηχκ, ιε PBS. Έπεζηα,  ημπμεεηήεδηακ ζε δζάθοια Triton X-

100 0.1% βζα 4 θεπηά πνμηεζιέκμο δ ηοηηανζηή ιειανάκδ κα ηαηαζηεί δζαπεναηή. Ζ 

δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ έβζκε ιε μνυ 10% (10% FCS) βζα 30 θεπηά ηαζ 

αημθμφεδζε ιζα χνα επχαζδ ιε ημ ακηίζςια α-BRDU (ανςιμδευλο μονζδίκδ) ζε 

αναίςζδ 1:200. Έπεζηα απυ πθφζδ ιε PBS, έβζκε επχαζδ ιε δεοηενμβεκέξ ακηίζςια 

ζογεοβιέκμ ιε ζζμεεζμηοακζηή θθμοενεζηεΐκδ (FITC) ζε αναίςζδ 1:200 ηαζ βζα ιζα χνα. 

Σέθμξ, μζ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ζδιάκεδηακ ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst. Οζ ηαθοπηνίδεξ 

ημπμεεηήεδηακ ζε ακηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ ζε δζάθοια ProLong Gold antifade reagent 

(Invitrogen) ηαζ μζ παναηδνήζεζξ ηςκ δεζβιάηςκ έβζκακ ζε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ Leica 

SP1 (Βζμθμβζηή Υδιεία, Ηαηνζηή πμθή, Ηςάκκζκα), ελμπθζζιέκμ ιε θέζγεν Argon/SS-

561/HeNe ηαζ θμβζζιζηυ Leica TCS, ή Leica SP5 (Ηκζηζημφημ Βζμσαηνζηχκ Δνεοκχκ/ΗΒΔ-

ΗΣΔ, Ηςάκκζκα), ελμπθζζιέκμ ιε θέζγεν Argon/SS-561/HeNe ηαζ θμβζζιζηυ Las AF Lite.  

2.1.8.4   Γνθηκαζία κεηαλάζηεπζεο θπηηάξσλ HUVEC 

Κφηηανα HUVE ημπμεεηήεδηακ ζε ηνοαθία 35mm ζε ζοβηέκηνςζδ 15.000/ηνζαθζμ,. Σδκ 

επυιεκδ διένα, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ηα ακηζζχιαηα ζε ζοβηέκηνςζδ 200 ιg/ml 

Μεηά ημ πέναξ 24 ςνχκ, δ ιμκμζηζαάδα ηςκ ηοηηάνςκ ηναοιαηίζηδηε ιε ηδ πνήζδ εκυξ 

πθαζηζημφ ηαζ απμζηεζνςιέκμο αηνμθοζίμο, πθφεδηε δφμ θμνέξ ιε PBS ηαζ 

ηαθθζενβήεδηε ζε ενεπηζηυ ιέζμ ειπθμοηζζιέκμ ιε 5% υνμ ηαζ 1% πεκζηζθίκδ ηαζ 1% 

ζηνεπημιοηίκδ απμοζία ή πανμοζία VEGF (50ng/ml) ζε εάθαιμ 5% CO2 ηαζ 37
0
C. 

Δζηυκεξ ηδξ ηναοιαηζζιέκδξ πενζμπήξ εθήθεδζακ ηάεε 10 θεπηά ηαζ βζα 16h ιε ηδ πνήζδ 

ημο ιζηνμζημπίμο Leica DM IBRE, ελμπθζζιέκμ ιε ηδκ ηάιενα HRD060-NIK CCD 

(Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) ηαζ ημ θμβζζιζηυ Metamorph. Σα 

ηφηηανα πμο ιεηαηζκήεδηακ πνμξ ηδκ ηναοιαηζζιέκδ πενζμπή ιεηνήεδηακ ηαζ 

εηθνάζηδηακ ςξ ανζειυξ ηοηηάνςκ ακά cm ηναοιαηζζιέκδξ πενζμπήξ.  
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2.1.8.5   Γνθηκαζία επηβίσζεο ησλ θπηηάξσλ HUVEC κε θπηηαξνκεηξία ξνήο, (Flow 

cytometry, FACS): ήκαλζε κε αλλεμίλε θαη ησδηνύρν πξνπίδην 

Ζ απχθεζα ηδξ αζοιιεηνίαξ ηςκ θςζθμθζπζδίςκ ηαζ δ έηεεζδ ηδξ θςζθαηζδοθμζενίκδξ 

(phosphatidyloserine, PS) ζηδκ ελςηενζηή πθεονά ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, ακηί ηδξ 

εζςηενζηήξ πμο ανίζηεηαζ ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, απμηεθεί έκα ααζζηυ δείηηδ 

ακαβκχνζζδξ ηςκ πνχζιςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ (272). Ζ ακκελίκδ, δ μπμία είκαζ ιζα 

πνςηεΐκδ ιμνζαημφ αάνμοξ 35-36 kDa, ιπμνεί ηαζ ζοκδέεηαζ πάκς ζηδκ 

θςζθαηζδοθμζενίκδ ιε ζδζαίηενα ορδθή ελεζδίηεοζδ υηακ δ θςζθαηζδοθμζενίκδ εηηίεεηαζ 

ζηδκ ελςηενζηή πθεονά ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ (Δηθφλα 2.1.8.5 α). Ζ ζφκδεζδ αοηή 

ελανηάηαζ απυ ηδκ πανμοζία ζυκηςκ Ca
2+

. 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2.1.8.5 α) ήκαλζε κε αλλεμίλε θαη ησδηνχρν πξνπίδην. 

Καηά ζοκέπεζα, δ ζήιακζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ακκελίκδ ζοκδεδειέκδ ιε θθμομνεζηείκδ 

(Annexin-FITC) απμηεθεί έκα δείηηδ πνχζιμο απμπηςηζημφ εακάημο. Λυβς ημο βεβμκυημξ 

υηζ δ θςζθαηοδζθμζενίκδ βίκεηαζ πνμζαάζζιδ ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ κέηνςζδξ, 

πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ έκαξ δεφηενμξ δείηηδξ, ημ ζςδζμφπμ πνμπίδζμ (Propidium Iodide, PI), 

ημ μπμίμ δέκεηαζ πάκς ζε κμοηθεσκζηά μλεά ιυκμ υηακ δ αηεναζυηδηα ηδξ ηοηηανζηήξ 

ιειανάκδξ έπεζ παεεί. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ, είκαζ εθζηηυξ μ δζαπςνζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

4 ηαηδβμνίεξ. Εςκηακά ηφηηανα, πνχζια απμπηςηζηά ηφηηανα, υρζια απμπηςηζηά 

ηφηηανα ηαζ κεηνά ηφηηανα (Δζηυκα 3.8.5.4.1β). 
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Δηθόλα 2.1.8.5 β) Γηαρσξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ζε 4 θαηεγνξίεο κε αλάιπζε θπηηαξνκεηξίαο ξνήο. 

Κφηηανα HUVEC ημπμεεηήεδηακ ζε ηνοαθία 6 θνεαηίςκ ζε ζοβηέκηνςζδ 

300.000/θνεάηζμ Σδκ επυιεκδ διένα, ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ηα ακηζζχιαηα ζε 

ζοβηέκηνςζδ 200ιg/ml. Μεηά απυ 24 χνεξ ηα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε M199 

ειπθμοηζζιέκμ ιε 5% νυ ηαζ 1% πεκζηζθίκδ ηαζ 1% ζηνεπημιοηίκδ βζα 6 χνεξ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα πνμζηέεδηε VEGF (50ng/ml) βζα 24 χνεξ. Σα ηφηηανα ηνορζκμπμζήεδηακ, 

ζοθθέπεδηακ ηαζ ηαηαιεηνήεδηακ. ε ηάεε δείβια 1 x105 ηφηηανα επακεςνήεδηακ ζε 

0,1ml νοειζζηζηoφ δζαθφιαημξ αζαεζηίμο (0,1Μ HEPES / NaOH pH=7.4, 140mM NaCl, 

25mM CaCl2) ηαζ επςάζηδηακ ιε 1.0ιg/ml Annexin-V-FITC ηαζ 5ιg/ml ζςδζμφπμ 

πνμπίδζμ (Propidium Iodide) βζα 20 θεπηά, ζημοξ 4
μ
C, ζημ ζημηάδζ (273). Αημθμφεδζε 

πνμζεήηδ 0,9ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ αζαεζηίμο ηαζ ακάθοζδ ζε ηοηηανμιεηνδηή 

νμήξ (CyFlow ML, Partec). 

2.2   ΒΗΟΥΖΜΗΚΔ ΜΔΘΟΓΟΗ  

2.2.1   Μέζνδνη θαζαξηζκνύ αληηζσκάησλ 

2.2.1.1   Καηαθξήκληζε κε ζεηηθό ακκώλην (Ammonium Sulfate Precipitation) 

Αξρή κεζόδνπ 

Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζδζυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ κα ηαεζγάκμοκ υηακ αολάκεηαζ 

δ ζμκηζηή ζζπφξ ημο ιέζμο ζημ μπμίμ ανίζημκηαζ ιε ηδκ πνμζεήηδ μνζζιέκςκ αθάηςκ 

(ελαθάηςζδ). Ζ ελαθάηςζδ μθείθεηαζ ζε αθοδάηςζδ ηςκ οδνυθζθςκ μιάδςκ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ηαζ ζοκεπχξ ζε ιείςζδ ηδξ δζαθοηυηδηάξ ηδξ. Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ ζηδ δζηή ιαξ πενίπηςζδ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηαηαηνήικζζδ ημ εεζζηυ 

αιιχκζμ. Σα ακηζζχιαηα βκςνίγμοιε υηζ ηαηαηνδικίγμκηαζ υηακ ανεεμφκ ζε δζάθοια 

33%-40% ημνεζιέκμο εεζζημφ αιιςκίμο εκχ δ αθαμοιίκδ ηαηαηνδικίγεηαζ ζε δζάθοια ζε 

ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 70% ημνεζιέκμο εεζζημφ αιιςκίμο. 
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Πνξεία δηεμαγσγήο 

ε οπενηείιεκμ ηαθθζένβεζαξ (απυ εζδζημφ ηφπμο θθάζηα) ή ζε αζηζηζηυ οβνυ πμο 

πενζέπεηαζ έκα απυ ηα ακηζζχιαηα πνμζηίεεηαζ ζηαδζαηά –ζηαβυκα-ζηαβυκα– ημνεζιέκμ 

δζάθοια εεζζημφ αιιςκίμο χζηε ημ ηεθζηυ δζάθοια κα πενζέπεζ 45% v/v εεζζηυ αιιχκζμ. 

ηδ ζοκέπεζα ημ δζάθοια αθήκεηαζ ζημοξ 4
μ
 C βζα υθδ ηδ κφπηα. Έπεζηα, θοβμηεκηνείηαζ 

βζα 17 θεπηά ζε 3000g ζημοξ 4
μ
 C. Μεηά ηδ θοβμηέκηνδζδ παναηδνμφιε ημ ίγδια ημο 

ακηζζχιαημξ ηαζ απμιαηνφκμοιε ημ οπενηείιεκμ. Δπακαδζαθφμοιε ημ ίγδια ζε 45% v/v 

εεζζηυ αιιχκζμ ηαζ επακαθαιαάκμοιε ηδ θοβμηέκηνδζδ. Απμιαηνφκμοιε λακά ημ 

οπενηείιεκμ ηαζ επακαδζαθφμοιε ημ ακηίζςια ζε ηυζμ υβημ dH2O ιέπνζ ημ δζάθοια κα 

ιδκ είκαζ εμθυ ηαζ κα πενζέπεζ ηαηά πνμζέββζζδ 3mg/ml ακηζζχιαημξ. Με ημκ ηνυπμ αοηυ 

έπμοιε έκα δζάθοια ζημ μπμίμ οπάνπεζ ημ επζεοιδηυ ιμκμηθςκζηυ ιε ιζηνή ιυκμ 

πμζυηδηα αθαμοιίκδξ (Wang et al., 2009; Layer et al., 2000). 

πκπχθλσζε θαη αιιαγή ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ 

Γζα ηδ δζέθεοζδ ιεβάθμο υβημο οπενηεζιέκςκ ηαθθζενβεζχκ οανζδςιάηςκ πμο πανάβμοκ 

ηα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα απυ ζηήθεξ πνςιαημβναθίαξ ηαεχξ ηαζ βζα ηζξ εηθμφζεζξ 

πμο θαιαάκμκηαζ απμ ηζξ ζηήθεξ (πενζβνάθεηαζ παναηάης) πνεζάζηδηε κα ζοιποηκςεμφκ 

ή κα αθθάλμοκ νοειζζηζηυ δζάθοια.  

Σοπζηά, δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ άκηζζςιάηςκ ηυζμ απμ ηα οπενηείιεκα ηαθθζενβεζχκ ή ηςκ 

δζαθοιάηςκ ηςκ απμιμκςιέκςκ ακηζζςιάηςκ ιεηά απυ πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ ή 

ζμκημακηαθθαβδξ, ήηακ ηδξ ηάλδξ ηςκ 0.1mgr/ml. Σα δείβιαηα ζοιποηκχεδηακ 40 έςξ 60 

θμνέξ, ζημοξ 4
μ
 C, ηάης απυ πίεζδ αενίμο αγχημο ιε ηδ πνήζδ ηδξ ζοζηεοήξ 

ζοιπφηκςζδξ amicon (MILLIPORE) ηαζ δειχκ μνίμο απμηθεζζιμφ 3 ή 10kDa. 

Ζ αθθαβή νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ πναβιαημπμζείηαζ ιε δζαπίδοζδ ιε ηδ πνήζδ ζάημζ 

δζαπίδοζδξ ιέζα ζηζξ μπμίεξ ημπμεεηείηαζ ηαζ ηθείκεηαζ απυ ηζξ δφμ πθεονέξ ημ δζάθοια. 

Υνδζζµμπμζήεδηακ µεµανάκεξ (SIGMA) µε υνζα απμηθεζζµμφ απυ 3 έςξ 12kDa ακάθμβα 

µε ημ µέβεεμξ ημο α Έπεζηα μζ ιειανάκεξ αοηέξ ημπμεεημφκηαζ ζε δμπείμ ιε ημ επζεοιδηυ 

νοειζζηζηυ δζάθοια ηαζ αθήκμκηαζ οπυ ακάδεοζδ βζα υθδ ηδ κφπηα ζημοξ 4
μ
 C. 

2.2.1.2   Υξσκαηνγξαθηθέο κέζνδνη 

Οζ πνςηεΐκεξ δζαπςνίγμκηαζ αάζεζ ημο ιμνζαημφ ημοξ αάνμοξ ή ημο θμνηίμο ημοξ. Γζα ημ 

δζαπςνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ αάζεζ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ημοξ πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηήθεξ 

πνςιαημβναθίαξ μζ μπμίεξ πενζέπμοκ οθζηυ ιε ζοβηεηνζιέκδ δζάιεηνμ πυνςκ. Σα 

πνςηεσκζηά ιυνζα ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ ηαεχξ δεκ πενκμφκ απυ ημ εζςηενζηυ αοημφ 
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ημο οθζημφ ηαζ βζα ημ θυβμ αοηυ εηθμφμκηαζ πνχηα. Μυνζα ιε ιζηνυηενμ ιέβεεμξ 

δζένπμκηαζ ιέζα απυ ημ οθζηυ ηαζ ηαεοζηενμφκ κα ελέθεμοκ απυ αοηυ. Ο πνυκμξ έηθμοζδξ 

ηάεε πνςηεΐκδξ είκαζ ακηζζηνυθςξ ακάθμβμξ ημο ιεβέεμοξ ηδξ ηαζ ελανηάηαζ απυ ημ 

ζπήια ηδξ. (Layer et al., 2000). 

2.2.1.2.1  Υξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο ζε ζηήιε πξσηεΐλεο A 

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Αοηή δ ηεπκζηή εηιεηαθθεφεηαζ ηδκ εζδζηή ζφκδεζδ ηδξ IgG ζε έκακ οπμδμπέα υπςξ 

είκαζ δ πνςηεΐκδ A, μζ μπμία είκαζ μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκδ ζηζξ πάκηνεξ 

πνςιαημβναθίαξ (Gapper et al., 2007). Ζ πνςηεΐκδ αοηή επεζδή ζοκδέεηαζ ιε ημ ζηαεενυ 

ηιήια Fc ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ, παναηηδνίγεηαζ ςξ Fc οπμδμπέαξ. Ζ πνςηεΐκδ Α 

ανίζηεηαζ ιέζα ζηα ααηηδνζαηά ηοηηανζηά ημζπχιαηα ημο Staphylococcus aureus. 

οκδέεηαζ ιε ημ ίδζμ ηιήια ηςκ ζηαεενχκ πενζμπχκ ηδξ IgG, οπμδεζηκφμκηαξ ιζα 

ζοβηθίκμοζα ελέθζλδ ηςκ εκ θυβς πνςηεσκχκ. δ πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ ιε ηδκ 

πνςηεΐκδ Α απμηεθεί ηδκ πζμ ημζκή ιέεμδμ βζα ημκ ηαεανζζιυ ακηζζςιάηςκ (Layer et al., 

2000; Huse et al., 2002). Έημζιδ πνμξ πνήζδ ιήηνα (ζθαζνίδζα) ιε αηζκδημπμζδιέκδ 

πνςηεΐκδ Α είκαζ ειπμνζηά δζαεέζζιδ ηαζ θεπημιενείξ πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε ηζξ 

ζδζυηδηεξ δέζιεοζδξ αοηχκ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, ιπμνμφκ κα ανεεμφκ ζηδ αζαθζμβναθία ή 

πανέπμκηαζ απυ ημοξ ηαηαζηεοαζηέξ (Layer et al., 2000). ηδκ πνςιαημβναθία 

ζοββέκεζαξ, ηα δείβιαηα πμο πενζέπμοκ ακμζμζθαζνίκεξ επςάγμκηαζ ζε ιήηνα, δ μπμία 

απμηεθείηαζ απυ έκα ζοκδεηζηυ ιυνζμ ηδξ ακμζμζθαζνίκδξ, μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκμ ζε 

πάκηνεξ πνςιαημβναθίαξ. Σα ιδ ζοκδεδειέκα ιυνζα απμιαηνφκμκηαζ ιε πθφζζιμ ηαζ μζ 

εζδζηά ζοκδεδειέκεξ ακμζμζθαζνίκεξ εηθμφμκηαζ ιε ηδ πνήζδ εκυξ ηαηάθθδθμο 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ (Δηθφλα 3.8.6.1.3Α ).  

Μεηά ηδκ έηθμοζδ, ζηα ηθάζιαηα πμο θαιαάκμκηαζ είκαζ ηαθφηενα κα αημθμοεεί 

απεοεείαξ έθεβπμξ φπανλδξ ακμζμζθαζνζκχκ ιε ακζπκεοηή οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ (UV) 

ζηα 280 nm. Δκαθθαηηζηά, ηθάζιαηα ιπμνμφκ κα ζοθθέβμκηαζ ηαζ κα εθέβπμκηαζ πςνζζηά 

πνδζζιμπμζχκηαξ είηε απμννυθδζδ UV (Layer et al., 2000). 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Ζ ηεπκζηή ηαεανζζιμφ ζηήθδξ πνςηεΐκδξ Α- Sepharose πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηα 

ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα ηάλδξ ΗgG απυ οπενηείιεκα ηαθθζενβεζχκ ή αζηζηζηυ οβνυ 

πμκηζημφ ιε ηδκ πνδζζιμπμίδζδ. 
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Σμπμεεημφκηαζ 1,5 gr πνςηεΐκδξ Α-Sepharose ιέζα ζε νοειζζηζηυ δζάθοια pH 8 βζα 30 

min, χζηε ηα ζθαζνίδζα Sepharose κα εκοδαηςεμφκ ηαζ κα δζμβηςεμφκ (1,5 gr ζθαζνζδίςκ 

δίκμοκ ηεθζηά 5 ml πδηηχιαημξ). ηδ ζοκέπεζα ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζηδ 

πνςιαημβναθζηή ζηήθδ ζηδκ μπμία πμνδβείηαζ νοειζζηζηυ δζάθοια pH 8 (ελζζμννυπδζδ 

ηδξ ζηήθδξ). ηδ ζηήθδ ημπμεεηείηαζ αζηδηζηυ οβνυ ή οπενηείιεκμ πμο έπεζ 

πνμδβμοιέκςξ οπμζηεί δζαπίδοζδ έκακηζ ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ pH 8 ηαζ ζηδκ μπμία 

δζεζζδφεζ ιε ανβυ νοειυ. Αθμφ ημ αζηζηζηυ οβνυ δζεζζδφζεζ πθήνςξ ζηδ ζηήθδ, 

πμνδβείηαζ ημ δζάθοια pH 8 ιέπνζξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ηθαζιάηςκ ηδξ 

έηθμοζδξ ζηα 280 nm κα εθαηηςεεί ηαζ κα βίκεζ ιζηνυηενδ απυ 0.050. Γζααζαάγεηαζ ημ 

δζάθοια ηζηνζημφ μλέμξ 0.1 Μ  pH 4,5 ιέπνζξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ηθαζιάηςκ 

βίκεζ ιζηνυηενδ απυ 0.050. Με ημκ ίδζμ ηνυπμ βίκεηαζ δ έηθμοζδ ηςκ άθθςκ 

ακμζμζθαζνζκχκ δζααζαάγμκηαξ δζαδμπζηά, ημ δζάθοια ηζηνζημφ μλέμξ 0,1 Μ pH 3. Ζ 

ζηήθδ ελμοδεηενχκεηαζ ιε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια pH 8. Οζ ακμζμζθαζνίκεξ πμο 

εηθμφμκηαζ, ελμοδεηενχκμκηαζ ιε ιενζηέξ ζηαβυκεξ δζαθφιαημξ Tris 2Μ. Σα ηθάζιαηα 

ζοθθέβμκηαζ, ζοιποηκχκμκηαζ, οπμαάθθμκηαζ ζε δζαπίδοζδ έκακηζ θοζζμθμβζημφ μνμφ 

/PBS ηαζ θοθάζζμκηαζ ζε ιζηνέξ πμζυηδηεξ ζηδκ ηαηάρολδ (-80 
μ
C).  
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Δηθόλα  3.8.6.1.3Α  Γηαδηθαζία παξαιαβήο αληηζσκάησλ κέζσ ηεο ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο. 

Πεγή:http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/Protein_Properties/

protein_purification.htm 

Σμ ιίβια πνςηεσκχκ  

πνμζηίεεηαζ ζηδ ζηήθδ 

δ μπμία πενζέπεζ ημ 

δειέκμ πνυζδεια, ζηζξ 

πμθοιενείξ πάκηνεξ 

ηαζ είκαζ εζδζηυ βζα ηδκ 

πνςηεΐκδ πμο ιαξ 

εκδζαθένεζ 

(α) 

Οζ ιδ 

επζεοιδηέξ 

πνςηεΐκεξ   

πθέκμκηαζ ηαζ 

απμιαηνφκμκηα

ζ απυ ηδ ζηήθδ 

(α) 

Οζ πνςηεΐκεξ πμο       

εκδζαθένμοκ 

εηθμφμκηαζ ιέζς ημο 

δζαθφιαημξ έηθμοζδξ 

(β) 

 

 

Πνςηεΐκδ 

εκδζαθένμκημξ 

Μίβια 

πνςηεσκχκ 

Πνυζδεια 

Πνυζδεια εκςιέκμ ιε 

πμθοιενή πάκηνα 
Γζάθοια 

έηθμοζδ

ξ 
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2.2.1.2.2  Υξσκαηνγξαθία ηνληναιιαγήο (Ion Exchange Chromatography)  

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Ο δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηδ ιέεμδμ αοηή επζηοβπάκεηαζ ιε εηθεηηζηέξ 

δεζιεφζεζξ ηαζ απμδεζιεφζεζξ ιεηαλφ ηςκ ζμκζζιέκςκ ζοζηαηζηχκ εκυξ οβνμφ ηαζ ιζαξ 

ζηενεάξ ζηαηζηήξ θάζδξ (νδηίκδξ) πμο θένεζ δναζηζηέξ μιάδεξ ζηζξ μπμίεξ ζοκδέμκηαζ 

εοηίκδηα ζυκηα πμο ιπμνμφκ κα ακηαθθαβμφκ ιε ηα ζυκηα ημο οβνμφ. Σα πνμξ δζαπςνζζιυ 

ζοζηαηζηά ημο ιίβιαημξ ανίζημκηαζ ζε ζμκηζηή ιμνθή ιε ακηίεεημ θμνηίμ ςξ πνμξ ηδ 

ζηαηζηή θάζδ ηαζ έθημκηαζ ζ‟ αοηήκ ιε δθεηηνμζηαηζηέξ δοκάιεζξ (Δηθφλα 3.8.6.1.3Β). 

ηδ ζοκέπεζα μζ πνςηεΐκεξ δζαπςνίγμκηαζ ιε ζηαδζαηή πνμζεήηδ εκυξ νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ NaCl (Gapper et al., 2007; Layer et al., 2000). Αθμφ δ δφκαιδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ πνςηεΐκδξ-ιέζμο ελανηάηαζ απυ ημ ηαεανυ θμνηίμ ηδξ πνςηεΐκδξ, 

ιζα δζαδμπζηή έηθμοζδ ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί ιε ζηαδζαηά αολακυιεκδ 

ζοβηέκηνςζδ άθαημξ (Layer et al., 2000). Δπεζδή μζ ακμζμζθαζνίκεξ έπμοκ έκα πζμ ααζζηυ 

ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ απυ υηζ μζ πενζζζυηενεξ άθθεξ πνςηεΐκεξ ημο μνμφ, δ 

πνςιαημβναθία ζμκημακηαθθαβήξ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ημκ ηαεανζζιυ ημοξ. Ζ 

ιέεμδμξ αοηή ιπμνεί κα δχζεζ ηαεανά ακηζζχιαηα ζε ζηακμπμζδηζηή ιμνθή ακ δ ανπζηή 

πδβή είκαζ οπενηείιεκμ ηοηηανζηήξ ηαθθζένβεζαξ ή αζηδηζηυ οβνυ, αθθά πνέπεζ κα 

ζοκδοαζηεί ιε ιζα επζπθέμκ ιέεμδμ ηαεανζζιμφ υηακ πνυηεζηαζ βζα δείβιαηα μνμφ. Ζ 

ιέεμδμξ αοηή είκαζ επίζδξ μζημκμιζηή ηαζ εκδείηκοηαζ βζα ιεβάθεξ ανπζηέξ πμζυηδηεξ 

(Layer et al., 2000). 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Ο ακηαθθάηηδξ ζυκηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία ήηακ Q-Sepharose 

CL-6B. Υνδζζιμπμζήεδηε 1 ml απυ ημκ ζμκημακηαθθάηηδ αοηυκ ζε ζηήθδ 10 ml ζημοξ 

4
μ
C. Ανπζηά δ ημθχκα ελζζμννμπήεδηε ιε 10 ml δζαθφιαημξ θςζθμνζηχκ 40mM Tris–

25mM phosphate pH 8.3 (TB). ηδ ζοκέπεζα ημ «αηάεανημ» ακηίζςια θμνηχκεηαζ ζηδ 

ζηήθδ ηαζ αθήκεηαζ κα πενάζεζ ιέζα απυ αοηήκ. Αημθμοεεί πθφζζιμ ηδξ ημθχκαξ ιε ημ 

δζάθοια ελζζμννυπδζδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα μζ εηθμφζεζξ ιε δζάθοια TB ιε δζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ άθαημξ (50 mM–1Μ NaCl). Σέθμξ μ πνδζζιμπμζμφιεκμξ ακηαθθάηηδξ 

ακαβεκκάηαζ ιε δζάθοια 50 mM NaH2PO4, 1M NaCl pH 7,5 ιε ζημπυ ηδκ απμδέζιεοζδ 

υθςκ ηςκ αδέζιεοηςκ πνςηεσκχκ. Σα ηθάζιαηα ζοθθέβμκηαζ, ζοιποηκχκμκηαζ, 

οπμαάθθμκηαζ ζε δζαπίδοζδ έκακηζ  PBS ηαζ θοθάζζμκηαζ ζε ιζηνέξ πμζυηδηεξ ζηδκ 

ηαηάρολδ (-80
μ
C).   
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 Μεβάθμ ηαεανυ εεηζηυ θμνηίμ,        Καεανυ εεηζηυ θμνηίμ,     Καεανυ ανκδηζηυ          

θμνηίμ, 

   Μεβάθμ ηαεανυ ανκδηζηυ θμνηίμ 

 

Δηθόλα 3.8.6.1.3Β: Υνςιαημβναθία ζμκημακηαθθαβήξ. 

Πεγή: http://dolly.biochem.arizona.edu/Bioc462b_Honors_Spring_2009/ighare/techniques.html 

 

2.2.1.3   Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ παξνπζία SDS 

(SDS-PAGE) 

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Ζ ιέεμδμξ αοηή δθεηηνμθυνδζδξ ζηδνίγεηαζ ζημ δζαπςνζζιυ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ημ 

ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ. Ζ πανμοζία εεζζημφ δςδεηοθζημφ καηνίμο (SDS) πνμηαθεί ζε υθεξ 

ηζξ πνςηεΐκεξ απμδζάηαλδ ηδξ ηνζζδζάζηαηδξ δμιήξ ημοξ δζαζπχκηαξ ημοξ δεζιμφξ 

Πμθοιενείξ πάκηνεξ ιε 

ανκδηζηά θμνηζζιέκεξ 

εκενβέξ μιάδεξ 
Μίβια πνςηεσκχκ 

πνμζηίεεηαζ ζε ζηήθδ πμο 

πενζέπεζ ηαηζμκακηαθθάηηεξ 

Οζ πνςηεΐκεξ ηζκμφκηαζ ζηδ ζηήθδ ιε 

νοειυ   πμο ηαεμνίγεηαζ απυ ημ ηαεανυ 

ημοξ θμνηίμ ηαζ ημ pH πμο εθανιυγεηαζ. 

Με ημοξ ηαηζμκακηαθθάηηεξ μζ 

πνςηεΐκεξ πμο έπμοκ πζμ ανκδηζηυ 

ηαεανυ θμνηίμ ηζκμφκηαζ βνδβμνυηενα 

ηαζ εηθμφμκηαζ κςνίηενα 
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οδνμβυκμο ηαζ ελαθείθμκηαξ ηζξ οδνυθμαεξ αθθδθεπζδνάζεζξ. Σμ SDS είκαζ έκα ακζμκζηυ 

απμννοπακηζηυ, ημ ιυνζμ ημο μπμίμο απμηεθείηαζ απυ ιία ανκδηζηά θμνηζζιέκδ εεζζηή 

μιάδα (οδνμθζθζηή) ηαζ απυ ιζα δςδεηαθηοθζηή μιάδα (οδνμθμαζηή). Οζ πνςηεΐκεξ 

απμδζαηάζζμκηαζ υηακ δ οδνυθμαδ μιάδα ηςκ ιμνίςκ SDS ζοκδεεεί ιε ηα οδνμθμαζηά 

ηιήιαηα ηςκ πεπηζδζηχκ αθοζίδςκ ημοξ. Ο ανζειυξ ηςκ ζοκδεδειέκςκ ιμνίςκ SDS ακά 

ιυνζμ πνςηεσκζηήξ αθοζίδαξ δζαθένεζ βζα ηάεε πνςηεΐκδ αθθά είκαζ ανηεηά ιεβάθμξ βζα κα 

ηδ θμνηίζεζ ανκδηζηά. Τπυ ηδκ επίδναζδ δθεηηνζημφ πεδίμο μζ πνςηεΐκεξ θυβς ημο 

θμνηίμο ημοξ εα ηζκδεμφκ πνμξ ηδκ άκμδμ. Ζ ηαπφηδηα ιε ηδκ μπμία εα ηζκδεεί ηαεειζά 

ημοξ ζημ ηάεεημ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο – ζοβηεηνζιέκδξ ζοβηέκηνςζδξ – ελανηάηαζ 

ηονίςξ απυ ημ ζπήια ημοξ, ημ ιέβεευξ ημοξ ηαζ ηδκ επίδναζδ πμο εα έπεζ ζε αοηά δ 

ζφκδεζδ ηςκ ιμνίςκ SDS. 

Σμ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ζπδιαηίγεηαζ ιε αζκοθ-πμθοιενζζιυ ημο ιμκμιενμφξ 

αηνοθαιζδίμο πμο μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ αθοζίδςκ πμθοαηνοθαιζδίμο. Ο πμθοιενζζιυξ 

βίκεηαζ ιε ιζα αάζδ, ηδκ ΝΝΝ‟Ν‟-ηεηναιεεοθεκμδζαιίκδ (TEMED) πανμοζία εθεφεενςκ 

νζγχκ μλοβυκμο πμο δδιζμονβμφκηαζ πδιζηχξ ιε οπενεεζζηά ζυκηα. 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Παξαζθεπή πεθηψκαηνο πνιπαθξπιακηδίνπ 

Σμ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο πενζθαιαάκεζ πήηηςια δζαπςνζζιμφ ηαζ πήηηςια 

ζοιπφηκςζδξ. Σμ πήηηςια δζαπςνζζιυ πενζέπεζ 0,375Μ Tris-HCl, pH 8,8, 0,1% SDS ηαζ 

12,5% (w/v) αηνοθαιίδζμ. Ο πμθοιενζζιυξ ημο βίκεηαζ ιε 1% (w/v) APS ηαζ 0,1% (v/v) 

TEMED. Σμ πήηηςια ζοιπφηκςζδξ πενζέπεζ 0,125Μ Tris-HCl, pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS 

ηαζ 4% (w/v) αηνοθαιίδζμ. Ο πμθοιενζζιυξ ημο πδηηχιαημξ βίκεηαζ ιε 1% (w/v) APS ηαζ 

0,04% (v/v) TEMED. Οζ πμθοιενζζιμί μθμηθδνχκμκηαζ ιεηά απυ ~30 θεπηά. 

Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ πξσηετλψλ 

ηα δζαθφιαηα ηςκ πνμξ δθεηηνμθυνδζδ πνςηεσκχκ πνμζηίεεηαζ δζάθοια πμο πενζέπεζ 

SDS ηαζ α-ιενηαπημαζεακυθδ. ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα εενιαίκμκηαζ ζημοξ 95
μ
C βζα 5 

θεπηά. Ζ πνμζεήηδ SDS ηαζ μ αναζιυξ αμδεμφκ ζηδκ απμδζάηαλδ ηςκ πνςηεσκχκ 

ηαηαζηνέθμκηαξ αζεεκείξ δεζιμφξ. Ζ α-ιενηαπημαζεακυθδ είκαζ ακαβςβζηυ ιέζμ ηαζ 

πνμηαθεί ακαβςβή ηςκ μιμζμπμθζηχκ δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ. 
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Ζιεθηξνθφξεζε 

Σμ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ημπμεεηείηαζ ζε εζδζηή ζοζηεοή. ηα πδβάδζα ημο 

ημπμεεημφκηαζ ηα δείβιαηα ιε ηζξ απμδζαηαβιέκεξ πνςηεΐκεξ ηαεχξ ηαζ ιίβια πνςηεσκχκ 

βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ ημ μπμίμ θεζημονβεί ςξ δείηηδξ. Γζα ηδ δζελαβςβή ηδξ 

δθεηηνμθυνδζδξ απαζηείηαζ επίζδξ νοειζζηζηυ δζάθοια (δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ) Tris-

Glycine pH 8.65 πμο πενζέπεζ 0,1% (w/v) SDS ηαζ ζυκηα. Ζ ζοζηεοή ιε ημ πήηηςια ηαζ ημ 

νοειζζηζηυ δζάθοια ηνμθμδμηείηαζ ιε δθεηηνζηυ νεφια 120V βζα πενίπμο 40 θεπηά. 

Υξψζε γηα εληνπηζκφ ησλ πξσηετλψλ ζην πήθησκα 

Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ βζα πνχζδ ζε δζάθοια 

πνςιαηζζιμφ πμο πενζέπεζ ηδ πνςζηζηή Coomassie R-250 (Κεθάθαζμ „Τθζηά‟) βζα 30-40 

θεπηά ζημοξ 37
μ
 C ή ζε υθδ ηδ κφπηα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο οπυ ήπζα ακάδεοζδ. Γζα 

ημκ απμπνςιαηζζιυ ημο πδηηχιαημξ πνδζζιμπμζείηαζ δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ 

(Κεθάθαζμ „Τθζηά‟). Σμ δζάθοια αοηυ αθήκεηαζ βζα πενίπμο 1 χνα (ιέπνζ κα 

απμιαηνοκεεί δ πενίζζεζα ηδξ πνςζηζηήξ) ζημοξ 37
μ 

C ή υθδ ηδ κφπηα ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. 

2.2.1.4   Ηζνειεθηξηθή εζηίαζε (Isoelectric focusing, IEF) 

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Ζ δθεηηνμθυνδζδ αοηή δζαπςνίγεζ ηζξ πνςηεΐκεξ αάζεζ ημο δθεηηνζημφ ημοξ θμνηίμο. 

ηδνίγεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ ημ θμνηίμ ιζαξ πνςηεΐκδξ αθθάγεζ ακάθμβα ιε ημ pH ημο 

πενζαάθθμκημξ. Οζ πνςηεΐκεξ ημπμεεημφκηαζ ζε πήηηςια ζημ μπμίμ οπάνπεζ ζηαεενή 

δζααάειζζδ pH ηαζ ηζκμφκηαζ αάζεζ ημο θμνηίμο ημοξ είηε πνμξ ηδκ άκμδμ είηε πνμξ ηδκ 

ηάεμδμ. Ζ άκμδμξ έπεζ pH παιδθυηενμ απυ ηδξ ηαευδμο ηαζ ημ εφνμξ ημο pH έπεζ 

επζθεπεεί έηζζ χζηε μζ πνςηεΐκεξ πμο πνυηεζηαζ κα δζαπςνζζημφκ κα έπμοκ ημ 

ζζμδθεηηνζηυ ημοξ ζδιείμ εκηυξ αοημφ ημο εφνμοξ. Γζα πανάδεζβια, ιζα πνςηεΐκδ πμο 

ανίζηεηαζ ζε pH ιζηνυηενμ ημο ζζμδθεηηνζημφ ηδξ ζδιείμο εα θμνηζζηεί εεηζηά ηαζ εα 

ιεηαηζκδεεί πνμξ ηδκ ηάεμδμ. Καηά ηδ ιεηαηίκδζή ηδξ αοηή ημ pH εθαηηχκεηαζ χζπμο δ 

πνςηεΐκδ κα θηάζεζ ζε έκα pH πμο ακηζζημζπεί ζημ ζζμδθεηηνζηυ ηδξ ζδιείμ. Ζ πνςηεΐκδ 

αηζκδημπμζείηαζ ζημ ζδιείμ ημο πδηηχιαημξ υπμο ανέεδηε ζε pH ίζμ ιε ημ ζζμδθεηηνζηυ 

ηδξ ζδιείμ ηαεχξ πθέμκ δεκ έπεζ θμνηίμ. Αθμφ ηάεε πνςηεΐκδ δζαεέηεζ δζαθμνεηζηυ 

ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ, αοηή εα πνέπεζ κα πενζμνζζηεί ζε δζαθμνεηζηυ ζδιείμ ζημ πήηηςια 

ηαζ έηζζ εα λεπςνίζεζ απυ ηζξ οπυθμζπεξ υηακ πναβιαημπμζδεεί πνχζδ βζα ημκ εκημπζζιυ 
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ημοξ ζημ πήηηςια. Ζ ηεπκζηή αοηή επζηνέπεζ κα δζαπςνίγμκηαζ ζε έκα δείβια μζ πνςηεΐκεξ 

πμο δζαεέημοκ δζαθμνεηζηυ ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ. 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Πξνεηνηκαζία πεθηψκαηνο αγαξφδεο 

ε εζδζηυ θφθθμ πθαζηζημφ (gelbond) πμο έπεζ ημπεί ζηζξ επζεοιδηέξ δζαζηάζεζξ 

απθχκεηαζ δζάθοια αβανυγδξ 1% w/v (πμο είπε πνμδβμοιέκςξ εενιακεεί) ηαζ 6% v/v 

αιθμθφηεξ. Σμ πθαζηζηυ θφθθμ πάκς ζημ μπμίμ εα δδιζμονβδεεί ημ πήηηςια είκαζ 

ημπμεεηδιέκμ ζε εζδζηή βοάθζκδ επζθάκεζα. Μεηά ηδκ ημπμεέηδζδ ημο δζαθφιαημξ 

αβανυγδξ – αιθμθοηχκ ζημ πθαζηζηυ θφθθμ αθήκεηαζ κα ζηενεμπμζδεεί βζα πενίπμο ιία 

χνα ζημοξ 4
μ
C. 

Ζιεθηξνθφξεζε 

Σμ πήηηςια αβανυγδξ ημπμεεηείηαζ μνζγυκηζα πάκς ζηδκ πθάηα ηδξ εζδζηήξ ζοζηεοήξ 

βζα ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ. Ζ ζοζηεοή αοηή δζαεέηεζ ζφζηδια 

ρφλδξ ιε ηδ αμήεεζα νέμκημξ κενμφ. ηδκ ιία πθεονά ημο πδηηχιαημξ ημπμεεηείηαζ θεπηή 

θςνίδα εζδζημφ πανηζμφ ειααπηζζιέκδ ζε 0,05Μ H2SO4 ηαζ ζηδκ άθθδ θςνίδα πανηζμφ 

ειααπηζζιέκδ ζε 1Ν ΝαΟΖ. Σα δζαθφιαηα ηςκ πνςηεσκχκ (πμζυηδηα πνςηεΐκδξ ακά 

δείβια: 20ιg) ημπμεεημφκηαζ ζε εζδζηά πανηάηζα επζθάκεζαξ 1cm
2
. ηδ ζοκέπεζα ηα 

πανηάηζα αοηά ημπμεεημφκηαζ ζηδ ιέζδ πενίπμο ημο πδηηχιαημξ. 

Έπεζηα δ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ηθείκεζ χζηε ηαηά ηδ δζάνηεζα ηνμθμδμζίαξ ιε 

νεφια ημ πήηηςια ιε ηα δείβιαηα κα ιδκ ένπεηαζ ζε επαθή ιε ημκ αηιμζθαζνζηυ αένα. 

Αθμφ ζοκδεεμφκ ηα δθεηηνυδζα ιε ημ ηνμθμδμηζηυ εθανιυγεηαζ ηάζδ ςξ ελήξ: 150V βζα 

1h, 30min 200V, 30min 300V, 30min 400V, 30min 500V. Ζ ζζπφξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ 

είκαζ 15W. 

Μνληκνπνίεζε θαη ρξψζε ηνπ πεθηψκαηνο 

Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ημ πήηηςια πθέκεηαζ ιε κενυ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

ημπμεεηείηαζ ζε δζάθοια TCA (Trichloroacetic acid) 20% βζα ιία χνα. Έπεζηα αθήκεηαζ 

υθδ ηδ κφπηα κα πθέκεηαζ ιε κενυ. Σδκ επυιεκδ ιένα πναβιαημπμζείηαζ πνχζδ ημο 

πδηηχιαημξ ιε πνήζδ Coomasie Brilliant Blue βζα ιία χνα ζημοξ 37
μ
 C. Αημθμοεεί 

απμπνςιαηζζιυξ ημο πδηηχιαημξ ιε ηαηαθθδθυ δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ. 
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2.2.1.5   Αλνζνελδπκηθή κέζνδνο (ELISA) 

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Ζ ακμζμεκγοιζηή ιέεμδμξ (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ζηδνίγεηαζ 

ζηδ δδιζμονβία ζοιπθυημο ακηζβυκμο-ακηζζχιαημξ υηακ έκα απυ ηα δφμ είκαζ 

αηζκδημπμζδιέκμ. Σμ ζφιπθμημ ακηζβυκμο-ακηζζχιαημξ ακζπκεφεηαζ ηαεχξ ημ ακηίζςια 

ημο ζοιπθυημο ή έκα άθθμ ακηίζςια πμο πνμζδέκεζ ζημ ακηίζςια ημο ζοιπθυημο είκαζ 

ζοκδεδειέκμ ιε έκα έκγοιμ. Σμ έκγοιμ αοηυ εα μδδβήζεζ ζηδ δδιζμονβία έβπνςιμο 

δζαθοημφ πνμσυκημξ υηακ βίκεζ δ πνμζεήηδ ηαηάθθμο οπμζηνχιαημξ. Δπμιέκςξ, βζα κα 

οπάνλεζ έβπνςιμ δζαθοηυ πνμσυκ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο οπμζηνχιαημξ εα πνέπεζ κα έπεζ 

πνμδβδεεί ζφκδεζδ ακηζβυκμο ακηζζχιαημξ. Με ημκ ηνυπμ αοηυ είκαζ δοκαηυ κα 

ακζπκεοεεί ζε έκα δείβια έκα ζοβηεηνζιέκμ ακηζβυκμ ή ακηίζςια (Δηθφλα 3.8.6.1.6). Γζα 

ηζξ ακάβηεξ αοηήξ ηδξ ηεπκζηήξ πνδζζιμπμζμφκηαζ εζδζηέξ ιζηνμπθάηεξ ηςκ 96 εέζεςκ απυ 

εζδζηυ οθζηυ, ζοκήεςξ πμθοζηονεκίμο. 

 

 

Δηθόλα 3.8.6.1.6  ρεκαηηθή απεηθφληζε έκκεζεο ELISA 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Γζα ηζξ ακάβηεξ αοηήξ ηδξ ενβαζίαξ ήηακ απαναίηδημξ μ ηαεμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ 

ηαζ ηδξ οπυηαλδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ηδξ ιεθέηδξ, βζα ημ ζημπυ αοηυ  πναβιαημπμζήεδηε 

ιδ ακηαβςκζζηζηή ELISA, ζφιθςκα ιε βκςζηή ιέεμδμ (274). Ανπζηά μζ πθάηεξ 

ΕΜΜΕΣΗ ELISA 
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επζζηνχεδηακ ιε 1 ιg/ml of goat anti-mouse IgG1 (β1–chain specific), IgG2a (β2a), or 

IgG2b (β2b) antibody (Sigma) ζε  PBS 0.1 M, pH 7.4.. ηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί επχαζδ 

ηςκ πθαηχκ υθδ ηδ κφπηα ζημοξ 4
μ
 C. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ πναβιαημπμζμφκηαζ 

πθφζεζξ ηςκ θνεαηίςκ ιε PBS χζηε κα απμιαηνοκεεί δ πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ πμο δεκ 

πνμζδέεδηε ζηα ημζπχιαηα. Έπεζηα δ πθάηα ζηεβκχκεηαζ ηαζ αημθμοεεί δ επχαζδ ιε PBS 

1% BSA βζα κα ηαθοθεμφκ ηα ηεκά πςνίξ πνςηεΐκδ ζηδκ ηάεε εέζδ. Ζ επχαζδ αοηή 

πναβιαημπμζείηαζ ζημοξ 37
μ 

C βζα ιία χνα. Σα θνεάηζα αδεζάγμκηαζ ηαζ λεπθέκμκηαζ 4 

θμνέξ ιε PBS. ηδ ζοκέπεζα αημθμοεμφκ ηέζζενζξ πθφζεζξ ιε PBS-Tween. Αθμφ δ πθάηα 

ζηεβκχζεζ αημθμοεεί δ επχαζδ ιε ηα δείβιαηα (οπενηείιεκμ ή απμιμκςιέκμ ακηίζςια 

ηαζ ηοηηανζηά εηποθίζιαηα) ζε ηαηάθθδθεξ ζοβηεκηνχζεζξ ζε PBS–BSA ιε 0.1 % Tween 

20 (Merck, Darmstadt, Germany) (PBS–T–BSA) βζα 1h ζημοξ 37
o
C ζε λδνυ ηθίαακμ. Γζα 

ηδκ πνυηοπδ ηαιπφθδ πνδζζιμπμζήεδηακ δζαδμπζηέξ αναζχζεζξ ιμκμηθςκζηχκ 

ακηζζςιάηςκ IgG1, IgG2a ή IgG2b πμκηζημφ (Immunology Consultants Laboratory, 

Όνεβημκ, ΖΠΑ) (500 - 3,9 ng / ml). Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ πναβιαημπμζμφκηαζ 

πθφζεζξ ηνείξ θμνέξ ιε PBS-Tween ηαζ ιζα ιε PBS. Αθμφ δ πθάηα ζηεβκχζεζ επςάγεηαζ 

ιε δεφηενμ ακηίζςια ημ μπμίμ πνμζδέκεζ ημ πνχημ ακηίζςια ηαζ είκαζ δζαθοιέκμ ζε PBS-

Tween 1% BSA. Σμ δεφηενμ ακηίζςια εζδζηυ βζα ακηζζχιαηα πμκηζημφ ηαεςξ ημ πνχημ 

ακηίζςια πνμένπεηαζ απυ πμκηίημ [goat anti-mouse IgG (Fab–specific) είκαζ ζοκδεδειέκμ 

ιε ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδ ηςκ αβνζμναθακίδςκ (horseradish peroxidase, HRP) (80ιg/ml) 

(Sigma)], πνδζζιμπμζείηαζ ζε δζάθοια PBS-Tween 1% BSA. Ζ επχαζδ ιε αοηυ 

πναβιαημπμζείηαζ βζα 1 χνα ζημοξ 37
μ
 C. Έπεζηα αημθμοεμφκ πθφζεζξ ηδξ πθάηαξ υπςξ 

πνμδβμοιέκςξ. Ζ πθάηα ζηεβκχκεηαζ ηαζ ζε ηάεε θνεάηζμ πνμζηίεεηαζ πμζυηδηα 100ιl 

απυ ημ οπυζηνςια ημο εκγφιμο TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) ηαζ βίκεηαζ 

θςημιέηνδζδ ζηα 620 nm (reference). Αθμφ ακαπηοπεεί δ ακηίδναζδ, δζαηυπηεηαζ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ 50 ιl H2SO4 2Μ ηαζ βίκεηαζ κέα θςημιέηνδζδ ζηα 450 nm . 

Δμαηξέζεηο-εηδηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ πξσηνθόιινπ 

• Έθεβπμξ ηδξ εζδζηυηδηαξ ηςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ ακηζβυκςκ ηδξ ιεθέηδξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε έιιεζδ ιδ ακηαβςκζζηζηή ELISA, ζφιθςκα ιε βκςζηή ιέεμδμ. Σα 

ακηζζχιαηα εθέβπεδηακ ζε ζοβηεκηνχζεζξ 100 ςξ 0.78 ιg/ml. Ανπζηά μζ πθάηεξ 

επζζηνχεδηακ ιε μθζηή ζζηυκδ (10 ιg/ml), εονεμζθαζνίκδ (10 ιg/ml), F αηηίκδ (5 ιg/ml), 

ημοιπμοθίκδ (5 ιg/ml), ηαναμκζηή ακοδνάζδ (5 ιg/ml), TNP-BSA (10 ιg/ml)ηαζ F(ab)΄2 

(1 ιg/ml) ζε CBC 0,1M pH (9,6) ηαζ ιε μθζηυ DNA (10 ιg/ml) ζε PBS 0.01 M pH 6,8 ηαζ 

ηεναηίκδ (5ιg/ml) ζε Tris–HCl 0.05M, pH 7.4 πμο πενζέπεζ 8Μ μονία . Γζα ημ DNA 
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επςάγμοιε υθδ ηδ κφπηα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ βζα ηα οπυθμζπα ακηζβυκα 1h 

ζημοξ 37
o
C ζε λδνυ ηθίαακμ. ηδ ζοκέπεζα αημθμφεεζ δ επχαζδ ιε ημ επζεοιδηυ ακηζβυκμ 

υθδ ηδ κφπηα ζημοξ 4
μ
C. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ πναβιαημπμζμφκηαζ πθφζεζξ ηςκ 

εέζεςκ ιε PBS χζηε κα απμιαηνοκεεί δ πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ πμο δεκ πνμζδέεδηε 

ζηα ημζπχιαηα ημο ηάεε θνεαηίμο. Έπεζηα δ πθάηα ζηεβκχκεηαζ ηαζ αημθμοεεί δ επχαζδ 

ιε PBS 1% BSA βζα ηδκ ηάθορδ ηςκ ιδ-εζδζηχκ εέζεζξ. Σα ακηζζχιαηα (100-0.78 ιg/ml) 

επςάζηδηακ ζημοξ 37
μ
 C βζα δφμ χνεξ. ηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί επχαζδ, βζα 1,5 χνα 

ζημοξ 37
μ
C, ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια [goat anti-mouse IgG (β–chain specific)] 

ζοκδεδειέκμ ιε ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδ ηςκ αβνζμναθακίδςκ (horseradish peroxidise, 

HRP) (80ng/ml) ζε δζάθοια PBS-Tween 1% BSA. Ζ δζαδζηαζία μθμηθδνχεδηε υπςξ 

πενζβνάθδηε παναπάκς . 

2.2.1.6   Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξσηετλώλ κε ηε κέζνδν Bradford  

Αξρή ηεο κεζόδνπ 

Τπυ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ μζ υλζκεξ ηαζ μζ ααζζηέξ μιάδεξ ηςκ πνςηεσκχκ 

αθθδθεπζδνμφκ ιε απμπςνμφζεξ μιάδεξ μνβακζηχκ πνςζηζηχκ ηαζ ζπδιαηίγμοκ έβπνςια 

ζγήιαηα. ημ θαζκυιεκμ αοηυ ζηδνίγεηαζ ηαζ δ πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμξ Bradford ηαηά 

ηδκ μπμία πνδζζιμπμζείηαζ δ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue G-250 πμο ζπδιαηίγεζ 

ζφιπθμηα πνςηεΐκδξ – πνςζηζηήξ ιε ιέβζζημ απμννυθδζδξ ζηα 595 nm ηαζ έπμοκ πνχια 

βαθάγζμ. (δ εθεφεενδ πνςζηζηή έπεζ πνχια ηαζηακυ ηαζ απμννμθά ζηα 465 nm). Ζ 

ηυηηζκδ (ηαηζμκζηή) ιμνθή δνα ςξ δυηδξ δθεηηνμκίςκ ζηζξ ζμκζγυιεκεξ μιάδεξ ηςκ 

πνςηεσκχκ ηαζ δ δέζιεοζή ηδξ ζηαεενμπμζείηαζ ιε δοκάιεζξ van der Waals. Ζ δέζιεοζδ 

ζηδκ πνςηεΐκδ ζηαεενμπμζεί ηδ ιπθε (ακζμκζηή) ιμνθή ηδξ πνςζηζηήξ, ιε θάζια 

απμννυθδζδξ ζηα 595 nm. Ζ εηηίιδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ βίκεηαζ ζοβηνίκμκηαξ ηδκ 

απμννυθδζδ ημο δείβιαημξ ζηα 595 nm ιε ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ πμο ζπδιαηίγεηαζ ιε 

αάζδ ηδ ζοβηέκηνςζδ βκςζηχκ δζαθοιάηςκ ηδξ πνςηεσκχκ ζοκήεςξ αθαμοιίκδξ ή 

ακμζμζθαζνίκδξ IgG (ακάθμβα ημ ιμνζαηυ αάνμξ) ιε ηδκ απμννυθδζδ ημοξ ζηα 595 nm. 

Ζ αλζμπζζηία ηδξ ιεευδμο πενζμνίγεηαζ ζε πνςηεσκζηά δείβιαηα πμο δ ζοβηέκηνςζή ημοξ 

ηοιαίκεηαζ ιεηαλφ ηςκ 0,04 mg/ml ηαζ 0,20 mg/ml. Υνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ βζαηί είκαζ 

εοαίζεδηδ, βνήβμνδ ηαζ  ζπεηζηά αηνζαήξ.  

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Υνδζζιμπμζμφιε αοηή ηδ ιέεμδμ βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ 

πμο απμιμκχκμοιε. Γζα ηδκ πνυηοπδ ηαιπφθδ πνδζζιμπμζήεδηακ δζαδμπζηά αολακυιεκεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ 0,120-2 mg/ml ακενχπζκδξ IgG (Sigma). Ακ είκαζ απαναίηδημ, ηα πνμξ 
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ιέηνδζδ δείβιαηα αναζχκμκηαζ ζε ηαηάθθδθδ ζοβηέκηνςζδ (ιέζα ζημ εφνμξ ηδξ 

πνυηοπδξ ηαιπφθδξ). Σμ ακηζδναζηήνζμ Bradford ζε ζημηεζκυ δμπείμ, ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, αναζχκεηαζ 1:5 ιε απεζηαβιέκμ κενυ. Πνμζηίεεηαζ 10,2 ιl δείβιαημξ ηαζ 509,8 

ιl ακηζδναζηδνίμο Bradford ζε ζςθδκάνζα eppendorf. Σμ ιίβια επςάγεηαζ εενιμηναζία 

25
μ
C βζα 15 θεπηά ηαζ αημθμφεςξ θαιαάκεηαζ δ απμννυθδζδ ζηα 595 nm, 

πνδζζιμπμζχκηαξ έκα δζάθοια ακαθμνάξ ςξ ιάνηονα μ μπμίμξ πενζέπεζ υθα ηα 

ακηζδναζηήνζα εηηυξ απυ πνςηεΐκδ. Γζα ημκ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ άβκςζημο δείβιαημξ 

ακαιζβκφμοιε 950 ιl ημο αναζςιέκμο ακηζδναζηδνίμο Bradford ιε 50ιl πνςηεΐκδξ 

ηαηάθθδθδξ ζοβηέκηνςζδξ χζηε ζηδκ ηορεθίδα κα οπάνπμοκ 2-10 ιg πνςηεΐκδξ. 

Αημθμοεεί πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ιε αάζδ ηδκ πνυηοπδ 

ηαιπφθδ. 

2.2.1.7   Αλνζναπνηύπσζε πξσηετλώλ (Western blotting) 

Αξρή κεζόδνπ 

Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα πνυζδεζδξ ακηζζςιάηςκ ζε πνςηεΐκεξ 

αηζκδημπμζδιέκεξ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ. Με αοηυ ημκ ηνυπμ δδιζμονβείηαζ 

ζφιπθμημ ακηζβυκμο – ακηζζχιαημξ. Ο εκημπζζιυξ αοημφ ημο ζοιπθυημο 

πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδ πνήζδ δεφηενμο ακηζζχιαημξ πμο πνμζδέκεζ ζημ πνχημ ακηίζςια 

ηαζ είκαζ μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκμ ιε έκγοιμ. Μεηά ηδκ πνμζεήηδ ηαηάθθδθμο 

οπμζηνχιαημξ βζα ημ έκγοιμ πναβιαημπμζείηαζ ακηίδναζδ πμο δδιζμονβεί έβπνςιμ πνμσυκ 

ημ μπμίμ αμδεάεζ κα εκημπζζηεί δ πνςηεΐκδ. Σμ πθεμκέηηδια αοηήξ ηδξ ιεευδμο είκαζ δ 

ακίπκεοζδ αηυια ηαζ εθάπζζηςκ πμζμηήηςκ πνςηεσκχκ. 

Πνξεία δηεμαγσγήο 

Μεηαθνξά πξσηετλώλ από πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

Αθμφ πναβιαημπμζδεεί δθεηηνμθυνδζδ SDS-Page ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζε άιεζδ 

επαθή ιε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ηαζ εηαηένςεεκ αοηχκ ημπμεεημφκηαζ ημιιάηζα 

απμννμθδηζημφ πανηζμφ Whatman ηαεχξ ηαζ εζδζηά ζθμοββανάηζα. Ζ ιειανάκδ ηαζ ημ 

πήηηςια (ιαγί ιε ηα εζδζηά πανηζά ηαζ ζθμοββανάηζα) ημπμεεημφκηαζ ζε εζδζηέξ πθάηεξ. 

Αοηέξ ημπμεεημφκηαζ ζηδκ εζδζηή ζοζηεοή πμο εα ηνμθμδμηδεεί ιε δθεηηνζηυ νεφια βζα 

κα βίκεζ δ ιεηαθμνά. ημ δμπείμ ηδξ ζοζηεοήξ ημπμεεηείηαζ ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ 

δζάθοια, δζάθοια ιεηαθμνάξ, ημ μπμίμ εα μδδβήζεζ ζηδ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ απυ ημ 

πήηηςια ζηδ ιειανάκδ. ηδκ πθεονά ηδξ ζοζηεοήξ μπμο είκαζ δ ηάεμδμξ πνέπεζ κα 

ανίζηεηαζ ιε ζεζνά: ημ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ηαζ 

υπζ ημ ακηίζηνμθμ. Πάβμξ πμο ημπμεεηείηαζ ζε επαθή ιε ηζξ πθάηεξ αμδεά ζηδ ιείςζδ ηδξ 
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εενιμηναζίαξ δ μπμία ηείκεζ κα αολδεεί ανηεηά ζημ εζςηενζηυ ημο δμπείμο θυβς ημο 

δθεηηνζημφ νεφιαημξ. Ζ ιεηαθμνά πναβιαημπμζείηαζ ιε δθεηηνζηυ νεφια έκηαζδξ 300mA 

βζα πενίπμο ιία χνα (βζα πνςηεΐκεξ ιάγαξ ~30 kD).  

Αθμφ μθμηθδνςεεί δ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ ζηδ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, δ 

ηεθεοηαία ημπμεεηείηαζ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια TBS 1X ιε 5% (w/v) θομθζθζςιέκμ βάθα 

ηαζ παναιέκεζ βζα ημοθάπζζημκ 30 θεπηά ζημοξ 37
o
C, χζηε κα πθδνςεμφκ μζ ιδ εζδζηέξ 

εέζεζξ πνυζδεζδξ ημο ακηζζχιαημξ ζηδ ιειανάκδ.  

ηδ ζοκέπεζα, δ ιειανάκδ επςάγεηαζ ιε ημ πνχημ ακηίζςια ημ μπμίμ έπεζ αναζςεεί ζε 

νοειζζηζηυ δζάθοια ιε 2,5% (w/v) θομθζθζςιέκμ βάθα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

πναβιαημπμζμφκηαζ ηνεζξ πθφζεζξ ιε TBS 1X -0,1% Σween δζάνηεζαξ 10 θεπηχκ δ 

ηαεειζά. Αημθμοεεί δ επχαζδ ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια πμο πνμζδέκεζ ζημ πνχημ ηαζ 

ηαοηυπνμκα θένεζ ημ έκγοιμ HRP. Ζ επχαζδ δζανηεί 2 χνεξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

οπυ ακάδεοζδ ηαζ αημθμοεμφκ λακά ηνεζξ πθφζεζξ ιε TBS 1X -0,1% Σween δζάνηεζαξ 10 

θεπηχκ δ ηαεειζά. 

 

Αλνζνελδπκηθή αλίρλεπζε ησλ πξσηετλώλ: Μέζνδνο εληζρπκέλεο ρεκεηνθσηαύγεηαο  

(Enhanced Chemo-Luminescence). 

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ ιε ηδ ιέεμδμ 

ηδξ εκζζποιέκδξ πδιεζμθςηαφβεζαξ, θαιαάκεζ πχνα ζε ζημηεζκυ εάθαιμ ηαζ απαζηεί ηδ 

πνήζδ ζοβηεηνζιέκςκ ακηζδναζηδνίςκ βζα ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ αζμπδιζηήξ ακηίδναζδξ 

(θμοιζκυθδ, ημοιανζηυ μλφ, οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο) ηαεχξ επίζδξ θζθι 

αοημναδζμβναθίαξ ηαζ δζαθφιαηα βζα ηδκ ακάπηολδ ηαζ ιμκζιμπμίδζδ ημο ζήιαημξ ηδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ επάκς ζημ θζθι.  

Ζ ανπή ηδξ ιεευδμο ααζίγεηαζ ζηδκ μλεζδμακαβςβζηή ακηίδναζδ ιεηαλφ ηδξ θμοιζκυθδξ 

ηαζ ημο οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο, πμο ηαηαθφεηαζ απυ ημ ζογεοβιέκμ ζημ δεφηενμ 

ακηίζςια έκγοιμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ. Σμ δζεβενιέκμ πδιζηυ εκδζάιεζμ πμο πανάβεηαζ απυ 

ηδκ παναπάκς ακηίδναζδ, ιεηαπίπηεζ ζηδ ζοκέπεζα ζε ιία ηαηάζηαζδ παιδθυηενδξ 

εκένβεζαξ εηπέιπμκηαξ θςξ. Ζ πανμοζία εκζζποηζηχκ οπμζηνςιάηςκ υπςξ είκαζ ημ 

ημοιανζηυ μλφ, αολάκεζ έςξ ηαζ 1000 θμνέξ ηδκ έκηαζδ ημο εηπειπυιεκμο θςηυξ ημ 

μπμίμ ηαζ απμηοπχκεηαζ ζημ θζθι. Ζ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ πμο θένεζ ηζξ 

απμδζαηαβιέκεξ  πνςηεΐκεξ, ειααπηίγεηαζ ζημ δζάθοια ηςκ ακηζδναζηδνίςκ ηαζ παναιέκεζ 

βζα έκα ιε δφμ θεπηά. Καηυπζκ, ηοθίβεηαζ ζε πθαζηζηή ιειανάκδ ηαζ απυ πάκς 

ημπμεεηείηαζ ημ θζθι οπυ πίεζδ πνμηεζιέκμο κ‟ απμηοπςεεί ημ ζήια ηδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ. Ο πνυκμξ έηεεζδξ ηδξ ιειανάκδξ ζημ θζθι πμζηίθθεζ ακάθμβα ιε ηδκ 
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έκηαζδ ημο ζήιαημξ ηαζ ηοιαίκεηαζ απυ έκα έςξ ηαζ είημζζ θεπηά. Πένακ αοημφ ημο 

πνμκζημφ δζαζηήιαημξ ημ ζήια έπεζ απμδοκαιςεεί πθήνςξ ηαζ δεκ δφκαηαζ κα ιαξ 

πνμζθένεζ ηάπμζα επζπνυζεεηδ πθδνμθμνία βζα ημ πείναιά ιαξ. Ζ ειθάκζζδ ηςκ 

ζεζδιαζιέκςκ απυ ηδ θςηαφβεζα πνςηεσκζηχκ γςκχκ, πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδκ 

ειαάπηζζδ ημο θζθι ζε δζάθοια ακάπηολδξ (GDX Developer, Kodak) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζε 

δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ (GBX Fixer, Kodak), μφηςξ χζηε κα δζαηδνδεεί δ εζηυκα πμο 

θαιαάκμοιε. 

 

 

2.3   ΜΔΘΟΓΟΗ ΜΟΡΗΑΚΖ ΒΗΟΛΟΓΗΑ 

2.3.1   Ζιεθηξνθόξεζε λνπθιετληθώλ νμέσλ ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Ο δζαπςνζζιυξ ηαζ δ ηαοημπμίδζδ ηςκ ιμνίςκ DNA πναβιαημπμζείηαζ ιε αάζδ ημ 

ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ, ιε εθανιμβή δθεηηνζημφ πεδίμο (δθεηηνμθυνδζδ) ζε μνζγυκηζμ 

πήηηςια αβανυγδξ (θοηζηυξ πμθοζαηπανίηδξ). Καηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ, ηα ιυνζα DNA 

ηα μπμία είκαζ ανκδηζηά θμνηζζιέκα θυβς ημο ζμκζζιμφ ηςκ θςζθμνζηχκ μιάδςκ ημοξ 

ιεηαηζκμφκηαζ πνμξ ημ εεηζηυ πυθμ ιε ηαπφηδηα ακηζζηνυθςξ ακάθμβδ ημο ιεβέεμοξ ημοξ. 

Ακάθμβα ιε ημ ιέβεεμξ ηχκ πνμξ ακάθοζδ ιμνίςκ DNA, πνδζζιμπμζμφκηαζ πδηηχιαηα 

δζαθμνεηζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ζε αβανυγδ. Μεβάθμο ιεβέεμοξ ιυνζα DNA απαζημφκ 

παιδθή ζοβηέκηνςζδ αβανυγδξ, 0,8% η.α. χζηε κα ιπμνμφκ κα ιεηαηζκδεμφκ ιέζς ηςκ 

πυνςκ ημο πδηηχιαημξ. Ακηίεεηα, ιζηνμφ ιεβέεμοξ ιυνζα, ηδξ ηάλεςξ θίβςκ εηαημκηάδςκ 

bp, πνεζάγμκηαζ ανηεηά ποηκυ πήηηςια, 2% η.α. ζε αβανυγδ, ημ μπμίμ εα ηα ζοβηναηήζεζ 

ηαζ δε εα η‟ αθήζεζ κα δζαθφβμοκ ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ. Σμ 

νοειζζηζηυ δζάθοια πμο πνδζζιμπμζείηαζ είκαζ ΣΒΔ 1Υ ιε ανςιζμφπμ αζείδζμ 0,5 ιg/ml.  

Σα δείβιαηα DNA ιεηά απυ πνμζεήηδ δζαθφιαημξ θυνηςζδξ δείβιαημξ (loading buffer) 

(Vloading buffer/Vμθζηυ = 1/10) δθεηηνμθμνμφκηαζ οπυ ζηαεενή ηάζδ 150 Volts, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Πανάθθδθα ιε ηα πνμξ ελέηαζδ δείβιαηα, ζημ πήηηςια 

δθεηηνμθμνείηαζ ηζ έκαξ ιάνηοναξ (marker) βκςζηχκ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ. Μεηά ηδκ 

μθμηθήνςζδ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, ημ πήηηςια εηηίεεηαζ ζε οπενζχδδ αηηζκμαμθία (UV) 

ιήημοξ ηφιαημξ 302 nm, υπμο θυβς ηδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ ημο ανςιζμφπμο αζεζδίμο 

πμο εκζςιαηχκεηαζ ιεηαλφ ηςκ αγςημφπςκ αάζεςκ ημο DNA, ηα ιυνζα DNA 

ζπδιαηίγμοκ μναηέξ γχκεξ ζηζξ εέζεζξ πμο έπμοκ ιεηακαζηεφζεζ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ 

αάνμξ. Σέθμξ ημ πήηηςια αβανυγδξ θςημβναθίγεηαζ ζε θζθι «Polaroid Type 57». Ζ 
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ιέεμδμξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, εθανιυγεηαζ επίζδξ ηαζ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

απμιυκςζδξ ηαζ ηαεανζζιμφ ηςκ ιμνίςκ DNA. ηδκ πενίπηςζδ αοηή, πνδζζιμπμζμφκηαζ 

παναζηεοαζηζηά πδηηχιαηα αβανυγδξ, απυ ηα μπμία απμηυαμκηαζ ηα ηιήιαηα εηείκα πμο 

πενζέπμοκ ηζξ επζεοιδηέξ γχκεξ ημο DNA ηαζ ηαηυπζκ εθανιυγμκηαζ ιέεμδμζ ηαεανζζιμφ 

DNA. 

2.3.2   Πέςε DNA κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

Οζ πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ είκαζ έκγοια πμο πνμένπμκηαζ απυ ιζηνμμνβακζζιμφξ, 

ηα μπμία ακαβκςνίγμοκ ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ ηαζ ηυαμοκ ημ DNA ζπάγμκηαξ έκα 

θςζθμδζεζηενζηυ δεζιυ ζε ζοβηεηνζιέκδ εέζδ, ζε ηάεε αθοζίδα. Σμ πνυηοπμ πέρδξ εκυξ 

ιμνίμο DNA ιε ιία εζδζηή εκδμκμοηθεάζδ πνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ, ηυζμ βζα ηδκ 

ηαοημπμίδζδ υζμ ηαζ βζα ηδκ απμιυκςζδ ζοβηεηνζιέκςκ ηιδιάηςκ DNA. Οζ πέρεζξ 

πναβιαημπμζμφκηαζ ζε πενζαάθθμκ (ζμκηζηή ζζπφξ, εενιμηναζία, pH, πανμοζία ή απμοζία 

απμννοπακηζημφ, ηθπ.) πμο εοκμεί ηδκ δνάζδ ημο εηάζημηε εκγφιμο. Οζ ζοκεήηεξ αοηέξ 

ηαεμνίγμκηαζ απυ ηδκ εηαζνεία παναζηεοήξ ημο εηάζημηε εκγφιμο. ε ιία ηοπζηή 

ακηίδναζδ πέρδξ 1 ιg DNA επςάγεηαζ ζημ ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ δζάθοια ιε 3-5 

ιμκάδεξ εκγφιμο, ζηδκ ηαηάθθδθδ εενιμηναζία βζα 2 χνεξ. Σα πνμσυκηα ηδξ πέρδξ 

ακαθφμκηαζ δθεηηνμθμνδηζηά ζε πήηηςια αβανυγδξ.  

2.3.3   Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ κε ηε κέζνδν ηνπ ζεξκηθνύ ζνθ. 

Γζα ηδκ παναβςβή ηαζ απμιυκςζδ πθαζιζδζαημφ DNA ζε ιεβάθδ ηθίιαηα, 

αημθμοεείηαζ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ ααηηδνίςκ ορδθά δεηηζηχκ ζηδκ ελςβεκή πνυζθδρδ 

βεκεηζημφ οθζημφ, ιε ηδ ιέεμδμ ημο εενιζημφ ζμη. Ζ ανπή ηδξ ιεευδμο, ααζίγεηαζ ζηδκ 

αφλδζδ ηδξ δζαπεναηυηδηαξ ηδξ ααηηδνζαηήξ ιειανάκδξ βζα ημ DNA, πανμοζία 

ηαηζυκηςκ (π.π. αζαέζηζμ, ιαβκήζζμ), ηαηά ηδκ απυημιδ αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ (βζα 

ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια) απυ ημοξ 4
o
C (πάβμξ) ζημοξ 42

o
C. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, 

επζθέβεηαζ ημ ζηέθεπμξ ηδξ E.coli XL10 (XL10-Gold Ultracompetent cells-Stratagene) πμο 

δζαεέηεζ ζδζαίηενα ορδθή δεηηζηυηδηα (≥5Υ10
9
 cfu.ιg pUC18 DNA). Σα ααηηήνζα 

επςάγμκηαζ ιαγί ιε ημ DNA (πθαζιζδζαηυ ή ημ πνμσυκ ηδξ ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ /ligation) 

βζα 30 θεπηά ζημοξ 4
o
C πανμοζία CaCL2 ηαζ ακαδεφμκηαζ ήπζα ακά ηαηηά πνμκζηά 

δζαζηήιαηα. Ζ πμζυηδηα ημο DNA πμο πνδζζιμπμζείηαζ  ηοιαίκεηαζ απυ 0,1 έςξ 50 ng ηαζ 

ελανηάηαζ απυ ημ εάκ εέθμοιε κα ιεηαζπδιαηίζμοιε ηα ααηηήνζα ι‟ έκα απθυ 

οπενεθζηςιέκμ πθαζιίδζμ (μπυηε ιία ιζηνή πμζυηδηα είκαζ ανηεηή) ή ιε ημ πνμσυκ ηδξ 

ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ. Καηυπζκ, ημ ιίβια ιεηαθένεηαζ ζημοξ 42
o
C βζα 30 sec ηαζ αιέζςξ 
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ιεηά πάθζ ζημκ πάβμ. Αημθμοεεί ειαμθζαζιυξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ααηηδνίςκ ζε 1 

ml ενεπηζημφ οθζημφ LB πςνίξ ακηζαζμηζηυ ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
μ
C βζα 1 χνα οπυ 

ακάδεοζδ. Σμ οθζηυ ζηδ ζοκέπεζα επζζηνχκεηαζ ζε ααηηδνζαηά πζάηα πμο πενζέπμοκ LB-

άβαν ιε ημ ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηυ, χζηε κα βίκεζ δ επζθμβή ηςκ ααηηδνίςκ (εα 

επζαζχζμοκ ζηδκ ηαθθζένβεζα ηα ααηηήνζα πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ, ημ μπμίμ 

θένεζ ημ βμκίδζμ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζοβηεηνζιέκμο ακηζαζμηζημφ). Σα πζάηα 

αθήκμκηαζ βζα επχαζδ ζημοξ 37
μ
C βζα 12-16 χνεξ ηαζ υηακ ακαπηοπεμφκ μζ επζεοιδηέξ 

απμζηίεξ, ακαηαθθζενβμφκηαζ ιε ζημπυ κα απμιμκςεεί ζε ιεβάθδ πμζυηδηα ημ 

πθαζιζδζαηυ DNA (ακαζοκδοαζιέκμ ή ιδ) πμο ιαξ εκδζαθένεζ. 

2.3.4  Παξαζθεπή θαη απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κηθξή θιίκαθα  

Με ηδ ζοζηδιαημπμζδιέκδ ιέεμδμ ηδξ QIAGEN Inc., απμιμκχκεηαζ βνήβμνα ιζηνή 

πμζυηδηα ιενζηχξ ιυκμ ηαεανζζιέκμο πθαζιζδζαημφ DNA απυ οβνέξ ηαθθζένβεζεξ 

ειαμθζαζιέκεξ ιε απμζηίεξ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ααηηδνίςκ. Σμ πθαζιζδζαηυ DNA 

εθέβπεηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ ηαζ εκημπίγμκηαζ έηζζ μζ ηθχκμζ 

πμο θένμοκ ημ επζεοιδηυ ακαζοκδοαζιέκμ πθαζιίδζμ. 

 Ανπζηά ειαμθζάγμκηαζ 3 ml δζαθφιαημξ ενεπηζημφ οθζημφ πμο πενζέπεζ αιπζηζθθίκδ 

(Cηεθζηή = 100 ιg/ml) ιε ιία απμζηία ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ααηηδνίςκ. Αημθμοεεί επχαζδ 

ιε ακάδεοζδ ζημοξ 37ºC βζα 12-16 χνεξ. 

 Μεηαθμνά 1,5 ml απυ ηδ ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα ζε ζςθήκα eppendorf ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 10.000 rpm βζα 30 sec. ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ οπυθμζπμ ηδξ 

ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ θοθάζζεηαζ ζημοξ 4ºC. 

 Σμ οπενηείιεκμ απμννίπηεηαζ ηαζ ημ ίγδια ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ επακαδζαθφεηαζ 

ιε πνμζεήηδ 100 ιl ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ (resuspension buffer Ρ1) ηαζ έκημκδ 

ακάδεοζδ. Καηυπζκ, πνμζηίεεκηαζ 200 ιl  δζαθφιαημξ θφζδξ (lysis buffer Ρ2) ηαζ ηέθμξ 

150 ιl δζαθφιαημξ ελμοδεηένςζδξ ημο υλζκμο pH (neutralization buffer Ρ3). Αημθμοεεί 

ήπζα ακάδεοζδ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 15 θεπηά ζηζξ 13.000 rpm. 

 Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε κέμ eppendorf ηαζ πνμζηίεεηαζ 1 ml αζεακυθδξ 100%. 

Ζ ακάιζλδ πναβιαημπμζείηαζ ιε ακαζηνμθή ηςκ ζςθήκςκ eppendorf ηαζ αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά  ζηζξ 13.000 rpm. 

 Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ημ ίγδια αθήκεηαζ κα ζηεβκχζεζ ζημ θμφνκμ ζημοξ 

55ºC. 

 Ζ επακαδζάθοζδ ημο DNA βίκεηαζ ζε 50 ιl ddH2O. 
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 Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ ζηδκ ανπή, ιία πμζυηδηα ημο απμιμκςιέκμο DNA (10 ιl) εα 

οπμζηεί πέρδ ιε πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ, πνμηεζιέκμο κα εκημπζζημφκ ζηδ 

ζοκέπεζα ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ μζ ηθχκμζ πμο θένμοκ ημ επζεοιδηυ 

ακαζοκδοαζιέκμ πθαζιίδζμ. 

2.3.5   Παξαζθεπή θαη απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κεγάιε θιίκαθα (maxi prep) 

Με ηδ ιέεμδμ αοηή, απμιμκχκεηαζ ιεβάθδ πμζυηδηα ορδθήξ ηαεανυηδηαξ 

πθαζιζδζαημφ DNA.  

 Έπμκηαξ πνμζδζμνίζεζ απυ πνζκ -ιε απμιυκςζδ ζε ιζηνή ηθίιαηα- πμζα απμζηία-

ηθχκμξ θένεζ ημ επζεοιδηυ ακαζοκδοαζιέκμ πθαζιίδζμ, ιεηαθένμοιε ιένμξ ηδξ ανπζηήξ 

ιζηνήξ οβνήξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ 3 ml ζε 500 ml ενεπηζημφ δζαθφιαημξ LB πμο έπεζ 

ειαμθζαζηεί ιε αιπζηζθθίκδ (Cηεθζηή = 100 ιg/ml). Αημθμοεεί επχαζδ ιε ακάδεοζδ 

ζημοξ 37ºC βζα 12-16 χνεξ. 

 Σδκ επυιεκδ ιένα, πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 4.000 rpm βζα 15 θεπηά ζημοξ 

4ºC. Σμ οπενηείιεκμ απμννίπηεηαζ ηαζ ημ ίγδια (ααηηδνζαηά ηφηηανα) επακαδζαθφεηαζ ζε 

10 ml ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ (resuspension buffer Ρ1). 

 Πνμζηίεεκηαζ 10 ml δζαθφιαημξ θφζδξ (lysis buffer Ρ2) ηαζ ιεηά απυ ήπζα ακάδεοζδ 

επςάγμοιε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 θεπηά. 

 Πνμζηίεεκηαζ 10 ml δζαθφιαημξ ελμοδεηένςζδξ ημο υλζκμο pH (neutralization buffer 

Ρ3) ηαζ ιεηά απυ ήπζα ακάδεοζδ επςάγμοιε ζημκ πάβμ βζα 20 θεπηά. 

 Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000  rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4ºC, ζε θοβυηεκηνμ 

Sorvall SS-34. Σμ ίγδια απμννίπηεηαζ ηαζ ημ οπενηείιεκμ πμο πενζέπεζ ημ πθαζιζδζαηυ 

DNA επακαθοβμηεκηνείηαζ βζα 15 θεπηά ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ. 

 ε ημθχκα QIAGEN-tip 500 πνμζηίεεκηαζ 10 ml δζαθφιαημξ ελζζμννυπδζδξ 

(equilibration buffer QBT) ημ μπμίμ δζαιμνθχκεζ ηζξ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ αθαηυηδηαξ 

ηαζ pH πνμηεζιέκμο ζηδ ζοκέπεζα, ηαηά ημ «πέναζια» ημο δείβιαημξ κα ζοβηναηδεεί απυ 

ημ θίθηνμ ιυκμ ημ πθαζιζδζαηυ DNA, εκχ άθθεξ πνμζιίλεζξ υπςξ ηοηηανζηέξ πνςηεΐκεξ ή 

ιεηααμθίηεξ κ‟ απμιαηνοκεμφκ. Αθήκμοιε ημ δζάθοια QBT κα πενάζεζ απυ ηδκ ημθχκα 

ιε ηδ δφκαιδ ηδξ αανφηδηαξ. 

 ηδ ζοκέπεζα, πνμζηίεεηαζ ζηδκ ημθχκα ημ οπενηείιεκμ ηδξ ηεθεοηαίαξ θοβμηέκηνδζδξ 

ημ μπμίμ ηαζ πάθζ πενκά ηδκ δζαπενκά. 

 Ζ ημθχκα λεπθέκεηαζ δφμ θμνέξ ιε 30 ml, ηάεε θμνά, δζαθφιαημξ πθφζδξ (wash buffer 

QC) ημ μπμίμ απμιαηνφκεζ μπμζαδήπμηε πνυζιζλδ πςνίξ κα επδνεάγεζ ηδ δέζιεοζδ ημο 
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πθαζιζδζαημφ DNA. Δπζπνυζεεηα, ειπμδίγεζ ηζξ ιδ εζδζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ηαζ 

απμιαηνφκεζ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ζημ DNA, πςνίξ ηδ πνήζδ θαζκυθδξ. 

 Ζ έηθμοζδ ημο DNA θαιαάκεζ πχνα ιε 15 ml ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ (elution buffer 

QF). Καηυπζκ, ημ DNA ηαηαηνδικίγεηαζ ιε 10,5 ml ζζμπνμπακυθδξ ηαζ θοβμηέκηνδζδ 

ζηζξ 10.000 rpm βζα 30 θεπηά ζημοξ 4ºC.  

 Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ πνμζεηηζηά ηαζ μ βοάθζκμξ ζςθήκαξ θοβμηέκηνδζδξ 

(correx), αθήκεηαζ κα ζηεβκχζεζ ζημ θμφνκμ ζημοξ 65ºC.  

Σμ DNA πμο ανίζηεηαζ ζηα ημζπχιαηα ημο ζςθήκα, επακαδζαθφεηαζ ζε δζάθοια Tris-

EDTA 1:0,1, δδθ.Tris 1mM pH 7,5:EDTA 0,1 mM pH 8. Ζ παιδθή ζοβηέκηνςζδ ζε 

EDTA ελοπδνεηεί ζημ κ‟ απμθεοπεμφκ πνμαθήιαηα ζηζξ πέρεζξ ιε έκγοια (ημ EDTA 

πνμζηαηεφεζ ημ DNA απυ ηδ δνάζδ DNAαζχκ υπςξ μζ πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ, 

δεζιεφμκηαξ ζυκηα-ζοιπανάβμκηεξ). 

2.3.6  Διεγρνο πδξόιπζεο  

Σμ πθαζιίδζμ pBluescript KS II, πνδζζιμπμζήεδηε ςξ οπμζηνχια βζα ηζξ δμηζιδ ηδξ 

οδνμθοηζηήξ ζηακυηδηαξ ημο DNA απυ ηα ακηζζχιαηα. Σμ πθαζιίδμ επςάζηδηε ιε ηα 

ακηζζχιαηα βζα 30 θεπηά, 4, 16 ηαζ 24 χνεξ ζημοξ 37°C ηαζ ζε ακαθμβίεξ ακηζζχιαημξ 

(ιg): πθαζιίδζμ (ιg), 2:1, 10:1 ηαζ 30:1 ιε TBS πμο πενζέπεζ 2 mM MgCl2. Οζ ακηζδνάζεζξ 

ηενιαηίζηδηακ ιε ενορίκδ (20 ιg / ml) ζημοξ 37°C βζα 1 χνα ηαζ ηα δείβιαηα 

ακαθφεδηακ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια  αβανυγδξ 1%.  

Ζιεθηξνθόξεζε DNA ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Σα δείβιαηα DNA ακαιζβκφμκηαζ ιε νοειζζηζηυ δζάθοια θυνηςζδξ ζε ακαθμβία 1:10 

ηαζ δθεηηνμθμνμφκηαζ ζε πήηηςια αβανυγδξ ποηκυηδηαξ ακάθμβδξ ημο ιεβέεμοξ ηςκ 

ακαθουιεκςκ ιμνίςκ DNA ζε δζάθοια TBE 0,5Υ. Σμ πήηηςια πενζέπεζ ανςιζμφπμ 

αζείδζμ ημ μπμίμ πνμζδέκεηαζ ζημ δίηθςκμ DNA ηαζ ηαεζζηά δοκαηή ηδκ παναηήνδζδ 

αοημφ οπυ ημ οπενζχδεξ θςξ θοπκίαξ UV. Σα δείβιαηα ημο DNA θςημβναθήεδηακ ιε ηδκ 

ηάιενα KODAK Digital Science 1D ηαζ ημ θμβζζιζηυ EDAS 1201D. Γζάθοια 

δθεηηνμθυνδζδξ DNA TBE 10x : Tris Base (108gr), Boric acid (55gr) ηαζ EDTA 

(7,44gr). Σμ pH πνμζανιυγεηαζ ζημ 8,3 ιε ΖCl ηαζ μβημιεηνείηαζ ζημ 1 l. 

 

2.3.7  Έιεγρνο θαηαθεξκαηηζκνύ ηνπ DNA 

Γζα ημκ έθεβπμ ηαηαηενιαηζζιμφ ημο DNA, ηφηηανα HeLa επςάζηδηακ ιε ηα 

ακηζζχιαηα (100ιg/ml) βζα 48 χνεξ ζημοξ 37
o
C (2x10

5
ηφηηανα HeLa/γχκδ) ηαζ ζηδ 
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ζοκέπεζα θοβμηεκηνήεδηακ ζηα 3000 g βζα 5 θεπηά βζα ηδ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ιε έκα 

οπμημκζηυ νοειζζηζηυ δζάθοια θφζδξ (50 mM Tris-HCl, pH 7.5,10 mM EDTA,150 mM 

NaCl,50 mg/ml δζαθφιαημξ πνςηεσκάζδξ Κ επί 2 χνεξ ζημοξ 50°C). Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ 

πνμζιίλεςκ RNA,  πνδζζιμπμίδεδηε έκγοιμ RNase (0,1 mg/ml) βζα 1 χνα ζημοξ 37°C. 

Σμ DΝΑ απμιμκχεδηε ιε ιίβια θαζκυθδξ/πθςνμθμνιίμο , ηαηαηνδικίζηδηε ιε ίζμ υβημ 

ζζμπνμποθζηήξ αθημυθδξ ηαζ αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηα 12000 g βζα 15 θεπηά ζημοξ 

4°C. Σμ ίγδια πμο πνμέηορε επακαδζαθφεδηε ζε 20 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ (Σris-

EDTA) ηαζ αθμφ πνμζηέεδηε  μ ηαηάθθδθμξ υβημξ (2 ιl) δζαθφιαημξ θυνηςζδξ (loading 

buffer: 0.25% bromphenol blue, 30% glyceric acid), αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ζε 

πήηηςια αβανυγδξ 2% πμο πενζέπεζ 1 ιg/ml ανςιζμφπμ αζείδζμ. 
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IV.   ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

1.   Δπηινγή, αλάπηπμε θαη απνκφλσζε κνλνθισληθψλ CPAbs απφ πβξηδψκαηα 

ημ ενβαζηήνζμ Ακμζμθμβίαξ ημο Δθθδκζημφ Ηκζηζημφημο Παζηέν είπε ήδδ παναπεεί ιζα 

ζεζνά απυ ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα (mAbs) απυ οανζδχιαηα πμκηζηχκ (NZBxNZW) F1 

(ανζεκζηά) ηα μπμία ειθακίγμοκ αοευνιδημ θφημ (ζε δθζηία εκκέα ιδκχκ). Σα 

οανζδχιαηα πνμήθεακ απυ ηδ ζφκηδλδ ζπθδκμηοηηάνςκ ηςκ πμκηζηχκ αοηχκ (αθμφ 

πνχηα είπακ εθεβπεεί βζα ορδθυ ηίηθμ ηοηθμθμνμφκηςκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ), ιε ιδ 

εηηνζηζηά ιοεθςιαηζηά ηφηηανα NSO, ζφιθςκα ιε ηδκ ηθαζζζηή ιέεμδμ ηςκ Köhler ηαζ 

Milstein. Σα οανζδχιαηα επζθέπεδηακ ζε ιέζμ  ιε οπμλακείκδ-αιζκμπηενίκδ-εοιζδίκδ ηαζ 

ηα εηηνζηζηά, οπμηθςκίζηδηακ ιε δζαδμπζηέξ αναζχζεζξ. Καηυπζκ εθέβπεδηακ ςξ πνμξ 

ακηζ-DNA δναζηζηυηδηα ηαζ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ζε ηφηηανα Hela ιε ELISA ηαζ 

θεμνζζιμ-ακμζμηοηηανμπδιζηή ηεπκζηή ηαζ παναηήνδζδ ζημ θςημκζηυ ιζηνμζηυπζμ, 

υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηζξ Μεευδμοξ.  

Γζα ηδκ πανμφζα ιεθέηδ επζθέπεδηακ ηνία απυ ηα ιμκμηθςκζηά CPAbs (10D2, 2C6 ηαζ 

5D3Α8) αάζεζ ημο δζαθμνεηζημφ πνμθίθ δζείζδοζδξ ηαζ ηςκ δζαθμνεηζηχκ ακμζμπδιζηχκ 

ημοξ ζδζμηήηςκ (Πίλαθαο 1). Δπίζδξ, δφμ mAbs (H9.3 ηαζ 1C5), ηα μπμία δεκ δζείζδοακ, 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ ανκδηζημί ιάνηονεξ. Σα 10D2, 2C6, Ζ9.3 ακήηακ ζηδκ οπυηαλδ 

IgG2a ηαζ ηα 5D3Α8, 1C5 ζηδκ IgG2b.  

Γζα ηδκ ακάπηολδ ζε ιεβάθδ πμζυηδηα ηαζ απμιυκςζδ ηςκ πέκηε αοηχκ mAbs, ήηακ 

ακαβηαίμ κα βίκεζ αεθηζζημπμίδζδ ηςκ ζοκεδηχκ ηαθθζένβεζαξ ημο ηάεε οανζδςιαηζημφ 

ηθχκμο ζφιθςκα ιε ηζξ απαζηήζεζξ ημο, αθμφ μζ ηθχκμζ πμο πανάβμοκ πμθοδναζηζηά 

ακηζζχιαηα ειθακίζηδηακ αζηαεείξ ζηδκ ηαθθζένβεζα, βεβμκυξ πμο απαζημφζε 

ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ ακάπηολδξ βζα ημκ ηαεέκα (αολδιέκδ ή ιεζςιέκδ πμζυηδηα 

ηοηηάνςκ ζημ ηαπήηζμ ηαθθζένβεζαξ, ηηθ). Καεχξ μ ηάεε ηθχκμξ ειθάκζγε λεπςνζζηή 

εζηυκα ςξ πνμξ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο ηαζ ααζζηυξ ζηυπμξ ήηακ μζ θζβυηενεξ δοκαηέξ 

πνμζιίλεζξ απυ άθθεξ γςζηέξ ακμζμζθαζνίκεξ, θυβς ηδξ φπανλδξ θοζζηχκ 

αοημακηζζςιάηςκ πμο εα ιπμνμφζακ κα δζαζηνεαθχκμοκ ηδκ εζηυκα, υπςξ ηαζ ηδ 

ιεβαθφηενδ δοκαηή παναβςβή, βζ‟αοηυ δμηζιάζηδηακ ζακ πζεακέξ πδβέξ: 1) οπενηείιεκα 

ηαθθζενβεζχκ οιανζδςιάηςκ ζε απθέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ιε ενεπηζηυ ιέζμ 

απαθθαβιέκμ απυ ζοζηαηζηά ημο μνμφ (Serum Free Medium - SFM), 2) οπενηείιεκα 

ηαθθζενβεζχκ οανζδςιάηςκ πανμοζία μνμφ ιε παιδθή ζοβηέκηνςζδ ακμζμζθαζνζκχκ ζε 

εζδζηέξ θθάζηεξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ δφμ δζαιενζζιάηςκ ηαζ 3) αζηζηζηυ οβνυ απυ 
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πμκηίηζα SCID [πμκηίηζα ιε ηαηεζηαθιέκμ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια (Severe Combined 

Immunodeficient mice)]. 

Γζα ημκ ηαεανζζιυ ηςκ ακηζζςιάηςκ απυ ηα οπενηείιεκα ηαθθζενβεζχκ ή απυ ηα 

αζηζηζηά οβνά πναβιαημπμζήεδηε πνχηα ηαηαηνήικζζδ ιε εεζζηυ αιιχκζμ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα, είηε πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ ζε ζηήθδ πνςηεΐκδξ A-Sepharose (βζα 

ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα ηάλεςξ IgG2α ηαζ IgG1 πμο εηθμφμκηαζ ζε pH 5 ηαζ 6 

ακηίζημζπα), είηε ζμκημακηαθθαβή ζε ζηήθδ DEAE-Sepharose (βζα ιμκμηθςκζηά 

ακηζζχιαηα ηάλεςξ IgG2b ηςκ μπμίςκ δ απμιυκςζδ πναβιαημπμζείηαζ ζε νοειζζηζηυ 

δζάθοια ιε pH 8,3), βζα κα ιδκ εηηεεμφκ ζηδκ πνςηεσκδ  Α ζε πμθφ υλζκμ pH (3.0). Ο 

ηαεανζζιυξ ηςκ ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ ηάλεςξ IgG2b πνμηζιήεδηε κα βίκεζ ιε 

DEAE-Sepharose βζαηί έηζζ απμθεφβεηαζ δ παναιμκή ημοξ ζε υλζκμ δζάθοια (pH 3), ημ 

μπμίμ δφκαηαζ κα ιεηααάθεζ ηδ δμιή ημο εκενβμφ ημοξ ηέκηνμο. Μεηά ημκ ηαεανζζιυ, ηα 

mAbs εθέβπεδηακ ςξ πνμξ: α) ηδκ μθζηή ημοξ ζοβηέκηνςζδ ζε πνςηεΐκδ ιε ιέεμδμ 

Bradford, α) ηδ ζοβηέκηνςζή ημοξ ζε ακμζμζθαζνίκεξ IgG2a, IgG1 ηαζ IgG2b ιε ELISA 

ηαζ β) ηδκ ηαεανυηδηά ημοξ ιε δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE ηαζ ζζμδθεηηνζηή εζηίαζδ 

(IEF) βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηαοηυπνμκα ημο ζζμδθεηηνζημφ ημοξ ζδιείμο. 

Πίλαθαο 1. Αλνζνρεκηθέο ηδηόηεηεο ησλ mAbs ηεο κειέηεο 

mAbs/CPAbs Τπόηαμε
α
 

Ηζνειεθηξηθό 

ζεκείν 
Απνκόλσζε 

10D2 IgG2a 8.4 

Protein A Sepharose απυ 

οπενηείιεκα ηαθθζένβεζαξ 

(SFM) 

2C6 IgG2a 8.3 
Protein A απυ αζηίηεξ 

πμκηζηχκ SCID 

5D3 IgG2b 6.9 

DEAE Sepharose απυ 

οπενηείιεκα ηαθθζένβεζαξ 

(θθάζηεξ δομ δζαιενζζιάηςκ) 

Μάξηπξεο    

Ζ9.3 IgG2a 8 
Protein A απυ αζηίηεξ 

πμκηζηχκ SCID 

1C5  IgG2b 7.2 
DEAE Sepharose απυ αζηίηεξ 

πμκηζηχκ SCID 

α 
Η ππφηαμε ησλ mAbs θαζνξίζηεθε κε  ELISA ρξεζηκνπνηψληαο anti-mouse IgG1, IgG2a ήIgG2b 

σο αληίζσκα δέζκεπζεο θαη αληρλεχζεθε κε αληίζσκα αληη-F(ab’)2  πνληηθνχ ζπδεπγκέλν κε HRP. 
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1.1 Υαξαθηεξηζκφο ηεο αληηζσκαηηθήο δξάζεο ησλ CPAbs 

Αημθμφεδζε μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ακηζζςιαηζηήξ δνάζδξ ηςκ CPAbs ιε δμηζιαζία Farr 

ηαζ  ELISA έκακηζ επηά ακηζβυκςκ ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα nDNA, ζζημκχκ, ηαναμκζηήξ 

ακοδνάζδξ (CA), ηνζκζηνμθαζκυθδξ ζογεοβιέκδξ ιε αυεζα αθαμοιίκδ μνμφ (TNP-BSA), 

αηηίκδξ, ημοιπμοθίκδξ ηαζ ηεναηίκδξ. Γζα κα παναηηδνζζεεί δ πμθοδναζηζηυηδηα 

επζθέπεδζακ ηα εθηά αοηά -δμιζηά άζπεηα ιεηαλφ ημοξ- ακηζβυκα:, είηε επεζδή είκαζ 

ηθαζζζηά βζα ημκ έθεβπμ θοζζηχκ αοημακηζζςιάηςκ (π.π. DNA, πνςηεΐκεξ 

ηοηηανμζηεθεημφ, ΣΝΡ), είηε βκςζηά «εαοηά» (π.π. DNA, πνςηεΐκεξ), ή ελςβεκή (π.π. 

απηέκζα-TNP) ακηζβυκα, ή θυβς ανκδηζημφ θμνηίμο (π.π. ηαναμκζηή ακοδνάζδ). Δηηυξ ημο 

ανκδηζημφ ιάνηονα mAb H9.3, υθα ηα οπυθμζπα ακηζζχιαηα ανέεδηακ κα εηθνάγμοκ έκα 

λεπςνζζηυ δζαηνζηυ πνυηοπμ πμθοδναζηζηυηδηαξ έκακηζ υθςκ ηςκ ακηζβυκςκ ηδξ ιεθέηδξ. 

(Δηθφλα 1.1.1 ηαζ Πίλαθαο 1.1). Σα 10D2, 5D3A8, 2C6 ηαζ H9.3 ακαβκςνίγμοκ ηονίςξ ημ 

nDNA ηαζ ηζξ ζζηυκεξ, ζε δζαθμνεηζηυ ςζηυζμ ααειυ, υπςξ θάκδηε απυ ηδκ ELISA, εκχ 

ημ 1C5 ακαβκςνίγεζ ηονίςξ ηδκ αηηίκδ (Πίλαθαο 1.1). Μάθζζηα ιε ηδ 

ναδζμακμζμδμηζιαζία Farr δ μπμία πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ακηζζςιάηςκ 

ορδθήξ ζοββέκεζαξ βζα ημ nDNA, θάκδηακ ηα 10D2 ηαζ H9.3 κα πανμοζζαγμοκ ηδκ 

ορδθυηενδ ζοββεκεζα βζα ημ nDNA ζε ζπέζδ ιε ηα οπυθμζπα mAbs, πμο ήηακ ηάης απυ 

ημ υνζμ ακίπκεοζδξ ηδξ ιεευδμο.   Όθα ηα ακηζζχιαηα ελεηάζηδηακ ιε δμηζιαζία έιιεζμο 

ακμζμθεμνζζιμφ ζε ηφηηανα HeLa χζηε κα εηηζιδεμφκ μζ ηοηηανζημί ζηυπμζ ημοξ ηαζ 

δζαπζζηχεδηε πςξ ηα 10D2, 5D3A8 ηαζ 2C6 ηαεχξ ηαζ ημ H9.3 πανμοζίαγακ έκημκδ 

μιμζμβεκή πονδκζηή πνχζδ (Δηθφλα 1.1.2). Δπζπθέμκ ημ 5D3 ηαζ ημ 1C5 ειθάκζζακ ιζα 

έκημκδ ηοηηανμπθαζιαηζηή ηαηακμιή (Δηθφλα 1.1.2). Σμ πνυηοπμ ακμζμθεμνζζιμφ ηςκ 

mAbs οπμδεζηκφεζ πςξ αοηά δεκ ακαβκςνίγμοκ ιυκμ ηα αοηυθμβα ακηζβυκα, αθθά ηαζ 

εηενυθμβα ηοηηανζηά ζοζηαηζηά. 

 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

126 
 

  

DNA
Ο

π
η
ζη

ή
 Π

ο
η

κ
υ

η
δ

η
α

 (
4

5
0

n
m

)
Histones

  

TNP Actin

Ο
π

η
ζη

ή
 Π

ο
η

κ
υ

η
δ

η
α

 (
4

5
0

n
m

)

 

Δηθόλα 1.1.1 Γξαζηηθφηεηα ησλ mAbs (100 – 1,56 κg/ml) έλαληη ησλ αληηγφλσλ DNA, Ιζηνλψλ, 

TNP θαη Αθηίλεο κε ELISA. 
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Πίλαθαο 1.1 Γξαζηηθόηεηα ησλ mAbs έλαληη ελόο πάλει  αληηγόλσλ 

Farr 

(RIA)
a

mAbs dsDNA nDNA Histones Actin Tubulin Keratin C.A. TNP

10D2 31 2 35 10 40 20 30 12

2C6 3 10 10 2 9 3 10 7

5D3 2 9 25 0.4 2 0.7 1 0.7

Controls

H9.3 29 0.5 1 - - - - -

1C5    - - - 3 30 - - -

ELISA
α

 

 

C.A.: Καξβνληθή Αλπδξάζε;  

a
 Γξαζηηθφηεηα mAbs (120κg/ml) έλαληη dsDNA κε δνθηκαζία Farr (RIA) εθθξάζηεθε ζε IU/ml, κε 

cut-off ηηκή 7 IU/ml.  

β 
Σν 50% ηεο πξφζδεζεο ησλ mAb ζηα δηαθνξεηηθά αληηγφλα ζε κg/ml  έπεηηα απφ ηηηινπνίεζε (200-

0.01κg/ml) κε ELISA ,αληρλεχζεθε κε αληίζσκα αληη- IgG (γ-chain specific) πνληηθνχ ζπδεπγκέλν κε 

HRP. 

 

 

Δηθόλα 1.1.2 Αληηζσκαηηθή δξάζε ησλ CPAbs κε εκκεζφ αλνζνθζνξηζκφ- Μέγηζηε έληαζε ησλ 

ηνκψλ θπηηάξσλ NIH-3Σ3 ζηνλ έκκεζν αλνζνθζνξηζκφ. Σα 5D3, 2C6 θαη 10D2 (50 κg/ml) ζε 

θχηηαξα κνληκνπνηεκέλα κε αηζαλφιε αληρλεχνληαη κε αληίζσκα Αlexa-488 (πξάζηλε ρξψζε) θαη 

TOPRO-3 (κπιε ρξψζε). Αξλεηηθφο κάξηπξαο: θχηηαξα επσαζκέλα  κε 1C5. 
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2. Μειέηε ησλ παξακέηξσλ θαη ηνπ ηξφπνπ δηείζδπζεο ησλ CPAbs ζε θχηηαξα 

HeLa  

Ζ ηοηηανζηή δζείζδοζδ ηαζ μ εκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηςκ CPAbs, ιεθεηήεδηε ηυζμ 

ιε ακμζμεκγοιζηέξ δμηζιαζίεξ (πνχζδ ιε 3,3΄-ηεηνατδνμπθςνζηή-δζαιζκμ-αεκγζδίκδ, 

DAB) ηαζ παναηήνδζδ ζημ θςημκζηυ ιζηνμζηυπζμ, υζμ ηαζ ιε 

ακμζμηοηηανμπδιεία/ακμζμθεμνζζιυ ηαζ πνήζδ ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο.  

2.1 Δχξεζε ηεο βέιηηζηεο ζπγθέληξσζεο ησλ CPAbs θαη ηνπ ρξφλνπ επψαζήο ηνπο 

κε ηα θχηηαξα 

Πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζημφκ μζ αέθηζζηεξ ζοκεήηεξ βζα ηδ δμηζιαζία δζείζδοζδξ ηςκ 

ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ, εθέβπεδηακ δζάθμνεξ πανάιεηνμζ υπςξ: 1) μ πνυκμξ 

επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ ακηίζςια, 2) δ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζζχιαημξ, 3) δ 

ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ μ πνυκμξ ηαθθζένβεζάξ ημοξ ηαζ 4) άθθεξ ηεπκζηέξ 

πανάιεηνμζ ζπεηζγυιεκεξ ιε ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ (νοειζζηζηά δζαθφιαηα, 

ζοκεήηεξ ιμκζιμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ, ηθπ).  

Χξ ζδακζηυξ πνυκμξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ηνίεδηακ μζ 48 χνεξ πνζκ ηδ 

δμηζιαζία δζείζδοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ, ηαεχξ ηα ηφηηανα έπμοκ ημ πνμκζηυ πενζεχνζμ 

κα ακαπηοπεμφκ επανηχξ ιεηά ηδκ ακαηαθθζένβεζα ηαζ κα εηθνάζμοκ οπμδμπείξ ηαζ άθθεξ 

ηνίζζιεξ ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ. Δπζπθέμκ, δζαπζζηχεδηε πςξ δ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ 

πνέπεζ κα είκαζ ηέημζα χζηε εηείκα κα ηαθφπημοκ ημ 50% ηδξ επζθάκεζαξ ηςκ θνεαηίςκ 

ηαθθζένβεζαξ. Με ημκ ηνυπμ αοηυ, απμιαηνφκεηαζ ημ εκδεπυιεκμ ζηεκήξ επαθήξ ιεηαλφ 

ημοξ, πμο εα ειπυδζγε ηδκ πνμζέββζζδ ηαζ δζείζδοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ. Δπζπθέμκ, ηαηά ηδ 

ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πνδζζιμπμζείηαζ, είηε 100% αζεακυθδ, είηε 2% 

παναθμνιαθδεΰδδ, ιε ηδ δεφηενδ κα δζαηδνεί ζε ηαθφηενδ ηαηάζηαζδ ηδκ ηνζζδζάζηαηδ 

δμιή ημο ηοηηάνμο. Ακηίεεηα, δ ιμκζιμπμίδζδ ιε αζεακυθδ 100%, θυβς ηδξ ορδθυηενδξ 

αθοδάηςζδξ πμο πνμηαθεί ζηα ηφηηανα, εοκμεί ηδ ιεθέηδ δμιχκ ζε έκα επίπεδμ. 

Χξ αέθηζζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ βζα ηδ δζελαβςβή ηςκ πεζναιάηςκ, 

πνμζδζμνίζηδηε εηείκδ ηςκ 100 ιg/ml ηαεχξ είκαζ επανηήξ βζα ηδ δζείζδοζή ημοξ ηαζ 

ηαοηυπνμκα ανηεηά παιδθή χζηε κα ιδκ ακζπκεφεηαζ ιδ εζδζηυξ θεμνζζιυξ 

(background)ηαηά ηδκ ακμζμηοηηανμπδιεία. διεζχκεηαζ πςξ εζδζηυξ θεμνζζιυξ 

ακζπκεφεδηε απυ ηδκ εθάπζζηδ ζοβηέκηςζδ ηςκ 3 ιg/ml, εκχ ηα mAbs Ζ9.3 ηαζ 1C5 δεκ 

ειθάκζζακ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ (Δηθφλα 3.3.3.2 Α).  
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Πανάθθδθα, ιεθεηήεδηακ δζάθμνμζ πνυκμζ επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ιε ηα mAbs, 

απυ 3 θεπηά έςξ 72 χνεξ, πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζηεί μ ζδακζηυξ βζα ηδ δζείζδοζδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ. ε ηάεε πενίπηςζδ, δ ζοβηέκηνςζή ημοξ δζαηδνήεδηε ζηαεενή ζηα 100 

ιg/ml ηαζ δ εενιμηναζία ζημοξ 37
μ
C (Δηθφλα 2.1Α). Καηυπζκ ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ 

ακάθοζδξ ηςκ εζηυκςκ ζημ ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ ιε ημ θμβζζιζηυ Image-Pro Plus, 

δζαπζζηχεδηε πςξ δ εκδμηοηηανζηή πμζυηδηα ηςκ 10D2, 2C6 ηαζ 5D3 αολακυηακ ιε 

αφλδζδ ηδξ δζάνηεζαξ επχαζδξ. Δζδζηυηενα, πνδζζιμπμζχκηαξ αοεαίνεηεξ ιμκάδεξ ημο 

θμβζζιζημφ επελενβαζίαξ (arbitrary units, a.u.), πνμέηορακ ηα ελήξ απμηεθέζιαηα 

(εκδεζηηζηά βζα ηνεζξ πνυκμοξ):  α) βζα ημ 10D2, 41 a.u. (3 θεπηά επχαζδξ), 68 a.u. (2 χνεξ 

επχαζδξ), 75 a.u. (72 χνεξ επχαζδξ), α) βζα ημ 2C6, 23 a.u. (3 θεπηά), 38 a.u. (2 χνεξ), 45 

a.u. (72 χνεξ) β) βζα ημ 5D3, 14 a.u. (3 θεπηά), 25 a.u. (2 χνεξ), 35 a.u. (72 χνεξ) (Δηθφλα 

2.1Β). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί πςξ ημ 10D2, ειθακίζηδηε ςξ ημ πθέμκ απμηεθεζιαηζηυ ζηδ 

δζείζδοζδ, ηαεχξ απυ ηα 3 θεπηά επχαζδξ εκημπίζηδηε ζε ορδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ ζημ 

εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα εκηυξ ηςκ πονήκςκ, ζοβηνζηζηά ιε ηα 

οπυθμζπα δφμ. Βάζεζ ηςκ παναπάκς ιεηνήζεςκ, ζοιπεναίκεηαζ πςξ απυ ηζξ 2 χνεξ ηαζ 

ιεηά δεκ παναηδνήεδηακ ζδιακηζηέξ ιεηααμθέξ ζηδκ πμζυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ πμο 

δζεζζδφμοκ ζηα ηφηηανα, βζ‟ αοηυ ηαζ ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ ηαθή εζηυκα ηςκ ηοηηάνςκ, 

απμθαζίζηδηε βζα ηδ δμηζιαζία ηδξ δζείζδοζδξ ηα ακηζζχιαηα κα επςάγμκηαζ βζα δφμ 

χνεξ ιε ηα ηφηηανα HeLa.   

Αθμφ ηαεμνίζηδηακ μζ άνζζηεξ ζοκεήηεξ ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ ηδξ δζείζδοζδξ 

ηςκ CPAbs, δ δζεζζδοηζηή ημοξ ζηακυηδηα επζαεααζχεδηε ηαζ ιε ιέηνδζδ ηδξ 

εκδμηοηηάνζαξ ζοβηέκηνςζήξ ημοξ ζηα πονδκζηά εηποθίζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ ιε ELISA. 

ηα εηποθίζιαηα αοηά ακζπκεφεδηακ 650 pg 10D2, 450 pg 5D3 ηαζ 24 pg 2C6 ακά 10
4
 

ηφηηανα, ζοβηνζηζηά ιε ηα ζπεδυκ ιδ ακζπκεφζζια επίπεδα (παιδθυηενα ηςκ 23 pg), ηςκ 

ανκδηζηχκ ιανηφνςκ Ζ9.3 ηαζ 1C5, ηα μπμία δεκ δζεζζδφμοκ Δηθφλα 3.3.3.2 Α). 

οιπεναζιαηζηά, υζμ αολάκεηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ μ πνυκμξ 

επχαζήξ ημοξ ιε ηα ηφηηανα, ηυζμ αολάκεηαζ ηαζ δ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ, ιε ζδακζηή 

ζοβηέκηνςζδ ηα 100 ιg/ml ηαζ πνυκμ επχαζδξ ηζξ 2 χνεξ, ζοκεήηεξ πμο ζζπφμοκ βζα υθα 

ηα CPAbs (Δηθφλα 2.1Α). Οζ θςημβναθίεξ πμο παναηίεεκηαζ είκαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ ημο 

ζοκυθμο ηςκ ηοηηάνςκ ημο ηάεε θνεαηίμο. Σμ θαζκυιεκμ ηδξ δζείζδοζδξ ηςκ CPAbs, 

παναηδνείηαζ ζημ ζφκμθμ ή ζημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηα μπμία 

επςάγμκηαζ ηάεε θμνά. Οζ ακενχπζκεξ, επζεδθζαηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, ηανηζκζηέξ 

(SKOV-3, SK-BR-3, HCT-116, Α-431,DU-145) ηαζ ιδ (HUVEC), ηαεχξ ηαζ ζκμαθάζηεξ 

πμκηζημφ (NIH-3T3,SWISS-3T3), δμηζιάζηδηακ επίζδξ βζα ημκ έθεβπμ δζείζδοζδξ ζηζξ 
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ίδζεξ ζοκεήηεξ, ηαζ ηα ακηζζχιαηα πανμοζίαζακ ηα ίδζα πνυηοπα πμο πενζβνάθδηακ 

παναπάκς (δεκ πανμοζζάγμκηαζ απμηεθέζιαηα).  

Σα ηνία πμθοδναζηζηά mAbs ηδξ ιεθέηδξ εκημπίγμκηαζ ζημκ πονήκα (10D2 ηαζ 2C6) ή 

ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια (5D3) ηαζ ειθακίγμοκ παναηηδνζζηζηά θοζζηχκ ακηζζςιάηςκ, 

δδθαδή πμθοδναζηζηυηδηα ηαζ δ ηςδζημπμίδζδ απυ βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ 

(δείπεδηε ζε πανάθθδθδ ιεθέηδ ημο ενβαζηδνίμο ιεηά απυ ακάθοζδ ηδξ βμκζδζαηήξ 

αθθδθμοπίαξ ηςκ ιεηααθδηχκ πενζμπχκ ηςκ αανζχκ ηαζ εθαθνζχκ αθοζίδςκ).  

 

Α) 
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 Β)                                                     Γ) 

Χρόνος επώασης των CPAbs
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Δκδμπονδκζηή ζοβηέκνςζδ 

(pg/ml)(ELISA)

10D2 650

5D3 450

2C6 24

H9.3 (ιάνηοναξ) Κάης απυ ηα υνζα ακίπκεοζδξ

1C5   (ιάνηοναξ) Κάης απυ ηα υνζα ακίπκεοζδξ

 

Δηθόλα 2.1 Κηλεηηθή δηείζδπζεο ησλ CPAbs ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο επψαζεο κε θχηηαξα HeLa. 

Δπψαζε κε θχηηαξα HeLa ησλ mAbs ζε ζπγθέληξσζε 100 κg/ml θαη ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο 

επψαζε, ζηνπο 37
ν
C. Α) Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs έπεηηα απφ επψαζή ηνπο κε ηα 

θχηηαξα κνληκνπνηήζεθαλ κε αηζαλφιε, αθνινχζεζε αλίρλεπζε ησλ CPAbs κε αληίζσκα Αlexa-488 

(πξάζηλε ρξψζε) θαη ησλ ππξήλσλ ησλ θπηηάξσλ κε TOPRO-3 (κπιε ρξψζε) κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη θεληξηθέο ηνκέο θπηηάξσλ, ζε θιηκαθα 20κm θαη Β) 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο θπηηάξσλ, ζηα νπνία έρνπλ δηεηζδχζεη ηα CPAbs κε 

ινγηζκηθφ Image-Pro Plus θαη Γ) Μέηξεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο ησλ CPAbs (pg/10
4
 

θχηηαξα), κε ELISA, ζηα ππξεληθά εθρπιίζκαηα θπηηάξσλ HeLa κεηά απφ ζπλεπψαζή ηνπο (2h) κε 

ηα απνκνλσκέλα CPAbs (100 κg/ml). 
 

2.2   Σξφπνο εηζφδνπ  

Πνμηεζιέκμο κα δζενεοκδεεί o ηνυπμξ εζζυδμο ηςκ CPAbs ζηα ηφηηανα, 

πναβιαημπμζήεδηακ δμηζιαζίεξ ηοηηανζηήξ δζείζδοζδξ ζημοξ 37
μ
C, πανμοζία 

ζοβηεηνζιέκςκ ακαζημθέςκ εκδμηοηηάνςζδξ (ελανηχιεκδξ απυ ηθαενίκδ ή ηααεμθίκδ 

ηαζ ιαηνμπζκμηφηςζδ), υπςξ dynasore, EIPA ή ηοημπαθαζίκδ D. Γείπεδηε πςξ δ 

πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ δεκ επδνεάγεζ ηδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ, ιε 

ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ημοξ ηαζ ηα πμζμζηά δζείζδοζδξ κα παναιέκμοκ αιεηάαθδηα 

(Δηθφλα 2.2.1). Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί μ ακελάνηδημξ απυ ηδκ εκδμηοηηάνςζδ 

ηνυπμξ δζείζδοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ, δ δμηζιαζία έθααε πχνα ηαζ ζημοξ 4
μ
C, υπμο είκαζ 

βκςζηυ πςξ ακαζηέθθμκηαζ ηα εκενβεζαηά ελανηχιεκα ιμκμπάηζα εκδμηοηηάνςζδξ. Καζ 

ζηδκ πενίπηςζδ αοηή, θάκδηε πςξ δ παιδθή εενιμηναζία δεκ επδνέαζε ηδ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα ηςκ οπυ ελέηαζδ CPAbs, ηα μπμία ειθάκζζακ ιζηνέξ, αζήιακηεξ δζαθμνέξ ςξ 

πνμξ ημοξ πνυκμοξ εζζυδμο εκηυξ ηςκ ηοηηάνςκ (ημ 10D2 εκημπίγεηαζ ζημκ πονήκα έπεζηα 

απυ 10 θεπηά επχαζδξ, εκχ ηα 2C6 ηαζ 5D3 έπεζηα απυ 15 θεπηά επχαζδξ) (Δηθφλα 

2.2.2Α,Β).  
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Δηθόλα 2.2.1 Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs (100 κg/ml) απνπζία ή παξνπζία ζπγθεθξηκέλσλ 

αλαζηνιέσλ ελδνθπηηάξσζεο (dynasore, EIPA ή θπηνραιαζίλε D (2κg/ml)) κεηά απφ 2 ψξεο 

επψαζε ζηνπο 37
ν
C. Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ 

κέγηζηεο έληαζεο θεληξηθέο ηνκέο κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε θπηηάξσλ HeLa, έπεηηα απφ 

αλίρλεπζε κε αληίζσκα Αlexa-488 (πξάζηλε ρξψζε) θαη PI (θφθθηλε ρξψζε) ζε θιίκαθα 20κm. 
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Δηθόλα 2.2.2 Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs (100 κg/ml) κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C 

θαη ζηνπο 4
ν
C.  Α) Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθφπηα απφ κέγηζηεο 

έληαζεο θεληξηθέο ηνκέο κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε θπηηάξσλ HeLa, έπεηηα απφ αλίρλεπζε κε 

αληίζσκα Αlexa-488 (πξάζηλε ρξψζε) θαη TOPRO-3 (κπιε ρξψζε) ζε θιίκαθα 20κm θαη Β) 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο ησλ CPAbs κε ινγηζκηθφ Image-Pro Plus. 
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3.   Δπίδξαζε θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs  

3.1  πγθξηηηθή κειέηε ηεο δηεηζδπηηθήο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs πξηλ θαη κεηά ηελ 

απνκφλσζή ηνπο απφ ππεξθείκελα θπηηαξνθαιιηέξγεηαο  

Καηά ημκ ηαεανζζιυ ηςκ CPAbs ηαζ ιεηά απυ ζφβηνζζδ ηδξ ηοηηανμ-δζεζζδοηζηήξ ημοξ 

ζηακυηδηαξ πνζκ ηαζ ιεηά ηδκ απμιυκςζή ημοξ, δζαπζζηχεδηακ ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ζηδ 

δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ CPAbs 5D3 ηαζ 2C6 (ιε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ), ακάθμβα ιε 

ημ ακ αοηά ανίζημκηαζ ζε ππενηείιεκα θαθθζένβεζαξ ηςκ πανζδςιάηςκ (οπ/κα) ή ήηακ 

απμιμκςιέκα. Δπμιέκςξ ιεθεηήεδηακ εκδεθεπχξ μζ δζαθμνέξ ςξ πνμξ ηδ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα ιεηαλφ οπ/κςκ ηαζ απμιμκςιέκςκ CPAbs (100ιg/ml) ζε ηφηηανα HeLa (2 

χνεξ επχαζδ), έπεζηα απυ ακάθοζδ (εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ, εκδμηοηηανζηή πμζυηδηα 

ηαζ ανζειυ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ηα πενζέπμοκ), ηςκ εζηυκςκ ημο ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο, 

ιε ημ θμβζζιζηυ Image-Pro Plus.  

Πνάβιαηζ, υηακ ημ 5D3 ηαζ ημ 2C6, δμηζιάζηδηακ ςξ οπ/κα εηηυξ απυ ηδκ πονδκζηή 

πνχζδ, εκημπίζηδηακ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια 

πανμοζζάγμκηαξ ιζα ζηζηηή πνχζδ (ιεβάθα ζηίβιαηα ζημ ηοηηανυπθαζια) (Δηθφλα 

3.1.1Α). Ακηζεέηςξ, ημ απμιμκςιέκμ 5D3 πανμοζίαζε ηυζμ ζηζηηή ηοηηανμπθαζιαηζηή, 

υζμ ηαζ μιμζμβεκή πονδκζηή πνχζδ, εκχ ημ απμιμκςιέκμ 2C6 πανμοζίαζε απμηθεζζηζηά 

πενζπονδκζηή πνχζδ, δεδμιέκμο υηζ ζοκ-εκημπίγεηαζ ιε ηδκ πνςηεΐκδ πονδκζημφ θαηέθμο 

θαιίκδ-Β (Δηθφλα 3.1Α). Σέθμξ, 10D2 -είηε ςξ οπ/κμ ή απμιμκςιέκμ- εκημπίγεηαζ 

απμηθεζζηζηά ζημκ πονήκα ηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ ηςκ ηοηηάνςκ ειθακίγμκηαξ 

μιμζμβεκήξ πονδκζηή πνχζδ (Δηθφλα 3.1.1Α), υπμο ζοκ-εκημπίγεηαζ ιε ηδ κμοηθεμθίκδ 

Β23 (Δηθφλα 3.1.Β).  

ε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ δ έκηαζδ θεμνζζιμφ ημοξ (a.u.) ηαεχξ ηαζ μ ανζειυξ ηςκ 

εεηζηχκ ηοηηάνςκ (%) πμο πενζέπμοκ CPAbs ήηακ ζδιακηζηά ορδθυηενα υηακ 

δμηζιάζηδηακ ςξ οπ/κα ζε ζπέζδ ιε ηα απμιμκςκειέκα CPAbs. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, 68 

a.u. ηαζ 89 % εεηζηά ηφηηανα ιεηνήεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 5D3 ςξ οπ/κμ έκακηζ 20 au 

ηαζ 41% (p<0.001), ιε ημ απμιμκχιεκμ, 40 a.u. ηαζ 90% εεηζηά ηφηηανα ιεηνήεδηακ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 2C6 ςξ οπ/κμ έκακηζ 23 a.u. (p <0,001) ηαζ 74% (p <0,01) ιε ημ 

απμιεκχιεκμ, ηαζ 79 au ηαζ 98 % ιεηνήεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ αηαηένβαζηδ ιμνθή ημο 

10D2 έκακηζ 65 a.u. ηαζ 84% ιε ηδκ ηαεανζζιέκδ ιμνθή ηδξ (p <0,001)] (Δηθφλα 3.1.1Β). 

Ακάθμβα πεζνάιαηα πμο πναβιαημπμζήεδηακ ιε ηα ιδ δζεζζδοηζηά mAbs H9.3 ηαζ 1C5, 

είηε ςξ οπ/κα ή απμιμκςιέκα, δεκ έδεζλακ εεηζηή ακηίδναζδ θεμνζζιμφ (Δηθφλα 3.3.3.2 
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Α). Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα δείπκμοκ ηαζ ηα ηνία CPAbs ςξ οπ/κα πανμοζζάγμοκ 

ειθακχξ εκζζποιέκδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ζε ζπέζδ ιε ηα απμιoκςιέκα, ιε δφμ απμ 

αοηα κα ειθακίγμοκ δζαθμνεηζηυ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ. 

 

                       Α)  
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               Β)    

 

Δηθόλα 3.1 Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ απνκνλσκέλσλ CPAbs (100κg/ml) παξνπζία ή απνπζία 

αληηζψκαησλ είηε έλαληη lamin-B (Α) ή nucleolin (Β) κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C. 

Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθφπηα απφ κέγηζηε έληαζε θαη δηάηαμε 

ζηαπξσλχκνπ ηνκψλ κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε θπηηάξσλ HeLa, ζε θιίκαθα 20κm.  



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

137 
 

 

Δηθόλα 3.1.1  Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα κεηαμχ απνκνλσκέλσλ CPAbs (100κg/ml) θαη οπ/κα 

(αξαησκέλα ½ ζε πιήξεο ζξεπηηθφ πιηθφ) κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C. Α) Δλδνθπηηάξηνο 

εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη δηάηαμε ζηαπξσλχκνπ 

ηνκψλ κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε θπηηάξσλ HeLa, ζε θιίκαθα 20κm θαη Β) πνζνηηθνπνίεζε ηεο 

ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο θαη ηνπ πνζνζηνχ θπηηάξσλ, ζηα νπνία έρνπλ δηεηζδχζεη ηα CPAbs κε 

ινγηζκηθφ Image-Pro Plus. 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

138 
 

3.2   Δπίδξαζε ππξεληθψλ κνξίσλ ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs  

3.2.1   Δπίδξαζε nDNA ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλόηεηα ησλ CPAbs  

Με αάζδ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα, ηα ηνία CPAbs ςξ οπ/κα πανμοζζάγμοκ ειθακχξ 

εκζζποιέκδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ζε ζπέζδ ιε ηα απμιoκςιέκα, ιε δφμ απυ αοηά (5D3, 

2C6) κα ειθακίγμοκ δζαθμνεηζηυ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ. Δπζπνυζεεηα ηαζ ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ημ βεβμκυξ υηζ ηα CPAbs ακαβκςνίγμοκ πονδκζηά ιυνζα, ελεηάζηδηε ημ 

εκδεπυιεκμ μζ δζαθμνέξ ιεηαλφ οπ/κςκ ηαζ απμιμκςιέκςκ CPAbs κα μθείθμκηαζ ζηδκ 

αθθδθεπίδναζδ ηςκ CPAbs ιε πονδκζηά ζοζηαηζηά υπςξ DNA, ζζηυκεξ ηαζ 

κμοηθεμσζηυκεξ. Σα πνμακαθενεέκηα, πενζέπμκηαζ ζηα οπ/κα θυβς πανμοζίαξ ηδξ 

πνςιαηίκδξ ηαηά ηδκ ηοηηανζηή απυπηςζδ ηαζ κέηνςζδ. Έκα ιυνζμ ημ μπμίμ ιπμνεί κα 

εοεφκεηαζ βζα ηδκ εκίζποζδ ηδξ δζεζζδοηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ CPAbs ςξ οπ/κα εα 

ιπμνμφζε κα είκαζ ημ DNA, ηαεχξ ζημ πανεθευκ έπεζ ακαθενεεί αολδιέκδ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα CPAbs πανμοζία 2ιg/ml DNA [18]. Γζα κα ελεηαζεεί δ επίδναζή ημο, έπνεπε 

κα απμηθεζζηεί δ εκδεπυιεκδ πνυζιζλδ ηςκ απμιμκςιέκςκ CPAbs απυ DNA, βζ‟ αοηυ 

πναβιαημπμζήεδηε επελενβαζία ημοξ ιε DNAse I, δ μπμία έδεζλε κα ιδκ επδνεάγεζ ηδ 

δζεζζδοηζηή ζηακυηδηά ημοξ (Δηθφλα 3.2.1Α).  

Γμηζιαζηζηά πεζνάιαηα επαθήεεοζακ ηδ ζοβηέκηνςζδ 2 ιg/ml nDNA ςξ ηδκ ζδακζηή, 

βζα ηδ δζελαβςβή ηςκ ιεηέπεζηα πεζναιάηςκ. Οζ πανάιεηνμζ ηδξ ηοηηανζηήξ δζεζζδοζδξ: μ 

εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ, δ εκδμηοηηανζηή πμζυηδηα ηαζ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ηα 

πενζέπμοκ πνμζδζμνίζηδηακ ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. Ζ πανμοζία ημο nDNA ζημ 

οπενηείιεκμ ηοηηανζηήξ ηαθθζένβεζαξ θάκδηε κα επδνεάγεζ ηδκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ 

ηςκ δφμ CPAbs, αθμφ δ έκηαζδ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πνχζδξ ημο 5D3 εθαηηχεδηε 

ηαζ δ πονδκζηή έβζκε πζμ έκημκδ ηαζ μιμζμβεκήξ, εκχ δ πενζπονδκζηή πνχζδ ημο 2C6 έβζκε 

απμηθεζζηζηά πονδκζηή (Δηθφλα 3.2.2Α). Δπζπθέμκ, ιε ηδκ πανμοζία ημο nDNA 

ζδιεζχεδηε ζδιακηζηή εκίζποζδ ηδξ εκδμηφηηανζηδξ πμζυηδηαξ ηςκ CPAbs [20 a.u. 

απμιμκςιέκμο 5D3 έκακηζ 26 a.u. πανμοζία nDNA (p<0,01), 23 a.u. απμιμκςιέκμο 2C6 

έκακηζ 34 a.u. πανμοζία nDNA (p <0,001) ηαζ 65 a.u. απμιμκςιέκμο 10D2 έκακηζ 71 a.u. 

πανμοζία nDNA (p <0,05)] (Δηθφλα 3.2.2Βi). Όζμκ αθμνά ημκ ανζειυ ηςκ εεηζηχκ 

ηοηηάνςκ, πανμοζία ημο nDNA αολήεδηε ιυκμ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο πενζέπμοκ ημ 

5D3 (40% ηςκ ηοηηάνςκ απμοζία ημο nDNA έκακηζ 68% ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζία αοημφ, 

p <0,01) (Δηθφλα 3.2.2Βii). Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα επζαεααζχεδηακ πεναζηένς, ιε 

ιέηνδζδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ πμζυηδηαξ ηςκ CPAbs ζηα ηοηηανζηά εηποθίζιαηα, ιε 

ELISA, πανμοζία ή απμοζία nDNA ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ. ε υθεξ ηζξ 
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πενζπηχζεζξ, μζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ CPAbs ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα ήηακ 

ηάης απυ ημ υνζμ ακίπκεοζδξ ηδξ δμηζιαζίαξ (<20pg). ηα πονδκζηά εηποθίζιαηα 57 pg 

ημο 2C6 ηαζ 1324 pg ημο 10D2 ακά 10
4
 ηφηηανα ακζπκεφεδηακ πανμοζία ημο nDNA, ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηα ζπεδυκ ιδ ακζπκεφζζια επίπεδα παιδθυηενα απυ 23pg βζα ημ2C6 ηαζ 

647pg βζα 10D2 απμοζία ημο nDNA (Πίλαθαο 1.4.1). Ζ πμζμηζημπμίδζδ ημο 

εκδμηοηηανζημφ 5D3, πανμοζία ή απμοζία nDNA ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, 

δεκ επζηεφπεδηε, αθμφ δεκ εθήθεδζακ επακαθήρζια απμηεθέζιαηα. Γζα κα επζαεααζχεεζ 

υηζ ημ nDNA εζζένπεηαζ ζηα ηφηηανα ςξ ζφιπθμημ ιε ηα CPAbs, πνδζζιμπμζήεδηε nDNA 

ζογεοβιέκμ ιε ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή DRAQ5(Δηθφλα 3.2.3). Γζαπζζηχεδηε υηζ ημ 

nDNA ζοκεκημπίγεηαζ ηαζ ιε ηα ηνία CPAbs εκηυξ ημο πονήκα, ζε ακηίεεζδ ιε ηα H9.3 

ηαζ 1C5 (Δηθφλα 3.3.3.2 Βiv). οκεπχξ, ημ nDNA δνα ζοκενβζζηζηά ιε ακηζζχιαηα υπζ 

ιυκμ δναζηζηά έκακηζ ημο nDNA, αθθά ηαζ ζηακά κα δζεζζδφμοκ ζηα ηφηηανα.  

 

3.2.2   Δπίδξαζε ηζηνλώλ ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλόηεηα ησλ CPAbs  

Ζ επίδναζδ ηςκ ζζημκχκ ζηδ δζείζδοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ αλζμθμβήεδηε αημθμοεχκηαξ 

ηδκ ίδζα ιεεμδμθμβία, υπςξ παναπάκς. Δκδεπμιέκδ πνυζιζλδ ηςκ απμιμκςιέκςκ CPAbs 

ιε ζζηυκεξ απμηθείζεδηε ιε ακάθοζδ SDS-PAGE (Δηθφλα 3.2.1Β). Ζ πανμοζία ηςκ 

ζζημκχκ ζηδκ ηοηηανζηή ηαθθζένβεζα θάκδηε κα επδνεάγεζ ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ 

ηςκ δφμ CPAbs, αθμφ ημ 5D3 πανμοζίαζε έκημκδ μιμζμβεκή πονδκζηή πνχζδ ιε ηδ 

ζηζηηή ηοηηανμπθαζιαηζηή κα παναιέκεζ ακεπδνέαζηδ, εκχ ζηδκ πενίπηςζδ ημο 2C6 

εηηυξ απυ ηδκ πενζπονδκζηή πνχζδ, παναηδνήεδηε επίζδξ ιζα πζμ δζάποηδ πονδκζηή 

πνχζδ (Δηθφλα 3.2.2Α). Δπζπθέμκ, πανμοζία ηςκ ζζημκχκ αολήεδηε ζδιακηζηά δ 

εκδμηοηηάνζα πμζυηδηα ηαζ ηςκ ηνζχκ CPAbs [20 a.u. απμιμκςιέκμο 5D3 έκακηζ 52 a.u. 

CPAb πανμοζία ηςκ ζζημκχκ (p <0,0001), 23 a.u. απμιμκςιέκμο 2C6 έκακηζ 27 a.u. 

CPAb πανμοζία ηςκ ζζημκχκ (p <0,05) ηαζ 65 a.u. απμιμκςιέκμο 10D2 έκακηζ 71 CPAb 

πανμοζία ηςκ ζζημκχκ (p <0,05)] (Δηθφλα 3.2.2Βi). διακηζηή αφλδζδ ημο πμζμζημφ ηςκ 

εεηζηχκ ηοηηάνςκ παναηδνήεδηε ιυκμ ζηδκ πενίπηςζδ ημο 5D3 (40% έκακηζ 64%, p 

<0,01) (Δηθφλα 3.2.2Βii). Αοηά ηα απμηεθέζιαηα επζαεααζχεδηακ ιε πμζμηζημπμίδζδ- ιε 

ELISA -ηςκ CPAbs ζηα ηοηηανζηά εηποθίζιαηα, πανμοζία ή απμοζία ηςκ ζζημκχκ ζημ 

ενεπηζηυ οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ. ε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ, μζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ CPAbs 

ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά εηποθίζιαηα ήηακ ηάης απυ ημ υνζμ ακίπκεοζδξ ηδξ δμηζιαζίαξ. 

ηα πονδκζηά εηποθίζιαηα, μζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ CPAbs υηακ ακαιζβκφμκηαζ ιε ζζηυκεξ 

ήηακ 38 pg ηαζ 1226 pg/10
4
 ηφηηανα βζα ημ 2C6 ηαζ ημ 10D2, ακηίζημζπα, ζε ζφβηνζζδ ιε 

23pg ηαζ 647pg/10
4
 ηφηηανα βζα ηα CPAbs απμοζία ζζημκχκ (Πίλαθαο 3.3.1). Ζ 
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πμζμηζημπμίδζδ ημο εκδμηοηηανζμφ 5D3, πανμοζία ή απμοζία ηςκ ζζημκχκ ζημ ενεπηζηυ 

οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, δεκ επζηεφπεδηε αθμφ εθήθεδζακ ιδ επακαθήρζια 

απμηεθέζιαηα.  

Πνμηεζιέκμο κα απμδεζπεεί υηζ μζ ζζηυκεξ εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα ςξ ζφιπθμημ ιε ηα 

CPAbs, πνδζζιμπμζήεδηακ ζζηυκεξ ζογεοβιέκεξ ιε FITC ηαζ ιεθεηήεδηε μ ζοκεκημπζζιυξ 

ηδξ  ηαζ ιε ηα ηνζα CPAbs εκηυξ ημο πονήκα (Δηθφλα 3.2.3B). Σα H9.3 ηαζ 1C5 (ανκδηζημί 

ιάνηονεξ ηδξ δμηζιαζίαξ) πανέιεζκακ ακεπδνέαζημζ απυ ηδκ πανμοζία ηςκ ζζημκχκ 

(Δηθφλα 3.3.3.2 Βv). οκμθζηά, δ ζοκεπχαζδ ηςκ ζζημκχκ ιε ηα CPAbs αολάκεζ ηδ 

δζεζζδοηζηή ημοξ ζηακυηδηα ηαζ ιεηααάθθεζ επζθεηηζηά ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ δφμ 

ελ‟ αοηχκ (5D3 ηαζ 2C6).  

Α)                                                                            Β) 

 

Δηθόλα 3.2.1 Έιεγρνο ελδερφκελεο πξφζκημεο ησλ απνκνλσκέλσλ CPAbs. Α) Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα 

ησλ CPAbs (100 κg/ml) έπεηηα απφ επεμεξγαζία (30 ιεπηά) ηνπο (ii,iv,vi) ή φρη κε DNAse (i,iii,v) 

(2κg/ml) κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C. Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθφπηα απφ κέγηζηε έληαζε ηνκψλ κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε θπηηάξσλ HeLa, ζε θιίκαθα 

20κm. Β) Υαξαθηεξηζκφο ηεο θαζαξφηεηαο ησλ απνκνλσκέλσλ CPAbs κε SDS-PAGE. 

Απνκνλσκέλα CPAbs (15 κg/ml) ζε 12,5% (αλαγσγηθέο ζπλζήθεο) πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ 

παξνπζία SDS. Ιζηφλεο ζχκνπ αδέλα κφζρνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο ζεηηθφο κάξηπξαο. Υξψζε κε 

Coomassie Blue. 
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Δηθόλα 3.2.2 Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs (100 κg/ml) απνπζία ή παξνπζία DNA ή ηζηνλψλ 

(2κg/ml) κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C. Α) Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs ζε θχηηαξα 

HeLa, αθνινχζεζε κνληκνπνηήζε κε αηζαλφιε ησλ θπηηάξσλ θαη παξαηήξεζε κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη δηάηαμε ζηαπξσλχκνπ ηνκψλ HeLa, ζε θιίκαθα 20κm θαη Β) 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο θαη ηνπ πνζνζηνχ θπηηάξσλ, ζηα νπνία έρνπλ 

δηεηζδχζεη ηα CPAbs κε ινγηζκηθφ Image-Pro Plus. 
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Δηθόλα 3.2.3 πλεληνπηζκφο ησλ ηξηψλ CPAbs κε ππξεληθά κφξηα ζπδεπγκέλα κε θζνξίδνπζεο 

νπζίεο. Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs (100 κg/ml) απνπζία ή παξνπζία nDNA-DRAQ5 θαη 

ηζηνλψλ-FITC (2κg/ml) ζην ζξεπηηθφ πιηθφ ηεο θαιιηέξγεηαο, κεηά απφ 2 ψξεο επψαζε ζηνπο 37
ν
C. 

Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη θεληξηθέο 

ηνκέο θπηηάξσλ HeLa, ζε θιίκαθα 20κm. 

 

3.3.3   Δπίδξαζε nDNA, ηζηνλώλ θαη λνπθιεντζηνλώλ ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλόηεηα ησλ 

CPAbs  

Σέθμξ, αημθμοεχκηαξ ηδκ ίδζα ιεεμδμθμβία υπςξ παναπάκς, αλζμθμβήεδηε δ επίδναζδ 

ηςκ κμοηθεμσζημκχκ (ιίβια DNA ηαζ ζζημκχκ) (DHC) ζηδ δζείζδοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ. 

Ζ ζοκεπχαζδ ημο DHC ιε ηα CPAbs ηνμπμπμίδζε ημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ημοξ ηαζ 

εζδζηυηενα: 1) ημ 5D3 πανμοζίαζε έκημκδ μιμζμβεκή πονδκζηή πνχζδ, εηηυξ απυ ηδκ 

ζοκδεζζιέκδ ζηζηηή ηοηηανμπθαζιαηζηή, 2) ημ 2C6 ειθάκζζε πζμ έκημκδ μιμζμβεκή 

πονδκζηή πνχζδ έηημξ απυ ηδκ πενζπονδκζηή (Δηθφλα 3.3.3Α), ηαζ 3) ημ 10D2 

πανμοζίαζε ζδιακηζηά πζμ έκημκδ πονδκζηή πνχζδ (Δηθφλα 3.3.3Α). Δπζπθέμκ, ημ DHC 

ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα απμιμκςιέκα CPAbs εκίζποζε ζδιακηζηά ηδκ εκδμηοηηανζηή 

πμζυηδηα ημο 5D3 (20a.u. έκακηζ 59a.u., p <0.001), ημο 2C6 (23a.u. έκακηζ 32a.u., 

p<0.01), ηαζ ημο 10D2 (65a.u. έκακηζ 81a.u., p <0,001) (Δηθφλα 3.3.3Βi). Ζ πανμοζία 

DHC ζηδκ ηοηηανζηή ηαθθζένβεζα αφλδζε ζδιακηζηά ηα πμζμζηά ηςκ εεηζηχκ ηοηηάνςκ 

δομ ελ‟αοηχκ (41% βζα ημ 5D3 έκακηζ 70% βζα 5D3 + DHC, p <0.001 ηαζ 84% βζα 10D2 

έκακηζ 96% βζα 10D2 + DHC, p <0,01) (Δηθφλα 3.3.3Βii). Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα 

επζαεααζχεδηακ ιε αλζμθυβδζδ ηδξ εκδμηοηηανζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ CPAbs, ιε ELISA 

(Πίλαθαο 1.1), ηαζ ηςκ πμζμζηχκ ηςκ εεηζηχκ ηοηηάνςκ, ιε FACS (Δηθφλα 3.3.3C), ιε 
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ηδκ πανμοζία ή απμοζία DHC ζημ ενεπηζηυ οθζηυ. ηα πονδκζηά εηποθίζιαηα, μζ 

ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ CPAbs υηακ ακαιζβκφμκηακ ιε ημ DHC ήηακ 57pg ηαζ 2307pg/10
4
 

ηφηηανα βζα ηα 2C6 ηαζ 10D2, ακηίζημζπα, ζε ζφβηνζζδ ιε 23pg ηαζ 657pg/10
4
 ηφηηανα 

ηςκ CPAbs απμοζία ημο (Πίλαθαο 3.3.1). Σα επίπεδα ηςκ CPAbs ζηα ηοηηανμπθαζιαηζηά 

εηποθίζιαηα ήηακ ιδ ακζπκεφζζια. Ζ πμζμηζημπμίδζδ ημο εκδμηοηηάνζμο 5D3, πανμοζία 

ή απμοζία ηςκ DHC ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, δεκ επζηεφπεδηε αθμφ 

εθήθεδζακ ιδ επακαθήρζια απμηεθέζιαηα. Σα πμζμζηά ηςκ εεηζηχκ ηοηηάνςκ 

αολήεδηακ ζδιακηζηά ζε δφμ απυ ηα ηνία CPAbs υηακ αοηά ζοκεπςάζηδηακ ιε ημ DHC 

(60% ηαζ 89% βζα ημ 5D3 ηαζ 10D2, ακηζζημίπςξ, έκακηζ 90% ηαζ 96% βζα ηδκ 5D3 + 

DHC ηαζ 10D2 + DHC) (Δηθφλα 3.3.3C). Γζα κα απμδεζπεεί υηζ ημ DHC εζζένπεηαζ ζηα 

ηφηηανα ζακ ζφιπθμημ ιε ηα CPAbs, παναζηεοάζεδηε DHC ιε ζδιαζιέκα DNA ηαζ 

ζζηυκεξ (nDNA-DRAQ5 ηαζ ζζηυκεξ-FITC) ηαζ παναηδνήεδηε υηζ ηαζ ηα δφμ πονδκζηά 

ιυνζα ζοκεκημπίγμκηαζ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ, έπεζηα απυ δμηζιαζία δζείζδοζδξ 

(Δηθφλα 3.3.3.1). Δπζπθέμκ, δ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ CPAbs ζοκδοαζιέκα ιε DHC, 

υηακ δμηζιάζηδηε ζημοξ 4°C δεκ είπε ηνμπμπμζδεεί ζοβηνζηζηά ιε εηείκδ ζημοξ 37°C, 

υζμκ αθμνά ζημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ, ζηδκ εκδμηοηηάνζα πμζυηδηα ηαζ ζημ 

πμζμζηυ εεηζηχκ ηοηηάνςκ  (Δηθφλα 3.3.3Α). οιπεναζιαηζηά, ηα CPAbs, είηε ιυκα ημοξ 

είηε ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ DHC, εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα ιε εκενβεζαηά ακελάνηδημ(οξ) 

ιδπακζζιυ(φξ). ε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ ηα ιμκμηθςκζηά H9.3 ηαζ 1C5 (ανκδηζημί 

ιάνηονεξ) πανέιεζκακ ακεπδνέαζηα απυ ηδκ πανμοζία ημο DHC (Δζηυκα 3.3.3.2 Cvii-iii). 

Δπμιέκςξ, δ ζοκεπχαζδ ημο DHC ιε ηα CPAbs αφλδζε ζδιακηζηά ηδ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα ηαζ ηςκ ηνζχκ.  



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

144 
 

 

Δηθόλα 3.3.3 Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs παξνπζία ή απνπζία ηνπ DHC. CPAbs (100 

κg/ml) παξνπζία ή απνπζία ηνπ DHC (2κg/ml) ζην ζξεπηηθφ πιηθφ ηεο θαιιηέξγεηαο, κεηά απφ 

επψαζε 2 ψξεο ζηνπο 37
ν
C θαη ζηνπο 4

ν
C. Α) ελδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ CPAbs κε ζπλεζηηαθή 

κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη δηάηαμε ζηαπξσλχκνπ ηνκψλ κνληκνπνηεκέλσλ κε αηζαλφιε 
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θπηηάξσλ, HeLa, ζε θιίκαθα 20κm, Β) πνζνηηθνπνίεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο θαη ηνπ 

πνζνζηνχ θπηηάξσλ, ζηα νπνία έρνπλ δηεηζδχζεη ηα CPAbs κε ινγηζκηθφ Image-Pro Plus θαη C) 

Πνζνηηθνπνίεζε/Αλάιπζε ηνπ πνζνζηνχ θπηηάξσλ, ζηα νπνία έρνπλ δηεηζδχζεη ηα CPAbs κε 

θπηηαξνκεηξία ξνήο (FACS).  

 

Πονδκζηά 

Μυνζα 

CPAbs 

10D2 2C6 5D3 

- 657 ± 0.04 23 ± 0.002 38±0.005 

nDNA 1324 ± 0.05 30 ± 0.003 49±0.001 

Ηζηυκεξ 1226 ± 0.03 38 ± 0.001 65±0.003 

DHC 

(nDNA+ζζηυκεξ) 
2307 ± 0.06 57 ± 0.002 74±0.006 

Πίλαθαο 3.3.1 Μέηξεζε ηεο ελδνθπηηάξηαο πνζφηεηαο ησλ CPAbs (pg/10
4
 θχηηαξα) κε ELISA ζηα 

ππξεληθά εθρπιίζκαηα θπηηάξσλ HeLa κεηά απφ ζπλεπψαζή ηνπο κε απνκνλσκέλα CPAbs (100 

κg/ml) θαη DNA ή ηζηφλεο, ή λνπθιεντζηφλεο (κίγκα DNA θαη ηζηνλψλ). 

 

 

Δηθόλα 3.3.3.1 πλεληνπηζκφο ησλ ηξηψλ CPAbs κε DHC ζπδεπγκέλν κε θζνξίδνπζεο νπζίεο. 

Γηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs (100 κg/ml) έπεηηα απφ ζπλεπψαζε κε DHC παξαζθεπαζκέλνπ κε 
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ζεκαζκέλα DNA θαη ηζηφλεο (nDNA-DRAQ5 θαη ηζηφλεο-FITC) (2κg/ml), αθνινχζεζε επψαζε κε 

ηα θχηηαξα, 2 ψξεο ζηνπο 37
ν
C θαη κνληκνπνηήζε κε αηζαλφιε. Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ 

CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη θεληξηθέο ηνκέο θπηηάξσλ HeLa, ζε 

θιίκαθα 20κm.  

 

 

Δηθόλα 3.3.3.2 Σν κε δηεηζδπηηθφ mAb Η9.3, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθφο κάξηπξαο ζε  φιεο  

ηηο δνθηκαζίεο ζε ζχγθξηζε κε ηα CPAbs ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο (2 ψξεο ζηνπο 37
ν
C). Γηεηζδπηηθή 

ηθαλφηεηα ηνπ mAb (100 κg/ml) ειέγρζεθε Α) ζε ζχγθξηζε  κε ην ππέξθεηκελν θπηηαξνθαιιηέξγεηαο 

πβξηδψκαηνο Β) παξνπζία ή απνπζηα 2κg/ml nDNA (iv) or 2κg/ml histones (v), θαη Γ) παξνπζία or 

απνπζία 2κg/ml DHC, είηε ζηνπο 37
o
C (vii) ή ζηνπο 4

o
C (viii). Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκφο ησλ 

CPAbs κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ κέγηζηε έληαζε θαη θεληξηθέο ηνκέο θπηηάξσλ HeLa, ζε 

θιίκαθα 20κm.  
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4.  Μειέηε ηνπ βηνινγηθνχ ξφινπ ησλ CPAbs 

Μέπνζ ζήιενα είκαζ βκςζηυ απυ in vivo ιεθέηεξ υηζ ακηζ-DΝΑ δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα 

πανειααίκμοκ ζε ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

απυπηςζδ. Δπζπθέμκ, έπεζ ακαθενεεί κα ειθακίγμοκ δνάζδ πνςηεάζδξ ηαζ κμοηθεάζδξ 

(DNAζδξ ή RNAζδξ). Σα ηαηαθοηζηά ακηζζχιαηα (catAbs), υπςξ έπεζ ακαθενεεί ζηδκ 

εζζαβςβή, έπμοκ απμιμκςεεί ηυζμ απυ ημοξ μνμφξ οβζχκ αηυιςκ, ηαεχξ ηαζ απυ ημοξ 

μνμφξ α-ζεεκχκ ιε αοημάκμζα κμζήιαηα (ΔΛ, ζηθδνμδενιία, νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα, 

πμθθαπθυ ιοέθςια, η.θπ.). Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ιζηνυξ είκαζ μ ανζειυξ ηςκ 

αζαθζμβναθζηχκ δεδμιέκςκ πμο οπμζηδνίγμοκ   υηζ ηα catAbs ειθακίγμκηαζ πζμ ζοπκά ζε 

πμκηίηζα-πεζναιαηζηά πνυηοπα αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ ζοβηνζηζηά ιε θοζζμθμβζηά. Σμ 

βεβμκυξ αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ δ ηαηαθοηζηή δνάζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ ίζςξ κα ειπθέηεηαζ 

ζηδκ παεμβέκεζα ηςκ αοημακηζζςιάηςκ. Απυ ηα παναπάκς δεδμιέκα ηέεδηε ημ ενχηδια 

ακ ηα CPAbs είκαζ ζε εέζδ κα οδνμθφμοκ ημ DNA, δεδμιέκμο υηζ ημ ακαβκςνίγμοκ ηαζ 

εζζένπμκηαζ ζημκ πονήκα γχκηςκ ηοηηάνςκ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 

πθεζμρδθζα πνμδβμφιεκςκ ιεθεηχκ ιε catAbs, πμο πναβιαημπμζήεδηακ ηονίςξ ζε 

πμθοηθςκζηυ επίπεδμ, ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ ελεηάζηδηακ ηα ηνία ιμκμηθςκζηά CPΑbs 

(10D2, 5D3, 2C6) ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα οδνμθφμοκ ημ DNA, κα επάβμοκ 

απυπηςζδ ζε ηφηηανα HeLa ηαζ κα επζδνμφκ ζημκ ηοηηανζηυ ημοξ πμθθαπθαζζαζιυ. 

4.1   Τδξφιπζε πιαζκηδηαθνχ θαη γελσκηθνχ DNA  

Ο έθεβπμξ ηδξ εκδεπυιεκδξ οδνμθοηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ CPAbs ημο ενβαζηδνίμο ιαξ 

πναβιαημπμζήεδηε ανπζηά ζε πθαζιζδζαηυ DNA (pBluescript II KS), ημ μπμίμ 

απμιμκχεδηε ζε ιεβάθδ ηθίιαηα απυ ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα ημο ζηεθέπμοξ XL1, ( αθ. 

Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ). Σμ παναζηεφαζια επςάζηδηε ιε ηα ακηζζχιαηα ζε δζαθμνεηζηέξ 

ακαθμβίεξ ιg ακηζζχιαημξ/ ιg πθαζιζδίμο (2:1, 10:1 ηαζ 30:1) βζα 0.5, 4, 16, 24 χνεξ, 

ζημοξ 37
μ
C, ζε ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ δζάθοια. Οζ ακηζδνάζεζξ ηενιαηίζηδηακ ιε 

πνμζεήηδ ενορίκδξ ηαζ ηα πνμσυκηα ακαθφεδηακ ζε πήηηςια αβανυγδξ. Απυ ηδκ 

ακάθοζδ ανέεδηε υηζ ημ 10D2 οδνμθφεζ ηαζ ηζξ δφμ αθοζίδεξ ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ημο DNA 

αθθάγμκηαξ ημ ααειυ οπενεθίηςζδξ ημο πθαζιζδίμο, εκχ ηα 2C6 ηαζ 5D3 αθθάγμοκ ημ 

ααειυ οπενεθίηςζδξ ημο πθαζιζδίμο, πνμηαθχκηαξ εναοζιαημπμίδζδ ζηδ ιζα ιυκμ 

αθοζίδα. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ημ 10D2 πνμηαθεί αθθαβή ημο ααειμφ οπενεθίηςζδξ ημο 

πθαζιζδίμο ιε απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ βναιιζηήξ ιμνθήξ ημο, ηονίςξ ζηδκ ακαθμβία 

2:1, εκχ ζηδκ 30:1 ειθακίγεζ δνάζδ DNase Η, ακελανηήηςξ ημοξ πνυκμοξ επχαζδξ 

(Δηθφλα 4.1). Σμ 2C6 θάκδηε κα εναοζιαημπμζεί ζημ πθαζιζδζαηυ DNA, ιεηά απυ 4, 16 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

148 
 

ηαζ 24 χνεξ επχαζδξ ζηζξ ακαθμβίεξ 10:1 ηαζ 30:1, ιε απμηέθεζια ηδκ αθθαβή ημο 

ααειμφ οπενεθίηςζήξ ημο ηαζ επαηυθμοεα ηδξ βναιιζηήξ ημο ιμνθήξ (Δηθφλα 4.1). 

Δπίζδξ, ηαζ ημ 5D3 πνμηάθεζε δζάζπαζδ ηδξ οπενεθζηςιέκδξ ιμνθήξ ημο πθαιζδζαημφ 

DNA, αολάκμκηαξ ηδκ πμζυηδηα ηδξ βναιιζηήξ ιμνθήξ ημο, έπεζηα απυ 24 χνεξ επχαζδξ 

ηαζ ζηδκ ακαθμβία 30:1 (Δηθφλα 4.1). 

Με ζημπυ κα ιεθεηδεεί πεναζηένς δ ζηακυηδηα ηςκ CPAbs κα οδνμθφμοκ ημ DNA, 

απμιμκχεδηε βεκςιζηυ DNA, απυ ηφηηανα HeLa ηαζ αημθμοεήεδηε δ ίδζα ιεεμδμθμβία, 

υπςξ παναπάκς. Σμ 10D2, ειθακίγεζ δνάζδ DΝΑse Η, ηαεχξ ημ βεκςιζηυ DNA 

απμζημδμιείηαζ πθήνςξ, υπςξ θαίκεηαζ ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζή ημο ζε πήηηςια 

αβανυγδξ. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ηα 2C6 ηαζ 5D3 πνμηαθμφκ ηαεοζηένδζδ ζηδκ 

δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα ημο βεκςιζημφ DNA, ςξ ζοκέπεζα ηδξ οδνμθοηζηήξ ημοξ 

δνάζδξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ημ 10D2 πνμηαθεί ηαηαηενιαηζζιυ ημο βεκςιζημφ DNA ιεηά 

απυ επχαζδ ιζζήξ χναξ ειθακίγμκηαξ δνάζδ ηφπμο DNase Η, ζηζξ ακαθμβίεξ 20:1 ηαζ 

60:1, ζε υθμοξ ημοξ πνυκμοξ επχαζδξ. Σμ 2C6 ιε ηδ ζεζνά ημο ιεηά απυ 24 χνεξ 

πνμηαθεί δθεηηνμθμνδηζηή ηαεοζηένδζδ ημο βεκςιζημφ DNA ζε πήηηςια αβανυγδξ ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ιεζςιέκδ πμζυηδηά ημο ζε υθεξ ηζξ ακαθμβίεξ, ζηζξ μπμίεξ δμηζιάζηδηε. 

Σέθμξ, ημ 5D3 ιεζχκεζ ηδκ πμζυηδηα ημο βεκςιζημφ DNA, ζε ακαθμβία 60:1 ζε υθμοξ 

ημοξ πνυκμοξ επχαζδξ (Δηθφλα 4.1.1).  
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Δηθόλα 4.1  Έιεγρνο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs λα πδξνιχνπλ ηφζν ην πιαζκηδηαθφ (pBluescript II KS) 

φζν θαη ην γελσκηθφ (απφ θχηηαξα HeLa) DNA.Σα CPAbs επσάζηεθαλ κε ην DNA ζηνπο 37
ν
C ζε 

αλαινγία γξακκαξίσλ αληηζψκαηνο/γελσκηθνχ DNA 4:1, 20:1 θαη 60:1  ή αληηζψκαηνο/πιαζκηδίνπ 

2:1,10:1 θαη 30:1 γηα 0.5, 4, 16, 24h ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TBS (Tris Buffer Saline) πνπ πεξηέρεη 

2mM MgCl2. Οη αληηδξάζεηο δηαθφπεθαλ κε πξνζζήθε ζξπςίλεο θαη ηα πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε 

πήθησκα αγαξφδεο (1%). 

 

Δπζπθέμκ, βζα κα απμηθεζζηεί δ πζεακυηδηα δ οδνμθοηζηή ζηακυηδηα ηςκ mAbs κα 

μθείθεηαζ ζε πνυζιζλδ ιε DΝΑse Η, επακαθήθεδηακ μζ παναπάκς ακηζδνάζεζξ (ηυζμ ζε 

πθαζιζδζαηυ υζμ ηαζ ζε βεκςιζηυ DNA) πανμοζία ηαζ απμοζία ακαζημθέςκ (20mM 

EGTA ηαζ 50mM EDTA) βζα ημ έκγοιμ, υπμο ηαζ επζαεααζχεδηακ ηα παναπάκς 

απμηεθέζιαηα (Δηθφλα 4.1.1). Ακαηεθαθαζχκμκηαξ, ημ ηάεε ακηίζςια οδνμθφεζ ζε/ιε 

δζαθμνεηζηυ ααειυ/ηνυπμ ημ βεκςιζηυ ηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA (δνάζδ DΝΑse Η ή 

πανέιααζδ ζημ ααειυ οπενεθίηςζδξ) ηαζ δ οδνμθοηζηή ζηακυηδηά ημοξ, δεκ θακδηέ κα 

μθείθεηαζ ζε πνυζιζλή ημοξ ιε DNase, οπμδεζηκφμκηαξ υηζ απμηεθεί εββεκή ζδζυηδηα ημο 

εηάζημο ακηζζχιαημξ.  
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Δηθόλα 4.1.1 Έιεγρνο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs λα πδξνιχνπλ ηφζν ην πιαζκηδηαθφ φζν θαη ην 

γελσκηθφ DNA παξνπζία θαη απνπζία αλαζηνιέσλ γηα ην έλδπκν DNAse. Σν 10D2 επσάζηεθε κε ην 

DNA ζηνπο 37
ν
C ζε αλαινγία γξακκαξίσλ αληηζψκαηνο/γελσκηθνχ DNA 20:1 ή 

αληηζψκαηνο/πιαζκηδίνπ 10:1 γηα 30΄ ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TBS (Tris Buffer Saline) παξνπζία θαη 

απνπζία αλαζηνιέσλ γηα ην έλδπκν (20mM EGTA,50mM EDTA) ή/θαη 2mM MgCl2. Οη αληηδξάζεηο 

δηαθφπεθαλ κε πξνζζήθε ζξπςίλεο θαη ηα πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο (1%). 

 

Αημθμφεδζε έθεβπμξ ζηακυηδηαξ ηςκ CPAbs κα οδνμθφμοκ ημ πθαζιζδζαημ DNA 

πανμοζία ηαζ απμοζία SDS ζηδ πνςζηζηή (loading buffer), χζηε κα εθεβπεεί, εάκ δ 

ηαεοζηένδζδ ηδξ δθεηηνμθμνδηζηήξ ηζκδηζηυηδηαξ ηυζμ ημο πθαζιζδζαημφ υζμ ηαζ ημο 

βεκςιζημφ DNA,μθεζθυηακ ζηδκ επίδναζδ ηςκ mAbs. Μέπνζ ζήιενα είκαζ βκςζημ υηζ δ 

ηαηενβαζία ημο δείβιαημξ ιε ημ SDS ηαζ ηδ ιενηαπημαζεακυθδ ιεημοζζχκεζ ηζξ ακχηενεξ 

δζαιμνθχζεζξ ηςκ ιμνίςκ (ηνζημηαβή δμιή). Δζδζηυηενα, μζ δζζμοθθζδζημί δεζιμί 

(εεζμβέθονεξ -S-S-) ηςκ πνςηεσκχκ ακάβμκηαζ απυ ηδ ιενηαπημαζεακυθδ ηαζ ημ SDS 

ζοιπθμημπμζείηαζ ιε ηζξ πνςηεΐκεξ. Γζα ηάεε γεφβμξ αιζκμλέςκ ζοκδέεηαζ έκα ιυνζμ SDS 

ιε απμηέθεζια ημ ηεθζηυ θμνηίμ ημο ζοιπθυημο κα είκαζ ανκδηζηυ ηαζ έηζζ αοηυ κα 

ιεηαηζκείηαζ ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ πνμξ ηδκ άκμδμ. Σμ ηεθεοηαίμ ελαθείθεζ ηδκ 

επζννμή ημφ θμνηίμο ζηδκ ηζκδηζηυηδηα ηαζ μζ πνςηεΐκεξ ηζκμφκηαζ ιυκμ ιε αάζδ ημ Μ.Β. 

ημοξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ ημ 2C6 επςάζηδηε ιε ημ DNA ζε δζαθμνεηζηέξ ακαθμβίεξ 

βναιιανίςκ ακηζζχιαημξ/ πθαζιζδίμο βζα 16h ηαζ 24h πανμοζία ηαζ απμοζία SDS ηαζ α-

ιενηαπημαζεακυθδξ ζηδ πνςζηζηή. Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 

ιε ανςιζμφπμ αζείδζμ, ζημ ηέθμξ ηδξ μπμίαξ ηαζ αθμφ ακζπκεφεδηε δ πανμοζία ηςκ 

κμοηθεσηχκ μλέςκ, ημ πήηηςια ειααπηίζηδηε ζε πνχζδ Coomassie blue χζηε κα 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

151 
 

ακζπκεφζμοιε ημ mAb. (Δηθφλα 4.1.2). Πνάβιαηζ, πανμοζία SDS ηαζ έπεζηα απυ έηεεζδ 

ηδξ οπενζχδμοξ (UV) αηηζκμαμθίαξ δεκ παναηδνείηαζ ηαιία αθθαβή ζημ ααειυ 

οπενεθίηςζδξ ή ηαεοζηένδζδ ζηδκ δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα ημο πθαζιζδίμο. 

Πανάθθδθα, ιε πνχζδ ημο πδηηχιαημξ ιε Coomasie Blue θάκδηε πςξ πανμοζία 

απμδζαηαηηζηχκ ζοκεδηχκ, ημ 2C6 αδοκαηεί κα οδνμθφζεζ ημ DNA ηαζ ιεηαηζκείηαζ πνμξ 

ηδκ άκμδμ, θμνηζζιέκμ ανκδηζηά υπςξ ηαζ ημ DNA. Ακηίεεηα, απμοζία SDS ηαζ α-

ιενηαπημαζεακυθδξ, ημ ακηίζςια δζαηδνεί ηδκ οδνμθοηζηή ημο ζηακυηδηα ηαζ ιάθζζηα 

ιεηαηζκείηαζ αοηή ηδ θμνά πνμξ ηδκ ηάεμδμ (ηδκ ακηίεεηδ ηαηεφεοκζδ ιε ημ DNA), 

δδθχκμκηαξ επζπνυζεεηα πςξ μζ ιεηααμθέξ ζηδκ ηζκδηζηυηδηα ημο DNA δεκ μθείθμκηαζ 

ζηδκ ζοιπθμημπμίδζδ ιε ημ CPAb.  

 

Δηθόλα 4.1.2 Έιεγρνο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs λα πδξνιχνπλ ην πιαζκηδηαθφ DNA παξνπζία θαη 

απνπζία SDS ζηε ρξσζηηθή (loading buffer). Σν 2C6 επσάζηεθε κε ην DNA ζηνπο 37
ν
C ζε αλαινγία 

γξακκαξίσλ αληηζψκαηνο/ πιαζκηδίνπ 2:1,10:1 θαη 30:1 γηα 16h θαη 24h ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

TBS (Tris Buffer Saline) παξνπζία ή/θαη 2mM MgCl2. Οη αληηδξάζεηο δηαθφπεθαλ κε πξνζζήθε 

ζξπςίλεο θαη ηα πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο (1%). 

 

Όπςξ ζοιααίκεζ ζηζξ πενζζζυηενεξ πδιζηέξ ακηζδνάζεζξ, έηζζ ηαζ ζ' αοηέξ πμο 

ηαηαθφμκηαζ απυ έκγοια (εκγοιζηέξ), δ ηαπφηδηά ημοξ είκαζ ακάθμβδ ηδξ εενιμηναζίαξ. 

Γζα ηάεε έκγοιμ οπάνπεζ ιζα μνζζιέκδ εενιμηναζία, ζηδκ μπμία δ ηαπφηδηα ηδξ 

ακηίδναζδξ βίκεηαζ ιέβζζηδ. Σα πενζζζυηενα έκγοια δνμοκ άνζζηα ζε εενιμηναζίεξ 
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ιεηαλφ 36°- 38°C πμο είκαζ ηαζ δ εενιμηναζία ημο ακενχπζκμο ζχιαημξ. Θέθμκηαξ κα 

ιεθεηήζμοιε ηδκ επίδναζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ζηδ δναζηδνζυηδηα ηςκ CPAbs κα 

οδνμθφμοκ ημ πθαζιζδζαημ DNA ζημοξ 37
μ
C ηαζ ζημοξ 4

μ
C, ηα CPAbs 2C6, 5D3, 10D2 

ηαζ ημ mAb Ζ9.3 (ιάνηοναξ) επςάζηδηακ ιε ημ DNA ζε δζαθμνεηζηέξ ακαθμβίεξ 

βναιιανίςκ ακηζζχιαημξ/πθαζιζδίμο βζα 24 χνεξ. Παναηδνήεδηε ακαζημθή ηδξ 

οδνμθοηζηήξ ημοξ δνάζδξ ζημοξ 4
μ
C ηαζ αφλδζδ ζημοξ 37

μ
C (Δηθφλα 4.1.3), βεβμκυξ πμο 

εκζζπφεζ ηδκ εκγοιζηή δνάζδ ημοξ, αοηή ηδξ DNAζδξ. 

 

                             

Δηθόλα 4.4.1.3 Έιεγρνο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs λα πδξνιχνπλ ην πιαζκηδηαθφ DNA ζηνπο 37
ν
C θαη 

ζηνπο 4
ν
C. Σα CPAbs 2C6, 5D3, 10D2 θαη ην mAb Η9.3 (κάξηπξαο) επσάζηεθαλ κε ην DNA ζε 

αλαινγία γξακκαξίσλ αληηζψκαηνο/ πιαζκηδίνπ 30:1 γηα 24h ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TBS παξνπζία 

θαη 2mM MgCl2. Οη αληηδξάζεηο δηαθφπεθαλ κε πξνζζήθε ζξπςίλεο θαη ηα πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε 

πήθησκα αγαξφδεο (1%). 

 

ηδ ζοκέπεζα, εεθήζαιε κα απμζαθδκίζμοιε πεναζηένς ηδκ δνάζδ ηςκ CPAbs, 

ακαθμνζηά ιε ηδκ πμθοδναζηζηυηδηά ημοξ έκακηζ δζαθυνςκ ακηζβυκςκ, δ μπμία 

εκδεπμιέκςξ ηαζ κα ηνμπμπμζεί ηδκ οδνμθοηζηή ημοξ ζηακυηδηα. Έπεζ ακαθενεεί 

αζαθζμβναθζηά πςξ δ δναζηζηυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ DNA ή πνςιαηίκδξ per se κα 

ιδκ είκαζ ηνίζζιδ βζα ηδκ ακάπηολδ κεθνίηζδαξ, αθθά ιάθθμκ δ ζηακυηδηα ηςκ 

αοημακηζζςιάηςκ κα δεζιεφμκηαζ ζε δζαθμνεηζηά ακηζβυκα (275, 276).  

Γζα ημ θυβμ αοηυ ιεθεηήεδηε δ οδνμθοηζηή δνάζδ ηςκ CPAbs πανμοζία πθαζιζδζαημφ 

DNA ηαζ ηνζχκ ακηζβυκςκ (ζζηυκεξ, ηαναμκζηή ακοδνάζδ ηαζ αηηίκδ), ζε ορδθή 
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ζοβηέκηνςζδ. Όπςξ θαίκεηαζ απυ ημκ Πηλαθα 1.1 πνυηεζηαζ βζα ακηζβυκα πμο ηα 

ακαβκςνίγμοκ ζε δζαθμνεηζηυ ααειυ ημ ηαεέκα. Σα CPAbs 2C6, 5D3,10D2 ηαζ ημ mAb 

Ζ9.3 (ιάνηοναξ), ιε ή πςνίξ πνμεπχαζδ ιε ηα ακηζβυκα, επςάζηδηακ ιε ημ DNA ζημοξ 

37
μ
C. Φάκδηε υηζ πανμοζία ηςκ ακηζβυκςκ ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ εκζζπφεηαζ δ 

ζδιακηζηά δ οδνμθοηζηή δνάζδ ημοξ, ημ 10D2 ηαζ ημ 2C6 ειθακίγμοκ δνάζδ DNAse 

πανμοζία, εκχ ιε ημ 5D3 παναηδνείηαζ αθθαβή ημο ααειμφ οπενεθίηςζδξ ημο πθαζιζδίμ 

(Δηθφλα 4.1.4). Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα δφκακηαζ κα πνδζζιεφζμοκ ζηδκ ηαηακυδζδ 

ηςκ παεμβεκεηζηχκ ιδπακζζιχκ πμο θαιαάκμοκ πχνα ζημκ ΔΛ, δεδμιέκδξ ηδξ 

πανμοζίαξ CPAbs ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε θφημ, ζε έκα πενζαάθθμκ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ 

έκημκδ απμπηςηζηή δναζηδνζυηδηα, υπςξ θαίκεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ορδθχκ επζπέδςκ 

πονδκζηχκ ηαζ ιδ ακηζβυκςκ. 
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Δηθόλα 4.1.4 Έιεγρνο ηθαλφηεηαο ησλ CPAbs λα πδξνιχνπλ ην πιαζκηδηαθφ DNA παξνπζία 

ηζηνλψλ, θαξβνληθήο αλπδξάζεο θαη αθηίλεο . Σα CPAbs 2C6, 5D3,10D2 θαη ην mAb Η9.3 

(κάξηπξαο),είηε κε ή ρσξίο πξνεπψαζε κε ηα αληηγφλα, επσάζηεθαλ κε ην DNA ζηνπο 37
ν
C ζε 

αλαινγία γξακκαξίσλ αληηζψκαηνο/αληηγφλνπ/ πιαζκηδίνπ 30:60:1 γηα 24h ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

TBS (Tris Buffer Saline) παξνπζία θαη 2mM MgCl2. Οη αληηδξάζεηο δηαθφπεθαλ κε πξνζζήθε 

ζξπςίλεο θαη ηα πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο (1%). 

 

4.2   Eπαγσγή απφπησζεο 

Σα δζεζζδοηζηά ακηζ-DΝΑ ακηζζχιαηα ιε οδνμθοηζηή δνάζδ έκακηζ DΝΑ έπμοκ 

ακαθενεεί κα πνμηαθμφκ απυπηςζδ ζε δζάθμνεξ ηανηζκζηέξ ζεζνέξ (98) ηαζ μδήβδζακ 

ημοξ ζοββναθείξ ζηδκ οπυεεζδ υηζ δ απυπηςζδ πονμδμηήεδηε απυ ηαηαηενιαηζζιυ ημο 

πονδκζημφ DNA, έπεζηα απυ ηδ δζείζδοζδ ηςκ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ ζημκ πονήκα (70, 

277). Δπμιέκςξ, απυ ηδ ζηζβιή πμο ηα CPAbs οδνμθφμοκ ημ DΝΑ ημ επυιεκμ αήια ήηακ 

κα ιεθεηδεεί δ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ απυπηςζδ ζε ηφηηανα HeLa. Έπεζηα απυ 

επχαζδ ηςκ ηφηηανςκ ιε ηα οπυ ελέηαζδ ακηζζχιαηα, αημθμφεδζε πνχζδ ημοξ ιε 

ακκελίκδ V (Ακκελίκδ-V-FITC), βζα ηδκ ακίπκεοζδ πνχζιςκ ζηαδίςκ απυπηςζδξ ηαζ ιε 

ζςδζμφπμ πνμπίδζμ (Propidium Iodide, PI), βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηεθζηχκ ζηαδίςκ απυπηςζδξ, 

ηαζ ελεηάζηδηακ ιε ηδ αμήεεζα ημο ηοηηανμιεηνδηή νμήξ (FACS). Γμηζιάζηδηακ 

δζάθμνεξ πανάιεηνμζ, υπςξ: 1) μ πνυκμξ επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ ακηίζςια (12, 24, 

48h), ηαζ 2) δ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζζχιαημξ (50, 100, 200 ιg/ml), χζηε κα ανεεμφκ μζ 

άνζζηεξ ζοκεήηεξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ απυπηςζδξ. Γζαπζζηχεδηε υηζ ζηα 100 ιg/ml ημ 

2C6 ,ημ 5D3 ηαζ ημ 10D2 πνμηαθμφκ απυπηςζδ ήηακ 27%, 22% ηαζ 16% ακηίζημζπα, 

ακηίζημζπα έπεζηα απυ 48h επχαζδξ ημοξ ιε ηα ηφηηανα (Δηθφλα 4.2). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, 

ηα mAbs H9.3 ηαζ 1C5, δεκ επάβμοκ απυπηςζδ ζε ηαιζά απμ ηζξ παναπάκς ζοκεήηεξ 

(5%) ζε ζπέζδ ιε ηδ ζηαονμζπμνίκδ-STS (10 ιΜ) πμο πνδζζιεφεζ ςξ εεηζηυξ ιάνηοναξ 

(58% απυπηςζδ ηαζ 23% κέηνςζδ) (Δηθφλα 4.2). 
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Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ηα CPAbs πνμηαθμφκ ηονίςξ απυπηςζδ πνχζιςκ ζηαδίςκ, εκχ 

ηα πμζμζηά ηεθζηχκ ζηαδίςκ απυπηςζδξ, είκαζ παιδθά ακάθμβα ιε εηείκα ηςκ εεηζηχκ 

ιανηφνςκ ηδξ ιεευδμο. Ακηζεέηςξ, αηυιδ ηαζ ζηδκ ορδθή ζοβηέκηνςζδ (200 ιg/ml) ημο 

ακηζζχιαημξ ηα πμζμζηά απυπηςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ δεκ δζέθενακ, βεβμκυξ πμο 

οπμδδθχκεζ υηζ δεκ πνυηεζηαζ βζα δμζμελανηχιεκμ θαζκυιεκμ. Καηά ζοκέπεζα ηα CPAbs 

πνμηαθμφκ απυπηςζδ ζε ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ. 

 

Δηθόλα 4.2 Η έθζεζε ηεο θσζθαηηδπινζεξίλεο θαη ε θπηηαξηθή δηαπεξαηφηεηα ησλ θπηηάξσλ HeLa 

κεηξήζεθε κε δηπιή ζήκαλζε κε Αλεμίλε V-FITC θαη ΡΙ. Δπψαζε κε 10D2, 5D3, 2C6, κάξηπξαο 

(θχηηαξα HeLa),  1C5 θαη Η9.3 γηα 48 ψξεο. Κάζε ηεηαξηεκφξην αληηπξνζσπεχεη: θάησ αξηζηεξά: 

κε ζεκαζκέλα. Πάλσ αξηζηεξά: PΙ ζεηηθά, θάησ δεμηά: Αλεμίλε V-FITC V ζεηηθά, πάλσ δεμηά 

Αλεμίλε V-FITC θαη PΙ ζεηηθά. Σα απνηειέζκαηα είλαη αληηπξνζσπεπηηθά ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ 

πεηξακάησλ κε παξφκνηα απνηειέζκαηα. 
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4.3   Καηαθεξκαηηζκφο ηνπ DNA  

Έκα άθθμ παναηηδνζζηζηυ ηδξ απυπηςζδξ είκαζ δ δζάζπαζδ ημο DNA ζε πμθθαπθά 

δζακμοηθεμζςιαηζηά ηθάζιαηα ελαζηίαξ ηδξ ιεζμθααμφιεκδξ απυ εκδμκμοηθεάζεξ 

ηαηάηιζζδξ ημο βεκςιζημφ DNA. Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ δζάζπαζδξ ημο DNA  

πνδζζιμπμζήεδηε ιζα πμζμηζηή ιέεμδμξ δ μπμία επζηνέπεζ ηδκ απεθεοεένςζδ 

δζαζπαζιέκδξ πνςιαηίκδξ απυ ημκ πονήκα ιεηά ηδ θφζδ ημο ηοηηάνμο ηαζ ηδκ 

απμδζμνβάκςζδ ηδξ πονδκζηήξ δμιήξ. Σμ δζαζπαζιέκμ, παιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ DNA 

ακαθφεηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ. 

ηα ηφηηανα HeLa πμο επςάζηδηακ ιε ζηαονμζπμνίκδ ακζπκεφηδηε δζάζπαζδ ημο DNA 

(Δηθφλα 4.3). ηα ηφηηανα HeLa πμο επςάζηδηακ ιε ηα CPAbs 2C6 ηαζ 10D2 βζα 48 

χνεξ παναηδνήεδηε επίζδξ δζάζπαζδ ημο  DNA ζε πμθθαπθά δζακμοηθεμζςιαηζηά 

ηθάζιαηα ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ (Δηθφλα 4.3). ηα ηφηηανα πμο επςάζηδηακ βζα 48 

χνεξ ιε ημ 5D3 παναηδνήεδηε  επίζδξ ηαηαηενιαηζζιυξ ημο DNA ζε πμθθαπθά 

δζακμοηθεμζςιαηζηά ηθάζιαηα ιζηνμφ  ιμνζαημφ  αάνμοξ, αθθά ζε ιζηνυηενμ ααειυ ζε 

ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα πμο επςάζηδηακ ιε ηα άθθα δφμ CPAbs (Δζηυκα 4.4.3). ε υθεξ ηζξ 

πενζπηχζεζξ παναηδνήεδηε ημ ιμηίαμ DNA- ladder, βεβμκυξ πμο επζαεααζχκεζ ηδκ 

επαβςβή απυπηςζδξ πμο πνμηαθεί δ πανμοζία ηςκ CPAbs ζηα ηφηηανα, υπςξ έπεζ 

παναηδνδεεί ζε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ιε δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα πμο επάβμοκ 

απμπηςηζηυ ηοηηανζηυ εάκαημ. 

                                          

Δηθόλα 4.3 Γηάζπαζε ηνπ  DNA ζε πνιιαπιά δηαλνπθιενζσκαηηθά θιάζκαηα. Σν ρακεινχ κνξηαθνχ 

βάξνπο DNA, πνπ απνκνλψζεθε απφ θχηηαξα HeLa, έπεηηα απφ επψαζε 48 ψξεο κε CPAbs 
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(100κg/ml), αληρλεχηεθε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο 3%.Σα απνηειέζκαηα είλαη 

αληηπξνζσπεπηηθά ηξηψλ αλεμαξηήησλ πεηξακάησλ. 

 

4.4   Δπαγσγή κνξθνινγηθψλ θαη ππξεληθψλ αιιαγψλ ζε θχηηαξα HeLa 

Δθυζμκ ηα CPAbs επάβμοκ απυπηςζδ, ιεθεηήζαιε εάκ δ επίδναζδ αοηή μθείθεηαζ ζε 

απμπηςηζηυ εάκαημ ή/ηαζ ζε ζπδιαηζζιυ „ιδ θοζζμθμβζηχκ‟ ηοηηανζηχκ ηφπςκ πςνίξ 

πονήκα. Οζ ιμνθμθμβζηέξ ηαζ πονδκζηέξ αθθαβέξ ηοηηάνςκ HeLa πμο επςάζηδηακ ιε ηα 

CPAbs, παναηδνήεδηακ ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ιεηά απυ ζήιακζδ ιε ηδ 

πνςζηζηή Hoechst. Σα ηφηηανα ζοκεπςάζηδηακ ηυζμ ιε δζεζζδοηζηά, υζμ ηαζ ιε ιδ 

δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα (100ιg/ml), βζα 16, 24 ηαζ 48 χνεξ. Ζ μπηζηή ιζηνμζημπiα 

ακηίεεζδξ θάζεςκ έδεζλε υηζ δ ιμνθμθμβία ημοξ επδνεάγεηαζ ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ 

ηοηηάνςκ απυ ηδκ πανμοζία ηςκ CPAbs ζε ζπέζδ ιε ηδκ θοζζμθμβζηή ιμνθμθμβία ηςκ 

ηοηηάνςκ-ιανηφνςκ (Δηθφλα 4.4Α-Γ). Σα ηφηηανα πμο εηηίεεκηαζ ζηα ηνία CPAbs, 

ειθακίγμοκ ζηνμββοθυ ηοηηανζηυ ζπήια, εθάηηςζδ ημο υβημο ημοξ, ηαεχξ ηαζ πονδκζηέξ 

αθθαβέξ παναηηδνζζηζηέξ ημο απμπηςηζημφ εακάημο. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ απμπηςηζημί 

πονήκεξ ακαβκςνίζηδηακ απυ ημκ έκημκμ ιπθε θεμνζζιυ, μ μπμίμξ ζοιπενζθαιαάκεζ έκα 

πμζμζηυ ζοιπφηκςζδξ ηδξ πονδκζηήξ πνςιαηίκδξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ δζάζπαζδξ ημο 

πονδκζημφ DNA. ηα ηφηηανα πμο επςάζηδηακ βζα 48 χνεξ ιε ηα 2C6, 5D3 ηαζ  10D2, ηα 

πμζμζηά ηςκ εεηζηχκ βζα Hoechst ηφηηανα ήηακ ακηίζημζπα 30±2%, 27±1% ηαζ 19±0.8% 

(Δηθφλα 4.4Β). Σα ηφηηανα-ιάνηονεξ, πμο επςάζηδηακ ιε ημ Ζ9.3 έπμοκ ηακμκζηή 

ηοηηανζηή ιμνθμθμβία, ζε υθμοξ ημοξ πνυκμοξ. Με ηδ πνχζδ Hoechst θάκδηε υηζ ζηδκ 

πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζζάζηδηακ ποηκςηζημί πονήκεξ ιε έκα έκημκμ θεμνζζιυ 

πμο είκαζ παναηηδνζζηζηυξ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα-

ιάνηονεξ, ηα μπμία δζαηδνμφκ ημοξ μιμζυιμνθμοξ ηαζ ζηνμββοθμφ ζπήιαημξ πονήκεξ ιε 

παιδθυ θεμνζζιυ. οιπεναζιαηζηά, δ ζηνμββοθή ηοηηανζηή ιμνθμθμβία, δ εθάηηςζδ ημο 

υβημο ηαζ μζ πονδκζηέξ αθθαβέξ ηςκ ηοηηάνςκ, δδθαδή δ ζοιπφηκςζδ ημο πονήκα ανπζηά 

ηαζ δ ιεηέπεζηα δ δζάζπαζή/εναοζιαημπμίδζή ημο, απμδεζηκφμοκ υηζ ηα CPAbs επάβμοκ 

απυπηςζδ ζηα ηφηηανα HeLa. 
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Δηθόλα 4.4 Κπηηαξηθή θαη ππξεληθή κνξθνινγία ησλ θπηηάξσλ HeLa παξνπζία CPAbs κεηά απφ 

ζήκαλζε κε ρξσζηηθή Hoechst. A) θχηηαξα πνπ επσάζηεθαλ κε 2C6 γηα 48 ψξεο, θχηηαξα πνπ 

επσάζηεθαλ κε 5D3 γηα 48 ψξεο, θχηηαξα πνπ επσάζηεθαλ κε 10D2 γηα 48 ψξεο, θχηηαξα πνπ 

επσάζηεθαλ κε Η9.3 γηα 48 ψξεο (κάξηπξεο). Παξαηεξείηαη δηάζπαζε ππξήλα θαη ζπκπχθλσζε 

ρξσκαηiλεο. Οη κηθξνγξαθίεο ζπλεζηηαθήο κηθξνζθνπίαο είλαη αληηπξνζσπεπηηθέο ηξηψλ 

Α) 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

159 
 

αλεμάξηεησλ πεηξακάησλ ζε θιίκαθα 40κm. B) Σν γξάθεκα απνηθνλίδεη ην πνζνζηφ ησλ θπηηάξσλ 

πνπ παξνπζίαδνπλ ππθλσηηθνχο ππξήλεο. 

 

4.5   Αλαδηνξγάλσζε in vitro ηνπ πιέγκαηνο ηεο αθηίλεο ζε θαξθηληθά θχηηαξα 

Δίκαζ βκςζηυ υηζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο απμπηςηζημφ εακάημο παναηδνείηαζ 

απμδζμνβάκςζδ ημο ηοηηανζημφ ζηεθεημφ, έηζζ δζενεοκήεδηε δ πζεακή επίδναζδ ηςκ 

CPAbs ζηδ δοκαµζηή ζζμννμπία ημο πθέβιαημξ ηδξ αηηίκδξ. Απυ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έπεζ 

δζαπζζηςεεί υηζ ναβδαίεξ αθθαβέξ ζηδ δοκαιζηή ζζμννμπία ημο πθέβιαημξ ηδξ αηηίκδξ 

ζημκ ηοηηανμζηεθεηυ πονμδμηήεδηακ απυ δζάθμνα ζήιαηα πμο επάβμοκ ζζπονή 

ακαδζμνβάκςζδ ημο πθέβιαημξ, ημ μπμίμ ιπμνεί κα εθέβπεζ πμθθέξ πηοπέξ ηδξ θοζζμθμβίαξ 

ημο ηοηηάνμο (278). Έπεζ ακαθενεεί υηζ δ ακαδζαιμνθςζδ ηδξ αηηίκδξ ειπθέηεηαζ επίζδξ 

ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ ηαζ εζδζηά ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα νοειίγμοκ ηυζμ, ηδκ 

ακαδζμνβάκςζδ ηδξ αηηίκδξ, υζμ ηαζ ηδκ απυπηςζδ (279, 280). Απυ πνυζθαηα 

αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα θάκδηε υηζ δ ακαδζμνβάκςζδ ηδξ αηηίκδξ πμο πνμηαθείηαζ απυ 

ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ιειανάκζηςκ ακδνμβμκζηχκ οπμδμπέςκ (mAR) έθεβπε ηδκ 

απυπηςζδ ηςκ ακενχπζκςκ ηοηηάνςκ ηανηίκμο ημο πνμζηάηδ (DU-145) (281) 

απμδεζηκφμκηαξ ημκ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ αηηίκδξ πμο ζοκδέεηαζ ιε ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ mAR ηαζ ηδ νφειζζδ ηςκ πνμ-απμπηςηζηχκ ιδπακζζιχκ ζε δζάθμνα 

ηανηζκζηά ηφηηανα. Όζμκ αθμνά ηα ακδνμβυκα, αοηά έπμοκ ακαθενεεί ζηδκ εκενβμπμίδζδ 

ιειανακζηχκ ηαζ πονδκζηχκ ακδνμβμκζηχκ οπμδμπέςκ πνμηαθχκηαξ έηζζ δζάθμνεξ 

ηοηηανζηέξ θεζημονβζέξ, ιέζς ηδξ ηεζημζηενυκδξ, υπςξ είκαζ δ ιεηακάζηεοζδ ηαζ δ 

απυπηςζδ (281, 282). Δίκαζ εκδζαθένμκ υηζ, δ ιδ ηανηζκζηή ηοηηανζηή ζεζνά Swiss-3T3 

εηθνάγεζ εκενβμφξ ακδνμβμκζημφξ οπμδμπείξ ηαζ ακηαπμηνίκεηαζ ζηδ δνάζδ ηςκ 

ακδνμβυκςκ, εκχ ακηίεεηα δ ηοηηανζηή ζεζνά DU145 δεκ θένεζ ακδνμβμκζημφξ οπμδμπείξ 

ιε απμηέθεζια κα ηαείζηαηαζ ακεεηηζηυηενδ ζηδ δνάζδ ηςκ ακδνμβυκςκ (283). ε αοηυ 

ημ ιμκηέθμ ηςκ ηοηηάνςκ, δ δζέβενζδ ιε ηεζημζηενυκδ είηε ζογεοβιέκδ, είηε υπζ ιε BSA 

πνμηαθεί ζζπονή ακαδζμνβάκςζδ ηδξ αηηίκδξ, ακαζηέθθμκηαξ ηδκ ηοηηανζηή ηζκδηζηυηδηα 

ηαζ ηδκ απυπηςζδ (281). H BSA ηαεζζηά ακίηακδ ηδκ ηεζημζηενυκδ κα δζαπενκά ηδκ 

ηοηηανζηή µεµανάκδ. 

Ζ ιεθέηδ αοηή πναβιαημπμζήεδηε ζε ζοκενβαζία ιε ημ ενβαζηήνζμ Βζμπδιείαξ ημο 

Πακεπζζηδιίμο Κνήηδξ, πμο δζεοεφκεζ μ ηαεδβδηήξ Υ. ημονκάναξ. Με αάζδ ηα 

παναπάκς ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ ηα CPAbs δμηζιάζηδηακ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα 

ακαδζμνβάκςκμοκ ηα µζηνμσκίδζα ηδξ αηηίκδξ ζηα ηφηηανα Swiss-3T3 ηαζ DU-145, υπςξ δ 

Σesto-BSA, ή κα ηαηαζηείθθμοκ ηδ δνάζδ ημο πανάβμκηα ζηα ηφηηανα. Δζδζηυηενα ηα 
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ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ηα CPAbs πανμοζία ή υπζ ηδξ Testo-BSA, αημθμφεδζε εθανιμβή 

έιµεζμο ακμζμθεμνζζµμφ µε ηδ πνήζδ νμδαµίκδξ-θαθθμσδίκδξ βζα παναηήνδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζημ ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ. Ζ µέεμδμξ επζηνέπεζ ηδκ παναηήνδζδ µυκμ ηδξ 

πμθοµενμφξ αηηίκδξ βζαηί ααζίγεηαζ ζηδκ εζδζηή ζφκδεζδ ηδξ θαθθμσδίκδξ µε ηα 

µζηνμσζκίδζα ηδξ πμθοµενμφξ αηηίκδξ (284) µε ηαοηυπνμκμ θεμνζζµυ ηδξ νμδαµίκδξ. Όπςξ 

θαίκεηαζ ζηδκ Δηθφλα 4.5, δ επίδναζδ µε ηα CPAbs έπεζ ςξ απμηέθεζµα ηδκ 

ακαδζμνβάκςζδ ηςκ ζκζδίςκ αηηίκδξ ηάης απυ ηδκ ηοηηανζηή µεµανάκδ. Φάκδηε υηζ ημ 

2C6 ηαζ ημ 10D2 πανμοζία ηδξ Testo-BSA πνμηαθμφκ ήπζμ απμπμθοιενζζιυ, µε ηδκ 

πμθοµενζζµέκδ αηηίκδ κα πενζμνίγεηαζ ζηδκ πενζθένεζα, εκχ ζημ ηφνζμ ζχµα ημο 

ηοηηάνμο απμοζζάγμοκ ηα ζκίδζα ημο ζηνεξ (stress fibers). Φάκδηε επμιέκςξ κα 

ακαζηέθθμοκ ηδ δνάζδ ηδξ Testo-BSA ζημ πθέβια ηδξ αηηίκδξ. Ακηζεέηςξ απμοζία ηδξ 

Testo-BSA, επάβμοκ πενζμνζζιέκμο ααειμφ ακαδζμνβάκςζδ ηδξ ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα 

εθέβπμο, ηα ηφηηανα εµθακίζηδηακ επζµήηδ, µε πανάθθδθδ ηαηακμµή ηςκ µζηνμζκζδίςκ 

ηδξ αηηίκδξ, παναηηδνζζηζηυ ηδξ εµθάκζζδξ ηςκ ζκζδίςκ ημο ζηνεξ. Ζ µεηααμθή ζηδκ 

μνβάκςζδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ πμο παναηδνήεδηε απυ ηα CPAbs ανίζηεηαζ 

ζε ζοιθςκία ιε ημ θαζκυιεκμ ηδξ απυπηςζδξ. 
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Δηθόλα 4.5 Έιεγρνο ησλ CPAbs σο πξνο ηελ αλαδηνξγάλσζε in vitro ηνπ πιέγκαηνο ηεο αθηίλεο ζε 

θχηηαξα Swiss-3T3 θαη DU-145. Σα θχηηαξα πξν-επσάζηεθαλ 24 ψξεο απνπζία νξνχ θαη 

επσάζηεθαλ ζηε ζπλέρεηα κε ηα CPAbs γηα 2 ψξεο παξνπζία ή φρη ηεο Testo-BSA. Αθνινχζσο 

κνληκνπνηήζεθαλ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε επηζήκαλζε κε αληίζσκα Alexa-488 (πξάζηλν), ξνδακίλε-

θαιντδίλε (θφθθηλν) θαη DAPI (κπιε).  
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4.6   Δπίδξαζε ησλ CPAbs ζηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ 

ε αοηή ηδ θάζδ εθέβπεδηε επζπθέμκ δ ζηακυηδηα ηςκ CPAbs κα επδνεάγμοκ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ιε δμηζιαζία ΜΣS. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ηφηηανα 

HeLa (απμοζία ή πανμοζία μνμφ ζηδκ ηαθθζένβεζα) επςάζηδηακ ιε ηα CPAbs (100ιg/ml) 

βζα δζαθμνεηζημφξ πνυκμοξ (12, 24, 48 ηαζ 72 χνεξ), αημθμφεδζε πνμζεήηδ ΜΣS βζα 4 

χνεξ ηαζ ιέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζηα 490 nm. Γζαπζζηχεδηε υηζ ηα CPAbs, 

είηε απμοζία είηε πανμοζία μνμφ ζηδκ ηαθθζένβεζα ηςκ HeLa, δεκ επδνεάγμοκ ζδιακηζηά 

ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημοξ (Δηθφλα 4.6).  

Πνμηεζιέκμο κα αλζμθμβδεεί ζθαζνζηά δ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ ηνζχκ ακηζζςιάηςκ, 

ηνίεδηε απαναίηδημ, πανάθθδθα ιε ηδκ παναπάκς δμηζιαζία ΜΣS, κα εθεβπεεί δ πζεακή 

ανκδηζηή επίδναζή ημοξ ζηδκ ηοηηανζηή θεζημονβία. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ηφηηανα HeLa 

επςάζηδηακ ιε ηα δζεζζδοηζηά mAbs 10D2, 5D3A8, 2C6 ηαεχξ ηαζ ιε ημοξ ανκδηζημφξ 

ιάνηονεξ H9.3 ηαζ 1C5 ζε ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/ml ηαζ ζε ίδζμοξ πνυκμοξ ιε ηζξ 

πνμδβμφιεκεξ δμηζιαζίεξ (12, 24, 48 ηαζ 72 χνεξ). Ζ ζοβηέκηνςζδ πμο επζθέπεδηε είκαζ 

εηείκδ πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηα πεζνάιαηα δζείζδοζδξ, χζηε κα απμδεζπεεί ιε 

αεααζυηδηα δ επίδναζδ ή υπζ ηςκ ακηζζςιάηςκ ζηδκ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Μεηά ηδκ 

επχαζδ έβζκε εηηίιδζδ ημο πμζμζημφ κεηνχκ ηοηηάνςκ ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ 

Trypan Blue. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ δ επχαζδ ηοηηάνςκ ιε ηα CPAbs δεκ 

πνμηαθεί αολδιέκμ πμζμζηυ κέηνςζδξ ζηζξ ζοκεήηεξ ηδξ in vitro ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, 

ζοβηνζηζηά ιε αοηυ πμο παναηδνείηαζ υηακ ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ ιε ημοξ ανκδηζημφξ 

ιάνηονεξ. Έηζζ, επζαεααζχκεηαζ υηζ ημ θαζκυιεκμ ηδξ δζείζδοζδξ πμο πενζβνάθεηαζ εδχ, 

ζοιααίκεζ απμηθεζζηζηά ζε γχκηα ηφηηανα. 
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Δηθόλα 4.6 Πνζνζηά θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ HeLa κεηά απφ επψαζε κε ηα mAbs.Σα 

θχηηαξα επσάζηεθαλ κε ηα αληηζψκαηα (100κg/ml) γηα 24, 48 θαη 72 ψξεο. Σα πνζνζηά 

θαζνξίζηεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ηε κέζνδν ηνπ MTS. Οη κπάξεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηηο 

ηππηθέο απνθιίζεηο απφ ηξiα αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. 

 

5.   Δπίδξαζε ησλ CPAbs ζηελ αγγεηνγέλεζε  

ηδκ ηεθεοηαία θάζδ ηδξ δζαηνζαήξ ιεθεηήεδηε μ νυθμξ ηςκ  (επαβςβζηυξ ή 

ηαηαζηαθηζηυξ) ζηδκ αββεζμβέκεζδ ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ αββεζαηυ εκδμεδθζαηυ πανάβμκηα 

ακάπηολδξ VEGF. Έπεζ δζαπζζηςεεί υηζ ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ, δ αββεζμβεκεηζηή 

δναζηδνζυηδηα είκαζ αολδιέκδ ζε ζφβηνζζδ ιε εηείκδ ηςκ οβζχκ ιανηφνςκ. Αοηή δ 

ορδθή αββεζμβεκεηζηή δναζηδνζυηδηα ζοκδέεηαζ ιε κεθνζηέξ επζπθμηέξ ηαζ ιε ηδκ 

πανμοζία ακηζ-dsDNA ακηζζςιάηςκ, εονήιαηα ηα μπμία οπμδδθχκμοκ ηδκ ειπθμηή ηδξ 

δζαηαναπήξ ηδξ αββεζμβέκεζδξ ζηδκ παεμβέκεζα ημο ΔΛ. Όθα ηα ακηζ-dsDNΑ 

ακηζζχιαηα θυβς ημο ορδθμφ ανζειμφ ααζζηχκ αιζκμλέςκ πμο πενζέπμοκ ζηδ ιεηααθδηή 

πενζμπή, έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ακηζδνμφκ εηηυξ απυ ημ dsDNA ηαζ ιε εεζζηέξ 

αιζκμβθοηάκεξ, υπςξ δζάθμνα πανάβςβα ηδξ δπανίκδξ πμο ανίζημκηαζ ζηζξ ιειανάκεξ 

υθςκ ηςκ ηοηηάνςκ ηςκ εδθαζηζηχκ. Αοηή δ ζδζυηδηα παναηηδνίγεζ επίζδξ ημκ VEGF, μ 

μπμίμξ έπεζ εειεθζχδδ νυθμ ζηδ εεηζηή νφειζζδ ηδξ θοζζμθμβζηήξ ηαζ ηδξ παεμθμβζηήξ 

αββεζμβέκεζδξ. Ο VEGF επάβεζ ηδ ιεηακάζηεοζδ, ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηεθζηά ηδ 

δζαθμνμπμίδζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ βζα ηδκ δδιζμονβία εκυξ ηαζκμφνζμο αββείμο. 
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5.1   ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θπηηάξσλ HUVEC, είηε παξνπζία, είηε απνπζία VEGF  

Πζμ ζοβηεηνζιέκα ηα ακηζζχιαηα δμηζιάζηδηακ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ 

ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ HUVEC, υπςξ μ VEGF, ή κα 

ηαηαζηείθμοκ ηδ δνάζδ ημο πανάβμκηα ζε αοηή ηδκ ηοηηανζηή ζεζνά. Γζα κα ιεθεηήζμοιε 

ηδκ δνάζδ ημοξ ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ πναβιαημπμζήεδηε δ 

δμηζιαζία ανςιμδευλο-μονζδίκδξ (BrdU) ζε δομ δζαθμνεηζηέξ ζοβηέκηνςζεζξ ημο 

ακηζζχιαημξ (100, 200ιg/ml), χζηε κα ανεεμφκ μζ άνζζηεξ ζοκεήηεξ, είηε πανμοζία, είηε 

απμοζία VEGF. Σα CPAbs ακέζηεζθακ ζδιακηζηά ηδκ εκζςιάηςζδ BrdU ζηα ηφηηανα 

HUVECs επαβυιεκα απυ VEGF (2,5 ng/ml) βζα 24 χνεξ: 4 θμνέξ ημ 10D2 , 2 θμνέξ ημ 

5D3 ηαζ 2 θμνέξ ημ 2C6 ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα HUVECs επαβυιεκα απυ VEGF. 

Δπζπθέμκ, παναηδνήεδηε ιείςζδ ηδξ εκζςιάηςζδξ BrdU ηαζ απμοζία ημο VEGF. 

Φαίκεηαζ θμζπυκ υηζ ηα CPAbs δεκ ακαζηέθθμοκ ιυκμ ημκ επαβυιεκμ πμθθαπθαζζαζιυ 

ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ αθθά ηαζ ηα ααζζηά επίπεδα πμθθαπθαζζαζιμφ (Δηθφλα 5.1). 

Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 200ιg/ml ηςκ CPAbs παναηδνήεδηε δ 

ιεβαθφηενδ ακαζημθή ζημκ ανζειυ ηςκ BrdU–εεηζηχκ ηοηηάνςκ: ημ 10D2  (4 % 

πανμοζία VEGF έκακηζ 9% απμοζία ημο), ημ 2C6 (6,5 % πανμοζία VEGF έκακηζ 6,8% 

απμοζία ημο) ηαζ ημ 5D3 (7,9 % πανμοζία VEGF έκακηζ 7,8 % απμοζία ημο) ηαηα 0.5, 0.9 

ηαζ 1 θμνά ακηίζημζπα ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα (18% πανμοζία VEGF έκακηζ 36% 

απμοζία ημο) (Δηθφλα 5.1).). Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ ηα CPAbs ακαζηέθθμοκ 

ζδιακηζηά ηδκ εκζςιάηςζδ ηδξ BrdU ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα πμο είπακ ζοκεπςαζηεί 

ιε ιδ δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα, ηα μπμία έδεζλακ πανυιμζα πμζμζηά πμθθαπθαζζαζιμφ ιε 

αοηά ηςκ ηοηηάνςκ-ιάνηονεξ.  
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Δηθόλα 5.1 Σα CPAbs αλαζηέιινπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Μεηά ην 

πέξαο 48 σξψλ, . θχηηαξα HUVEC ππέζηεζαλ ζηέξεζε νξνχ γηα 18 ψξεο (παξνπζία ή απνπζηα 

CPAbs) θαη αθνινχζεζε επαγσγή κε VEGF γηα 24 ψξεο .Οη θαιιηέξγεηεο εθηέζεθαλ είηε κφλν ζε 

ζξεπηηθφ πιηθφ είηε κφλν ζηνλ VEGF (2,5 ng/ml), είηε κφλν ζε CPAbs (100 κg/ml) είηε ζε VEGF θαη 

CPAbs γηα 24 ψξεο. Μεηά απφ 24 ψξεο, ρνξεγήζεθε BrdU (100κΜ) γηα 6 ψξεο θαη ηα θχηηαξα αθνχ 

επεμεξγάζηεθαλ κε αλνζνθζνξηζκφ κε αληίζσκα Αlexa-488 (θνθθηλε ρξψζε) γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ 

CPAbs θαη αληη-BrdU (πξάζηλε ρξψζε) γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ πνιιαπιαζηάδνληαη, 

κειεηήζεθαλ ζην ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην. Η επηθάιπςε ησλ εηθφλσλ θαίλεηαη ζε θιίκαθα 20κm. 

ηα γξαθήκαηα παξνπζηάδνληαη ε πνζνηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ (θάησ πιαίζην) πνπ 

εθθξάζηεθε σο % πνζνζηφ ζεηηθψλ θπηηάξσλ γηα ηελ ελζσκάησζε ηεο BrdU ζε ζρέζε κε ηνλ νιηθφ 

αξηζκφ θπηηάξσλ ηα νπνία εθθξάδνπλ CPAbs. 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

166 
 

5.2   ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ησλ θηλαζψλ Erk1/2  

Απυ ηδ δζεεκή αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηή δ ζοιιεημπή ηςκ ΜΑΡ-ηζκαζχκ ζε 

δζαδζηαζίεξ πμο αθμνμφκ ζηδ ιεηακάζηεοζδ ηαζ ζηδ δζαθμνμπμίδζδ πμθθχκ ηφπςκ 

ηοηηάνςκ. Πανάθθδθα, ηα CPAbs, ακέζηεζθακ ηδκ δναζηζηυηδηα ημο VEGF ηαζ έηζζ 

δδιζμονβείηαζ ημ ενχηδια εάκ ηα ιζηςηζηά ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα ημο ηαζ εζδζηυηενα 

αοηυ ηςκ Erk1/2 MAPK ηζκαζχκ είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδκ ακηζπμθθαπθαζζαζηζηή δνάζδ 

ηςκ CPAbs. Έηζζ, δ εκυηδηα αοηή ζημπεφεζ κα απακηήζεζ ζημ ενχηδια εάκ ελανηάηαζ δ 

ακαζημθή ημο πμθθαπθαζζαζιμφ απυ ηδκ ιεηαβςβζηή μδυ CPAbs/Erk1/2. Γζα ημοξ θυβμοξ 

αοημφξ, εεθήζαιε κα εθέβλμοιε ημ εάκ ηα CPAbs επδνεάγμοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

ηζκάζςκ Erk1/2. Πνμζδζμνίζηδηε δ επίδναζδ ηςκ CPAbs ζηα επίπεδα θςζθμνοθίςζδξ 

ηςκ Erk1/2 έπεζηα απυ ακάθοζδ ηαηά Western ιε εζδζηυ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ 

ηςκ θςζθμνοθζςιέκςκ Erk1/2 ζηδ εέζδ Σhr202/Tyr204, Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 

4.5.2, ζηα ηφηηανα HUVEC, ηα CPAbs δεκ επδνεάγμοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηζκάζςκ 

Erk1/2. Δπζπθέμκ έπμοκ ακαθενεεί, μ TGF-α, ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ δ αηηζαίκδ Α, κα 

εκενβμπμζμφκ ηαζ άθθμοξ δζαιεζμθααδηέξ, μζ μπμίμζ εα ιπμνμφζακ κα ζοιιεηέπμοκ ζηδκ 

ακηζπμθθαπθαζζαζηζηή δνάζδ. Έηζζ, ημ άθθμ ενχηδια ηδξ εκυηδηαξ αοηήξ ζημπεφεζ ζηδκ 

δζαθεφηακζδ ηδξ ζοιιεημπήξ άθθςκ ακελάνηδηςκ ιμκμπαηζχκ ζηδκ ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ απυ ηα CPAbs. 

 

 

Δηθόλα 5.2 Σα πεπηίδην CPAbs δελ θαηαζηέιινπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ θηλαζψλ Erk1/2 ζηα 

θχηηαξα HUVEC. Κχηηαξα επσάζηεθαλ γηα 15 min κε CPAbs (100κg/ml). Μεηά ηε ιχζε ησλ 

θπηηάξσλ, ηελ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ εθρπιίζκαηνο πξσηετλψλ θαη ηελ αλάιπζε κε 

αλνζναπνηχπσζε, πξνζδηνξίζηεθε ε ελεξγνπνίεζε ησλ θηλαζψλ Erk1/2 κε εηδηθφ κνλνθισληθφ 

αληίζσκα έλαληη ηεο θσζθνξπιησκέλεο Σhr202/Tyr204. Η αθηίλε ρξεζηκνπνηήζεθε σο δείθηεο 

πνζνηηθνπνίεζεο ησλ πξσηετληθψλ δεηγκάησλ. Η αλίρλεπζε ηεο έθθξαζεο ησλ θσζθνξπιησκέλσλ 

κνξθψλ ERK1/2 (p-p44/42) έγηλε κε εηδηθφ αληίζσκα θσζθν-p44/p42.  

 

 

5.3   ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

Με δεδμιέκδ ηδ δνάζδ ηςκ CPAbs ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, 

εεθήζαιε κα δζενεοκήζμοιε ηδκ δνάζδ ημοξ ζηδκ ιεηακάζηεοζή ημοξ. Σα εκδμεδθζαηά 
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ηφηηανα παναηηδνίγμκηαζ απυ ορδθή ηζκδηζηή εκενβυηδηα, ηαζ αοηή ημοξ δ θεζημονβία 

είκαζ πμθφ ζδιακηζηή βζα ηδ δζαηήνδζδ ηδξ αββεζαηήξ πθαζηζηυηδηαξ. Ζ ιεηαηίκδζδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζε ηαθθζένβεζα ιπμνεί κα νοειζζηεί ιε ημκ αολδηζηυ πανάβμκηα 

VEGF. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηακ πεζνάιαηα υπμο δ επζθάκεζα ηοηηάνςκ 

HUVEC ζε ηαθθζένβεζα είπε ηναοιαηζζηεί. Ζ πανμοζία ημο ιμκμηθςκζημφ ιάνηονα Ζ9.3 

(100 ιg/ml) χεδζε ηα ηφηηανα κα ιεηαηζκδεμφκ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ ηδξ 

ηναοιαηζζιέκδξ πενζμπήξ. Σα απμηεθέζιαηα ζηδκ εηθφλα 5.3 δείπκμοκ υηζ ηδκ πανμοζία 

CPAbs πνμηαθείηαζ ιείςζδ ημο ανζειμφ ηοηηάνςκ πμο ιεηαηζκμφκηαζ ζηδκ 

ηναοιαηζζιέκδ πενζμπή ιε πζμ ζζπονυ ημ 10D2, αημθμοεεί ημ 2C6 ηαζ ηέθμξ ημ 5D3. Όπςξ 

θαίκεηαζ ηα ιμκμηθςκζηά 10D2, 2C6 ηαζ 5D3 ιεζχκμοκ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

HUVEC ηαηα 30%, 23% ηαζ 18%, ακηίζημζπα ζε ζπέζδ ιε ημ ιάνηονα. Δπζπθέμκ, είκαζ 

θακενυ υηζ ηα CPAbs ιείςζακ ηαζ ηδ ααζζηή ιεηακάζηεοζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ 

πμο παναηδνείηαζ απμοζία VEGF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

168 
 

   A)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 B) 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 5.3 Σα CPAbs αλαζηέιιoπλ ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Πιήξεο ηαπήηην 

HUVEC θπηηάξσλ ραξάρηεθε ειαθξά κε ην πιαζηηθφ ξχγρνο πηπέηηαο. Οη ηξαπκαηηζκέλεο 

θαιιηέξγεηεο εθηέζεθαλ ζηo H9.3 (κάξηπξαο) θαη ζηα ηξία CPAbs (10D2,5D3,2C6) (100 κg/ml) γηα 8 

ψξεο. Σα θχηηαξα ηα νπνία πέξαζαλ ζηελ ηξαπκαηηζκέλε πεξηνρή κεηξήζεθαλ θαη εθθξάζηεθαλ σο 

2C6 

H9.3 

(ctrl) 

10D2 

5D3 



                                                                                                                          ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ              

169 
 

αξηζκφο θπηηάξσλ/ cm ηξαπκαηηζκέλεο πεξηνρήο. Σέζζεξα πεδία κεηξήζεθαλ γηα θάζε πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία (πεξίπνπ 300 θχηηαξα ζε θάζε πείξακα). 

 

5.4   ηελ απφπησζε ζε θχηηαξα HUVEC in vitro 

Γζα κα πζζημπμζήζμοιε υηζ ηα CPAbs αζημφκ ηδ αζμθμβζηή ημοξ δνάζδ άιεζα ζημκ 

ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ, πςνίξ κα επδνεάγμοκ ηδ αζςζζιυηδηα 

ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, πναβιαημπμζήζαιε πεζνάιαηα εθέβπμο ηδξ 

ηοηηανμημλζηυηδηαξ. ηδ ζοκέπεζα, πμζμηζημπμζήζαιε ηδκ ζηακυηδηα ημοξ ζε ζπέζδ ιε 

ημκ VEGF, μ μπμίμξ δνα ςξ πανάβμκηαξ επζαίςζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ιε ηδ 

ιέεμδμ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ (Flow cytometry Assay, FACS), ιεηά απυ ζήιακζδ ιε 

ακκελίκδ ηαζ ζςδζμφπμ πνμπίδζμ. Οζ ανπέξ ηδξ δμηζιαζίαξ πενζβνάθμκηαζ ζημ ηεθ. Τιηθά 

θαη Μέζνδνη .Γζα κα δζενεοκήζμοιε ηδκ επίδναζδ ηςκ CPAbs ζηδκ επζαίςζδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, είηε πανμοζία, είηε απμοζία ημο VEGF, ελεηάζαιε ηδκ επίδναζδ 

ημοξ ζε δομ δζαθμνεηζηέξ ζοβηέκηνςζεζξ ημο ακηζζχιαημξ (100, 200ιg/ml), ιεηά απυ 

ζηένδζδ μνμφ. Απυζονζδ ημο μνμφ είκαζ βκςζηυ υηζ επάβεζ απυπηςζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ, δ μπμία είκαζ ακαζηνέρζιδ ιε ηδκ πνμζεήηδ ημο VEGF. Πνάβιαηζ, εκχ ημ 34% 

ηςκ HUVECs ήηακ απμπηςηζηά, υκηαξ οπμδζπθμεζδείξ ζε FACS ακάθοζδ, ιεηά απυ 

ζηένδζδ μνμφ (ζε 5% FCS) , δ ζοκεπχαζδ/εεναπεία ιε VEGF βζα 18 χνεξ δζαζςεεί 

ζπεδυκ ημ 62% (6% απμπηςηζηά ηφηηανα) ηςκ ηοηηάνςκ απυ απυπηςζδ. Σα 10D2 (53% 

απμοζία VEGF έκακηζ 72% πανμοζία ημο) ηαζ 5D3 (57% απμοζία VEGF εκακηζ 70% 

πανμοζία ημο) θάκδηε κα δνμοκ ζοκενβζζηζηά ιε ημ VEGF ηαζ κα αολάκμοκ ηδκ επζαίςζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ (Δηθφλα 5.4 Β), εκχ ημ 2C6 υπζ βζαηί αολάκεζ ηυζμ απυ ιυκμ ημο ημ ααζζηυ 

επίπεδμ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (61% απμοζία VEGF εκακηζ 64% πανμοζία ημο)( 

Δηθφλα 5.4 Γ). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ημ ααζζηυ επίπεδμ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ 

HUVEC απμοζία VEGF αολάκεηαζ ζδιακηζηά ηαζ ιε ηα ηνία CPAbs (Δηθφλα 5.4 Α). 

φιθςκα ιε ηα ιέπνζ ζήιενα αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα, ημ ιμκμπάηζ ημο VEGF οπεφεοκμ 

βζα ηδκ επαβςβή ηδξ επζαίςζδξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ είκαζ αοηυ ηδξ PI3K/ Akt (285). 

Δκενβμπμίδζδ ηδξ ΡΗ3Κ έπεζ ςξ απμηέθεζια ζε πμθθέξ πενζπηχζεζξ ηδκ επαβςβή ημο 

ιμκμπαηζμφ ΡΗ3Κ/Akt πμο απμηεθεί ζδιακηζηυ ακηζ-απμπηςηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Πνμηεζιέκμο κα εθέβλμοιε ακ ηα CPAbs επδνεάγμοκ ημ ιμκμπάηζ αοηυ, εθέβλαιε ηδκ 

επίδναζδ ημοξ ζηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ζε ηφηηανα 

HUVEC. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δηθφλα 5.5, ζηα ηφηηανα HUVEC, ηα 10D2 ηαζ 5D3 δνμοκ 

ζοκενβζζηζηά ιε ημ VEGF αολάκμκηαξ ζδιακηζηά ηδκ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt. Σα 

απμηεθέζιαηα πμο παναηδνδεήηακ ζοκάδμοκ ιε αοηά απυ ημκ έθεβπμ ηδξ επζαίςζδξ ηςκ 
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εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, επζαεααζχκμκηαξ ηδ ζοκενβζζηζηή δνάζδ ηςκ CPAbs ιε ημκ 

πανάβμκηα VEGF.  

        Α)                                                                 Β) 

 

 

 

 

 

 

                                Γ) 

 

 

 

 

Δηθόλα 5.4 Σα CPAbs δελ πξνθαινχλ απφπησζε ζηα θχηηαξα HUVEC. Δλδνζειηαθά θχηηαξα 

θαιιηεξγήζεθαλ ηα αληηζψκαηα παξνπζία (Β) ή απνπζία (A,B) VEGF θαη 18 h κεηά πξνζδηνξίζηεθε 

ν αξηζκφο ησλ απαληεηηθψλ θχηηαξσλ κε ρξήζε FACS αλάιπζεο. ην γξάθεκα (Γ) 

αληηπξνζσπεχεηαη ην % πνζνζηφ ηεο επηβίσζεο ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ κεηά απφ επαγσγή κε 

VEGF (-/+VEGF). Σα απνηειέζκαηα είλαη ε κέζε ηηκή ± ην ηππηθφ ζθάικα απφ ηξία ηνπιάρηζηνλ 

αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. 

 

 

Δηθόλα 5.5 Σα CPAbs επάγoπλ ηελ θσζθνξπιίσζε ηεο Akt ζε θχηηαξα HUVEC,δξψληαο 

ζπλεξγηζηηθά κε ηνλ VEGF. Κχηηαξα επσάζηεθαλ γηα 15 min κε CPAbs (10D2,5D3,2C6) mAbs 
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(H9.3,1C5) παξνπζία (+) ή απνπζία (-)VEGF. Μεηά ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ, ηελ απνκφλσζε ηνπ 

νιηθνχ εθρπιίζκαηνο πξσηετλψλ θαη, αλάιπζε θαηά Western, πξνζδηνξίζζεθε ε ελεξγνπνίεζε ηεο 

Akt κε εηδηθά πνιπθισληθά αληηζψκαηα έλαληη ηεο θσζθνξπιησκέλεο Akt. Οη νιηθέο Erk1/2 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο πξσηεΐλε κάξηπξαο. Σα απνηειέζκαηα είλαη ε κέζε ηηκή ± ην ηππηθφ ζθάικα 

απφ ηξία ηνπιάρηζηνλ αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001 
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V.   ΤΕΖΣΖΖ-ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

Ακηζζχιαηα ιε ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε γχκηα ηφηηανα (CPAbs) πμο ακεονίζημκηαζ 

ζημκ μνυ αζεεκχκ ιε ΔΛ ηαζ ζε πμκηζημφξ ιε πεζναιαηζηή κυζμ, είκαζ βκςζηά απυ ημ 

1978. Σα ακηζζχιαηα αοηά ζοζζςνεφμκηαζ ηονίςξ ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο ηαζ είκαζ 

πμθοδναζηζηά ακαβκςνίγμοκ δδθαδή εκηεθχξ δζαθμνεηζηά -απυ άπμρδ δμιήξ- ακηζβυκα 

υπςξ κμοηθεσκζηά μλέα, πνςηεΐκεξ ηαζ απηέκζα. (64, 88). Ανπζηά, ημ ενεοκδηζηυ 

εκδζαθένμκ είπε ζηναθεί ηυζμ ζημκ ιδπακζζιυ εζζυδμο ημοξ ζηα ηφηηανα (ιέζς 

εκδμηοηηάνςζδξ), υζμ ηαζ ζηδ ζοιιεημπή ημοξ ζε αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ (ηοηηανζηυξ 

πμθθαπθαζζαζιυξ, απυπηςζδ, οδνυθοζδ ημο DNA), πςνίξ υιςξ ιέπνζ ζήιενα αοηά κα 

έπμοκ απμζαθδκζζηεί. Ζ βνήβμνδ δζείζδοζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ ζημκ πονήκα μδήβδζε ζηδ 

πνήζδ πεπηζδίςκ ηςκ ιμκμηθςκζηχκ CPAbs πμο πνμένπμκηακ απυ ζοκδοαζιυ ηςκ  

οπενιεηααθδηχκ ημοξ πενζμπχκ CDR2 ηαζ CDR3, ςξ θμνέςκ πμζηίθςκ δναζηζηχκ 

αζμιμνίςκ. Όιςξ, δ in vivo πνήζδ ημοξ ειθακίγεζ ανηεηά ιεζμκεηηήιαηα, αθμφ έπμοκ 

ιζηνυ πνυκμ διζγςήξ, πανμοζζάγμοκ ζοπκά ημλζηυηδηα, ηαζ δζαπέμκηαζ ημπζηά ζημ ζδιείμ 

ηδξ πμνήβδζδξ ζημ ακενχπζκμ ζχια, ηα μπμία δεκ ζοιααίκμοκ ιε ηδ πνήζδ μθυηθδνςκ 

αοημακηζζςιάηςκ, ηα μπμία απμηεθμφκ ζοζηαηζηά ημο εαοημφ.   

Με αάζδ ηα παναπάκς,  δ πανμφζα δζαηνζαή πνμζακαημθίζηδηε ζηδκ εη κέμο 

δδιζμονβία ιμκμηθςκζηχκ CPAbs βζα ηδκ ηαηανπήκ εκδεθεπή ιεθέηδ ημοξ, ζε υηζ αθμνά 

ηδκ ααεφηενδ ηαηακυδζδ ημο ηνυπμο εζζυδμο ηαζ δνάζδξ ημοξ ιεηά ηδκ 

ηοηηανμδζείζδοζδ. Απχηενμξ ζηυπμξ ήηακ δ αλζμπμίδζή ημοξ ςξ εεναπεοηζηχκ ενβαθείςκ 

ζηδ αζμσαηνζηή. Γζα ημ θυβμ αοηυ πανήπεδζακ ηα ζοβηεηνζιέκα mAbs ζημ ενβαζηήνζμ 

Ακμζμθμβίαξ ημο Δθθδκζημφ Ηκζηζημφημο Παζηέν, απυ ιδ ακμζμπμζδιέκα πμκηίηζα 

(NZBxNZW) F1, ηα μπμία ειθακίγμοκ αοευνιδηα θφημ. 

 

1.   Aπνκφλσζε θαη ραξαθηεξηζκφο CPAbs  

‟ έκα πνχημ ζηάδζμ ηδξ δζαηνζαήξ αεθηζζημπμζήεδηακ μζ ζοκεήηεξ παναβςβήξ ηαζ 

απμιυκςζδξ ηςκ mAbs, ηα μπμία ηαηυπζκ παναηηδνίζηδηακ ςξ πνμξ ηζξ αζμπδιζηέξ ηαζ 

ακμζμθμβζηέξ ημοξ ζδζυηδηεξ. Δπζθέπεδηακ ζοκμθζηά, πέκηε οανζδχιαηα απυ πμκηίηζα ιε 

αοευνιδημ θφημ, ηνία απυ ηα μπμία εηηνίκμοκ CPAbs (δφμ IgG2a: 10D2, 2C6 ηαζ έκα 

IgG2b: 5D3Α8) ηαζ δφμ εηηνίκμοκ ιδ δζεζζδοηζηά mAbs (έκα IgG2a: Ζ9.3 ηαζ έκα IgG2b: 

1C5). Σα οανζδχιαηα αοηά έηοπακ ιεβάθδξ πνμζμπήξ ζε υηζ αθμνά ηδκ ακάπηολδ ημοξ 

πνμηεζιεκμο κα ιδκ πανεονίζημκηαζ ζημ ιεζμ ηοπυκ πνμζιίλεζξ απυ ακμζμζθαζνίκεξ 

γχμο πμο επίζδξ πενζεπεζ πμθοδναζηζηέξ ακμζμζθαζνίκεξ πμο εα ιπμνμφζακ κα 
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δζαζηνεαθχκμοκ ηδκ εζηυκα, υπςξ ηαζ ηδ ιεβαθφηενδ δοκαηή παναβςβή. Σμ ηαεέκα απυ 

ηα ηνία CPAbs (10D2, 2C6 ηαζ 5D3Α8) παναηηδνίγεηαζ απυ δζαθμνεηζηυ πνμθίθ 

δζείζδοζδξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ ακμζμπδιζηέξ ζδζυηδηεξ. Δηηυξ ημο ανκδηζημφ ιάνηονα mAb 

H9.3, υθα ηα οπυθμζπα ακηζζχιαηα ανέεδηακ κα εηθνάγμοκ έκα δζαηνζηυ πνυηοπμ 

πμθοδναζηζηυηδηαξ έκακηζ υθςκ ηςκ ακηζβυκςκ ηδξ ιεθέηδξ. Σα 10D2, 5D3A8, 2C6 ηαζ 

H9.3 ακαβκςνίγμοκ ηονίςξ ημ nDNA ηαζ ηζξ ζζηυκεξ, ζε δζαθμνεηζηυ ςζηυζμ ααειυ 

(ELISA), εκχ ημ 1C5 ακαβκςνίγεζ ηονίςξ ηδκ αηηίκδ. Βζαθζμβναθζηά, δ 

πμθοδναζηζηυηδηα απμηεθεί ααζζηή πνμτπυεεζδ ηδξ δνάζδξ ηςκ δζεζζδοηζηχκ 

αοημακηζζςιάηςκ ηαζ ιάθζζηα, υπςξ ηαζ ζηδκ πενίπηςζή ιαξ, δ ζοββέκεζα ηςκ CPAbs 

έκακηζ ηςκ ακηζβμκζηχκ επζηυπςκ πμζηίθθεζ (8, 64), (62). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεζ πςξ απυ ηδκ 

ELISA δ ζοββέκεζα ηςκ mAbs είκαζ εκδεζηηζηή ιε αάζδ ημ 50% ηδξ πνυζδεζδξ ιμκμ βζα 

κα επζαεααζχζμοιε ζίβμονα ηδκ ορδθή ζοββέκεζα ημοξ βζα ημ dsDNA  πνδζζιμπμζήζαιε 

ηδ δμηζιαζία Farr, απυ υπμο ηα 10D2 ηαζ H9.3 παναηηδνίζηδηακ απυ ορδθυηενδ 

ζοββέκεζα βζα ημ dsDNA ζε ζπέζδ ιε ηα οπυθμζπα.  

Σα δζεζζδοηζηά αοηά mAbs ειθακίγμοκ ηα ηφνζα παναηηδνζζηζηά ηςκ θοζζμθμβζηχκ 

ακηζζςιάηςκ, ακαβκςνίγμοκ δδθαδή ιυνζα δζαθμνεηζηήξ δμιήξ ηαζ ηςδζημπμζμφκηαζ απυ 

βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ (ιε θίβεξ ή ηαευθμο ιεηαθθάλεζξ), υπςξ έδεζλε ακάθοζδ ηδξ 

βμκζδζαηήξ αθθδθμοπίαξ ηςκ ιεηααθδηχκ πενζμπχκ ηςκ αανζχκ ηαζ εθαθνζχκ αθοζίδςκ, 

ζε πανάθθδθδ ιεθέηδ ημο ενβαζηδνίμο. Μάθζζηα, μζ οπενιεηααθδηέξ αημθμοείεξ CDR2 

ηαζ CDR3 ηςκ ακηζζςιάηςκ θάκδηακ κα πενζθαιαάκμοκ ορδθυ πμζμζηυ ηονμζζκχκ ηαζ 

εεηζηά θμνηζζιέκςκ αιζκμλέςκ υπςξ θοζίκεξ (K) ηαζ ανβζκίκεξ (R), ηα μπμία ιε αάζδ ηα 

ιέπνζ ζήιενα αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ 

πμθοδναζηζηχκ CPAbs (23, 65). Δκημφημζξ, ζηδκ αιζκμλζηή αθθδθμοπία δεκ εκημπίγμκηαζ 

παναηηδνζζηζηά ιμηίαα RKK πμο απμηεθμφκ ζήιαηα πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS, 

Nuclear localization Signal) (23, 64) 

 

2.   Μεραληζκφο δηείζδπζεο ησλ CPAbs  

Με ακμζμθεμνζζιυ ηαζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία, επζπεζνήεδηε μ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ 

αέθηζζηςκ ζοκεδηχκ δζείζδοζδξ ηςκ CPAbs ζε ιία ζεζνά απυ ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ. Γζαπζζηχεδηε πςξ βζα ημ ζφκμθμ ηςκ ακηζζςιάηςκ ηδξ ιεθέηδξ, δ επχαζή ημοξ ιε 

ηα ηφηηανα βζα 2 χνεξ ζημοξ 37
μ
C ηαζ ζε ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/ml, ήηακ επανηήξ βζα ηδ 

δζείζδοζή ημοξ ζημκ πονήκα. Δζδζηυηενα, ημ CPAb 10D2 πμο δζαεέηεζ ζζπονή ακηζ-DNA 

δναζηζηυηδηα, εκημπίζηδηε ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ζε ζδζαίηενα ζφκημιμ 
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πνμκζηυ δζάζηδια (3 θεπηά) απυ ηδκ  πνμζεήηδ ημο ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ. 

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ημ βεβμκυξ υηζ ηα CPAbs δζεζζδφμοκ ζε υθεξ ηζξ οπυ ελέηαζδ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, οπμδδθχκεζ πςξ αοηά δεκ παναηηδνίγμκηαζ απυ «εηθεηηζηυηδηα» ςξ 

πνμξ ημ είδμξ ημο ηοηηάνμο ζημ μπμίμ δφκακηαζ κα εζζπςνήζμοκ πμθφ πζεακά θυβς 

απμοζίαξ ελεζδζηεοιέκςκ οπμδμπέςκ πνυζδεζδξ. φιθςκα ιε ηα παναπάκς, ηα 

ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα δεκ έπαζακ ηδκ ζηακυηδηα δζείζδοζήξ ημοξ αηυιδ ηαζ πανμοζία 

ακαζημθέςκ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ ή ζε εενιμηναζία 4
μ
C, υπμο μ ιεηααμθζζιυξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ανίζηεηαζ ζε παιδθά επίπεδα. Απμηθείεζηαζ ζοκεπχξ δ φπανλδ ιδ εζδζημφ 

ιδπακζζιμφ εζζυδμο ηςκ ακηζζςιάηςκ ζημ ηφηηανμ υπςξ είκαζ δ εκδμηοηάνςζδ. 

Ακηζεέηςξ, ηα ιέπνζ ζήιενα δεδμιέκα ζηδ αζαθζμβναθία, οπμζηδνίγμοκ υηζ δ δζείζδοζδ 

επζηοβπάκεηαζ ιέζς εζδζημφ ιδπακζζιμφ πμο πνμτπμεέηεζ εκδεπμιέκςξ ζοβηεηνζιέκμοξ 

οπμδμπείξ ή ακηζβμκζημφξ ηαεμνζζηέξ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ (62, 65, 286). Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, έπεζ ακαθενεεί ηα ακηζ-dsDNA Abs κα εζζένπμκηαζ ζε ακενχπζκα ηφηηανα 

είηε ιέζς εκδμηοηηάνςζδξ, ιζαξ είηε ιέζς ιμνίςκ ηθαενίκδξ (clathrin mediated 

endocytosis, CME) είηε ιέζς ηααεμθίκδξ ηαζ θζπζδίςκ (caveolae/lipid-raft-mediated 

endocytosis) (63, 85, 89-91, 287). ε εθάπζζηεξ υιςξ ιεθέηεξ ακαθένμκηαζ CPAbs κα 

εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα πςνίξ κα απαζηείηαζ εκένβεζα, υπςξ ημ ακηζ-dsDNA 9D7, mAb21 

and 5B5, πμο πνμέηορακ απυ πμκηζημφξ MRL-lpr/lpr (62, 288). Φαίκεηαζ, επμιέκςξ, υηζ 

ζε αζεεκείξ ιε ΔΛ δφκακηαζ κα οπάνπμοκ ζηδκ ηοηθμθμνία CPAbs πμο δζεζζδφμοκ ζηα 

ηφηηανα, ιέζς εκενβεζαηά-ελανηχιεκςκ ηαζ -ακελάνηδηςκ ιδπακζζιχκ, βεβμκυξ πμο 

εκζζπφεζ ηδ δζαβκςζηζηή βζα ηδ κυζμ αλία ημοξ. Ζ εκενβεζαηά ακελάνηδηδ εζςηενίηεοζδ 

ιμνίςκ ζε γχκηα ηφηηανα είκαζ ιζα ηαθά ηεηιδνζςιέκδ δζαδζηαζία (289, 290) ηαζ 

παναηηδνίγεζ πεπηίδζα πμο δζαπενκμφκ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ (CPPs) ηαζ δμιζηέξ 

αθθδθμοπίεξ ιεηαβςβήξ πνςηεσκχκ (PTDs), ηα μπμία πανέπμοκ ηδ αάζδ βζα ηδκ ακάπηολδ 

κέςκ ιεευδςκ εζζαβςβήξ δναζηζηχκ ιμνίςκ ζηα ηφηηανα (291-296). Ο ιεβαθφηενμξ 

υβημξ ιεθεηχκ αθμνά ςξ ηχνα δζεζζδοηζηά πεπηίδζα, ηα μπμία πνμένπμκηαζ, είηε απυ ηζξ 

CDR2/CDR3 πενζμπέξ ηςκ αανέςκ αθοζίδςκ δζεζζδοηζηχκ ακηζζςιάηςκ, είηε απυ 

ηιήιαηα άθθςκ πνςηεσκχκ υπςξ δ Tat ημο ζμφ HIV (297), δ VP-22 ημο HSV (298) ή απθά 

πμθοπεπηίδζα ανβζκίκδξ (289). 

Οζ δζαθμνέξ ζηδ δμιή ιεηαλφ ηςκ δζαθμνεηζηχκ CPAbs θαίκεηαζ κα ηαεμνίγμοκ ηδ 

δζεζζδοηζηή ημοξ ζοιπενζθμνά ζηα ακενχπζκα ηφηηανα ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ημκ παεμθμβζηυ 

ημοξ νυθμ (288). ηδκ εκδμηοηηάνςζδ ιέζς ηθαενίκδξ, ηα ηοζηίδζα ςνζιάγμοκ ιέζα απυ 

ιζα ζεζνά βεβμκυηςκ, είκαζ ιζα δζαδζηαζία πμο απαζηεί εκένβεζα, ηαεχξ πνμτπμεέηεζ ηδ 

δνάζδ ζοιπθυηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηοηηανμζηεθεηζηέξ ακαδζαηάλεζξ βζα ημ ζπδιαηζζιυ 
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ημζθυηδηαξ, ηδκ εβηυθπςζδ ηαζ ηδκ απυζπζζδ ηςκ ηοζηζδίςκ πμο ιεηαθένμοκ ηα ιυνζα 

εκηυξ ημο ηοηηάνμο (299). Ονζζιέκα CPAbs πζεακυκ κα ιδκ δζαεέημοκ ηδκ ηαηάθθδθδ 

δμιή χζηε κα οθμπμζμφκ αοηέξ ηζξ ιειανακζηέξ ακαηαηαηάλεζξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα κα 

απαζημφκ εκενβεζαηά-ελανηχιεκδ εκδμηφηηςζδ βζα κα εζζένπμκηαζ ζηα ακενχπζκα 

ηφηηανα. Άθθα CPAbs, υπςξ ηα 5D3, 2C6, ηαζ 10D2, είκαζ ζηακά κα ζπδιαηίγμοκ 

ημζθυηδηεξ ζηδ ιειανάκδ, πςνίξ κα απαζηείηαζ εκένβεζα, υπςξ ηα CPPs ηαζ PTDs (290), 

πζεακχξ επεζδή ιμζνάγμκηαζ πενζμπέξ ιε πανυιμζα θεζημονβία. Πνάβιαηζ, έπεζ πνμηαεεί υηζ 

ζηδ "θοζζηή εκδμηφηηςζδ" ιπμνεί κα ζπδιαηίγμκηαζ ημζθυηδηεξ ζηδ ιειανάκδ επείδδ ηα 

θςζθμθζπίδζα ακαβηάγμκηαζ κα ζοιποηκχεμοκ υηακ ηα ηαηάθμζπα ανβζκίκδξ ζοκδέμκηαζ 

ιε ηζξ θςζθμθζπζδζηέξ ηεθαθέξ επί ηδξ ελςηενζηήξ πηοπήξ ηςκ ηοζηζδίςκ (300). Δίκαζ 

εκδζαθένμκ υηζ ημ ακηζ-dsDNA Ab 9D7, είκαζ απυ ηα εθάπζζηα CPAbs πμο ακαθένεδηακ 

κα δζεζζδφμοκ ιε εκένβεζαηα-ακελάνηδημ ηνυπμ, απμδίδμκηαξ ζδιακηζηυ ιένμξ ηδξ 

δζεζζδοηζηήξ ημο ζηακυηδηαξ ζε ιεηάθθαλδ ηαηαθμίπςκ ανβζκίκδξ ζηζξ CDR2 ηαζ CDR3 

πενζμπέξ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ (288). 

 

3.   Ο ξφινο ησλ ππξεληθψλ κνξίσλ ζηε δηεηζδπηηθή ηθαλφηεηα ησλ CPAbs 

Σα ιμκμηθςκζηά CPAbs πμο απμιμκχκμκηαζ ζε οπενηείιεκα οανζδχιαημξ ειθακίγμοκ 

ζοπκά έκα δζαθμνεηζηυ πνμθίθ δζείζδοζδξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηαεανζζιέκα CPAbs. Ζ 

δζαθμνά αοηή εα ιπμνμφζε κα μθείθεηαζ ζηδκ απμοζία ηοηηανζηχκ ζοζηαηζηχκ, πζεακά 

απαναίηδηςκ βζα ηδ δζείζδοζδ, ηα μπμία ανίζημκηαζ ζημ οπενηείιεκμ ηδξ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ. Κοηηανζηά ζοζηαηζηά, υπςξ πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανζημφ ζηεθεημφ ή 

ζοζηαηζηά ημο πονήκα (π.π. DNA ηαζ ζζηυκεξ) πμο οπάνπμοκ ζημ οπενηείιεκμ 

ηαθθζένβεζαξ ςξ πνμσυκηα απυπηςζδξ ή κέηνςζδξ ηςκ οανζδςιάηςκ, εκδέπεηαζ κα 

οπμαμδεμφκ αοηή ηδ δζαδζηαζία ζοκδεδειέκα ιε ημ ακηίζςια. Μία παναηηδνζζηζηή 

πενίπηςζδ έπεζ ακαθενεεί απυ ημκ L. Jacob ηαζ ζοκενβάηεξ, υπμο παναηδνήεδηε πςξ δ 

ζηακυηδηα πνυζδεζδξ εκυξ ακηζ-DNA ακηζζχιαημξ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ 

επζηοβπάκεηαζ ιυκμ υηακ εηείκμ είκαζ ζοκδεδειέκμ ιε κμοηθεμζχιαηα ηαζ υπζ ζε ηαεανή 

ιμνθή (79). Δπίζδξ, μ K. Kramers ηαζ ζοκενβάηεξ ημ 1996 πενζέβναρακ ηνία ιμκμηθςκζηά 

ακηζζχιαηα πμο απμιμκχεδηακ απυ πμκηίηζα ιε ζφκδνμιμ θφημο ηαζ ακαβκχνζγακ 

ζζπονά ηα κμοηθεμζχιαηα ηαζ πμθφ θζβυηενμ ηα ζοζηαηζηά ημοξ ιυνζα ιειμκςιέκα (DNA 

ηαζ ζζηυκεξ). Ζ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ αοηχκ ζε ηφηηανα ελανηζχηακ 

απμηθεζζηζηά απυ ηδκ πανμοζία ηςκ κμοηθεμζςιάηςκ, δ δε εζζπχνδζή ημοξ βζκυηακ 

ιέζς ηοζηζδίςκ (301). 
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ε ζοιθςκία ιε ηα αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα, ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ παναηδνήεδηακ ζηδ 

δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ mAbs 5D3 ηαζ 2C6 υηακ αοηά ελεηάγμκηακ ζηα οπενηείιεκα 

ηςκ ηαθθζενβεζχκ ηςκ οανζδςιάηςκ ή ιεηά ηδκ απμιυκςζή ημοξ ιε αζμπδιζηέξ ή 

ακμζμεκγοιζηέξ ιεευδμοξ. Γεδμιέκμο υηζ ηα κμοηθεμζχιαηα ηαζ ηα ζοζηαηζηά ημοξ 

(DNA ηαζ ζζηυκεξ), ανίζημκηαζ ζε αθεμκία ζηδκ ηοηθμθμνία ζημκ ΔΛ, ιεθεηήεδηε 

ηαηυπζκ δ επίδναζδ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ παναβυκηςκ ζηδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ 

ιμκμηθςκζηχκ CPAbs. Πανμοζία ηςκ DHC, nDNA ή ζζημκχκ, ηα ηνία CPAbs ειθάκζζακ 

αολδιέκδ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηαζ ζδζαίηενα ημ 5D3, πμο ειθακίγεζ παιδθυηενδ 

ζοββέκεζα βζα ημ nDNA ηαζ ηζξ ζζηυκεξ, Θα οπμζηδνίγαιε ζοκεπχξ, υηζ ηα ζοβηεηνζιέκα 

ιυνζα αμδεμφκ ηδ δζείζδοζδ ηςκ CPAbs ηαζ εζδζηυηενα εηείκςκ ιε παιδθή δναζηζηυηδηα 

έκακηζ ηςκ πονδκζηχκ ζηυπςκ. Μεηαλφ αοηχκ ηςκ ζοζηαηζηχκ, ημ DHC πνμηάθεζε ηδκ 

ορδθυηενδ αφλδζδ ηδξ δζεζζδοηζηήξ ζηακυηδηαξ ηαζ ηςκ ηνζχκ απμιμκςιέκςκ CPAbs. 

Αοηυ, ίζςξ, κα μθείθεηαζ ζηδκ πανμοζία ηυζμ ανκδηζηχκ (DNA), υζμ ηαζ εεηζηχκ 

(ζζηυκεξ) θμνηίςκ ζημ DHC, ηα μπμία εκζζπφμοκ πζεακά ηδκ πνυζδεζδ ηςκ CPAbs ζηζξ 

ηοηηανζηέξ ιειανάκεξ εοκμχκηαξ ηαηυπζκ ηαζ ηδ δζείζδοζή ημοξ ζηα ηφηηανα (302-304). 

Σα παναπάκς εονήιαηα ζοκάδμοκ ιε ηα ακηίζημζπα ιζαξ πνμδβμφιεκδξ ακελάνηδηδξ 

ιεθέηδξ ζηδκ μπμία παναηδνήεδηε υηζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA εκίζποζε ηδ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα ηςκ CPAbs (305). 

Ακ ηαζ ηα απμιμκςιέκα 5D3 ηαζ 2C6 ειθακίγμοκ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ζδιακηζηά 

παιδθυηενδ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ακηίζημζπδ ηςκ οπενηεζιέκςκ ημοξ, αοηή αολάκεηαζ 

πανμοζία DHC. διεζχκεηαζ ςζηυζμ πςξ δ ζοκεπχαζδ ιε ημ DHC δεκ δφκαηαζ κα 

επακαθένεζ πθήνςξ ηδκ εζηυκα δζείζδοζδξ ημο οπενηεζιέκμο ηςκ CPAbs ηαεχξ ηαζ άθθα 

ιυνζα πένακ ηςκ κμοηθεμζςιάηςκ πμο ειπενζέπμκηαζ ζηα οπενηείιεκα, υπςξ δ HMGB1, 

ηα ελςζχιαηα η.α., εκδέπεηαζ κα έπμοκ ακάθμβμ αμδεδηζηυ νυθμ (306, 307). Μυκμ ημ 

10D2 θαίκεηαζ κα δζαηδνεί ηδκ ορδθή δζεζζδοηζηή ζηακυηδηά ημο αηυιδ ηαζ ιεηά ηδκ 

απμιυκςζή ημο, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ αοηά ηα ζοζηαηζηά πμο πενζέπμκηαζ ζηα 

οπενηείιεκα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ακηζπνμζςπεφμοκ ηνμπμπμζδηζηά ιυνζα ηδξ δζείζδοζδξ, 

ζδζαίηενα ακηζζςιάηςκ ιε παιδθή δναζηζηυηδηα έκακηζ ηςκ πονδκζηχκ ακηζβυκςκ-

ζηυπςκ.  

Ακαθμνζηά ιε ημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ CPAbs, δζαπζζηχεδηε πςξ δ πανμοζία 

ηςκ πονδκζηχκ ζοζηαηζηχκ ζημ οπενηείιεκμ ιεηααάθθεζ ημκ εκημπζζιυ ημο 2C6 απυ 

πενζπονδκζηυ ζε απμηθεζζηζηά πονδκζηυ. Οιμίςξ, μ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ ηαζ πονδκζηυξ 

εκημπζζιυξ ημο 5D3 ιεηαηνέπεηαζ ζε έκακ έκημκα πονδκζηυ. Ακηίεεηα, μ απμηθεζζηζηά 

πονδκζηυξ εκημπζζιυξ ημο 10D2 πανέιεζκε αιεηάαθδημξ πανμοζία ηςκ πονδκζηχκ 
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ιμνίςκ. Με ηδ πνήζδ ζδιαζιέκςκ DNA ηαζ ζζημκχκ (πεζνάιαηα ζοκεκημπζζιμφ) θάκδηε 

υηζ ηα ακμζμζφιπθμηα πμο ζπδιαηίγμκηαζ ιεηαλφ CPAbs ηαζ πονδκζηχκ ζοζηαηζηχκ 

δζαπενκμφκ ςξ έπμοκ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ ηαηαθήβμοκ ζημκ πονήκα. Αοηά ηα 

εονήιαηα οπμδεζηκφμοκ υηζ ηα CPAbs ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα πονδκζηά ζοζηαηζηά ιπμνεί κα 

εζζέθεμοκ ζηα ηφηηανα ςξ ζοιπθέβιαηα ηαζ υηζ δ πανμοζία ημο DNA ηαζ ηςκ ζζηυκςκ εα 

ιπμνμφζε κα ελδβήζεζ ηζξ αθθαβέξ ζημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ δφμ απυ ηα ηνία 

CPAbs. Σμ 10D2 ζε ζφβηνζζδ ιε ηα άθθα δφμ CPAbs, παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ ορδθυηενδ 

ζοββέκεζα βζα ημ nDNA, υπςξ θαίκεηαζ απυ ηζξ δμηζιαζίεξ ELISA ηαζ FARR (ακαβκχνζζδ 

dsDNA). Αλίγεζ κα ακαθενεεί υηζ απυ ηα απμηεθέζιαηα είκαζ ειθακέξ υηζ ηα ιυνζα αοηά 

(nDNA, ζζηυκεξ, ή DHC), δεκ εκενβμφκ ςξ θμνείξ βζα ηδ ιεηαηίκδζδ ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ 

εκηυξ ηςκ ηοηηάνςκ, δεδμιέκμο υηζ ηα ιμκμηθςκζηά-ιάνηονεξ (ιδ-δζεζζδοηζηά 

ακηζζχιαηα, έκα εη ηςκ μπμίςκ ιε ζζπονή δναζηζηυηδηα έκακηζ DNA ηαζ ζζημκχκ) δεκ 

εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα πανμοζία αοηχκ ηςκ ζοζηαηζηχκ.  

Ζ εκενβεζαηά-ακελάνηδηδ δζείζδοζδ ηςκ CPAbs, δεκ απμηθείεζ ηδ ζοκενβζζηζηή 

ιεηαθμνά ημοξ εκηυξ ηςκ ηοηηάνςκ ιέζς ζοιπθυηςκ ιε πονδκζηά ζοζηαηζηά. Δζδζηυηενα, 

μζ ζζηυκεξ υπζ ιυκμ εζζένπμκηαζ ζηα ηφηηανα απυ ακεζηναιιέκα ιζηφθθζα, ηαηά 

ακελάνηδημ εκενβεζαηά ηνυπμ (308, 309), αθθά επζπθέμκ δζαεέημοκ ηαζ ζήια πονδκζημφ 

εκημπζζιμφ (NLS) (309) βεβμκυξ πμο δζηαζμθμβεί ηδκ αολδιέκδ πονδκζηή ιεηαθμνά ηςκ 

CPAbs πανμοζία ηςκ ζζημκχκ ηαζ DHC. ηδκ πενίπηςζδ πάθζ ημο DNA, ιυκμ ηαηζμκζηά 

θζπίδζα ηαζ ηαηζμκζηά πμθοιενή πμο δδιζμφνβμοκ ζοιπθέβιαηα ιε αοηυ έπμκ δεζπεεί κα 

εοκμμφκ ηδ ιεηαθμνά ημο ζημκ πονήκα (310). Δπζπθέμκ, μ αδεκμσυξ ηφπμο 2 ηαζ ηφπμο 5 

εζζένπεηαζ ζημκ πονήκα ιέζς ιζηνμζςθδκίζηςκ (311), εκχ μ ζυξ ημο πζεήημο SV40 

ιεηαθένεηαζ ζημκ πονήκα ιέζς ημο εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο (ER) (312). οκεπχξ, ηα 

CPAbs δζαπενκμφκ ηδκ πθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ ηαηαθήβμοκ ζημκ πονήκα ιε ηδ αμήεεζα 

ιζαξ πενζμπήξ NLS ζοκδεδειέκδξ ιε ημ πονδκζηυ ιυνζμ ή ιέζς ιδπακζζιχκ πμο 

πνδζζιμπμζμφκ μζ ζμί. Δκαθθαηηζηά, δμιέξ υπςξ μζ αθθδθμοπίεξ ιεηαβςβήξ πνςηεσκχκ 

(PTDs) ή απθά πμθοπεπηίδζα ανβζκίκδξ, εκδέπεηαζ κα ζοκεζζθένμοκ πνμξ ηδκ ίδζα 

ηαηεφεοκζδ. 

Ακαηεθαθαζχκμκηαξ, ηα απμηεθέζιαηα οπμδεζηκφμοκ υηζ δ in vitro, ηαζ πζεακυηαηα δ in 

vivo, δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ CPAbs θαίκεηαζ κα ελανηάηαζ απυ ημ πενζαάθθμκ ημοξ ηαζ 

κα απαζηεί ιζα ζοβηεηνζιέκδ ακαβκχνζζδ ηαζ ακμζμθμβζηή αθθδθεπίδναζδ ιε πονδκζηά ή 

άθθα ηοηηανζηά ζοζηαηζηά. Σα εονήιαηα αοηά ίζςξ αζηζμθμβμφκ παεμβεκεηζημφξ 

ιδπακζζιμφξ, υπςξ εηείκμκ ημο ΔΛ. Αολδιέκα επίπεδα κμοηθεμζςιάηςκ πμο 

πνμηφπημοκ απυ έκημκδ απυπηςζδ ζημκ ΔΛ ιπμνεί κα αολήζμοκ ηδκ πονδκζηή 
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δζείζδοζδ ηςκ CPAbs μδδβχκηαξ ζε ηνμπμπμίδζδ πμζηίθςκ ηοηηανζηχκ δζαδζηαζζχκ, 

υπςξ δ θεζημονβία ηςκ ιεζαββεζαηχκ ηοηηάνςκ (313), δ πμθοηθςκζηή εκενβμπμίδζδ Β-

ηοηηάνςκ (314), δ έηηνζζδ ζκηενθεοηίκδξ-6 απυ ζπθδκμηφηηανα (315), δ θφζδ ιέζς 

θοζζηχκ θμκζηχκ ηοηηάνςκ (316) ηαζ δ απμιάηνοκζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ απυ 

ιαηνμθάβα (317). 

διεζχκεηαζ, πςξ βζα πνχηδ θμνά, ηαηαδεζηκφεηαζ δ εκίζποζδ ηδξ δζεζζδοηζηήξ 

ζηακυηδηαξ ηςκ CPAbs πανμοζία ηςκ πονδκζηχκ ακηζβυκςκ. Σα ηνία δζαθμνεηζηά 

ιμκμηθςκζηά CPAbs πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, παναηηδνίγμκηαζ απυ δζαθμνεηζηή 

ακμζμδναζηζηυηδηα πμο ζπεηίγεηαζ επίζδξ ιε ηδκ λεπςνζζηή δζεζζδοηζηή ζηακυηδηά ημοξ 

απμοζία ή πανμοζία ηςκ πονδκζηχκ ζοζηαηζηχκ. Ο ιδπακζζιυξ δζείζδοζδξ ηςκ CPAbs 

θάκδηε εδχ πςξ δεκ απαζηεί εκένβεζα ηαζ είκαζ ακελάνηδημξ ηδξ εκδμηοηηάνςζδξ, εκχ 

ορδθυηενδ εκίζποζδ παναηδνήεδηε ιε ηδκ πανμοζία ημο DHC. Σα εονήιαηα 

οπμβναιιίγμοκ ηδ ζδιαζία ημο ελςηοηηάνζμο πενζαάθθμκημξ ζηδ ηοηηανζηή δζείζδοζδ 

ηςκ CPAbs ηαζ ιπμνεί κα αμδεήζμοκ ζημ ιέθθμκ ζηδκ ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ημο 

παεμθμβζημφ ιδπακζζιμφ ζημκ ΔΛ. 

 

4.   Bηνινγηθφο ξφινο ησλ CPAbs (I): Δπαγσγή Απφπησζεο  

Σζξ δφμ ηεθεοηαίεξ δεηαεηίεξ μθμέκα ηαζ αολάκεηαζ ημ εκδζαθένμκ βζα ηδ ιεθέηδ θοζζηχκ 

ακηζζςιάηςκ ιε εκγοιζηέξ δνάζεζξ (πνςηεάζδ ή DΝΑse / RNAse) έκακηζ δζαθυνςκ 

ακηζβυκςκ. Σα ηαηαθοηζηά ακηζζχιαηα (βκςζηά ηαζ ςξ abzymes) έπμοκ πενζβναθεί ζε 

οβζή άημια, ηαεχξ ηαζ ζε αζεεκείξ ιε αοημάκμζα κμζήιαηα, ηονίςξ ζημκ ΔΛ (318). 

Καηαθοηζηέξ δνάζεζξ έπμοκ επίζδξ ακζπκεοεεί ζε επίπεδμ μνμφ ζε πμκηίηζα επζννεπή ζε 

θφημ, ηαζ απμδμεεί ζε ακηζ-DΝΑ αοημακηζζχιαηα (149). Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, είκαζ 

βκςζηυ, απυ in vitro ηαζ in vivo ιεθέηεξ, υηζ ακηζ-DΝΑ CPAbs πανειααίκμοκ ζε 

ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηαζ δ απυπηςζδ (24, 99). Ζηακ θμζπυκ 

έκα απυ ηα ενςηήιαηα πμο εεζαιε ζε αοηή ηδ δζαηνζαή ακ ηα ακηζ-DΝΑ CPAbs 

οδνμθφμοκ ημ DNA ηαζ ακ ηαη‟επέηηαζδ επάβμοκ απυπηςζδ.  

Έκα απυ ηα ζδιακηζηυηενα εονήιαηα ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ ήηακ πςξ ηα CPAbs 

δζεζζδφμοκ ζε γχκηα ηφηηανα, ιέζς εκενβεζαηά ακελάνηδηςκ ιδπακζζιχκ ηαζ οδνμθφμοκ 

ηυζμ ημ πθαζιζδζαηυ υζμ ηαζ ημ βεκςιζηυ DNA ζε παιδθυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ ηαζ ζε 

ιζηνυηενμοξ πνυκμοξ ζοβηνζηζηά ιε ηα ακηζζχιαηα πμο ακαθένμκηαζ ζηδ αζαθζμβναθία 

(70, 150, 151, 319). οβηεηνζιέκα, βζα πνχηδ θμνά, ακαθένεηαζ CPAb (10D2) πμο 

ειθακίγεζ δνάζδ DΝΑse Η ιεηά απυ επχαζδ ιζζήξ χναξ αηυια ηαζ ζηδ πζμ παιδθή 
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ζοβηέκηνςζδ (10 ιg/ml). Πανάθθδθα, ηα άθθα δομ CPAbs (2C6 ηαζ 5D3) έδεζλακ κα 

αθθάγμοκ ηδκ οπενεθίηςιεκδ ιμνθή ημο πθαζιζδίμο ζε βναιιζηή ζηζξ παιδθέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ιεηά απυ 4 χνεξ επχαζδξ, εκχ ζηδ ιζζή χνα ιεζχεδηε ζδιακηζηά δ 

πμζυηδηα ημο βεκςιζημφ DNA ζε υθεξ ηζξ ζοβηεκηνχζεζξ πμο εθέβπεδηακ. Σμ ηαεέκα 

πανμοζίαζε λεπςνζζηυ πνμθίθ οδνυθοζδξ ημ μπμίμ ήηακ ακελάνηδημ ηδξ πανμοζίαξ 

ζμκηςκ Mg
2+

. Δπζπθέμκ δ οδνμθοηζηή ημοξ ζηακυηδηα πανέιεζκε αιεηάαθδηδ πανμοζία 

ακαζημθέςκ DNase (EDTA ηαζ EGTA), οπμζηδνίγμκηαξ έηζζ υηζ δ οδνμθοηζηή ημοξ 

ζηακυηδηα δεκ είκαζ απμηέθεζια εκδεπυιεκδξ πνυζιζλήξ ημοξ ιε DNase, αθθά είκαζ 

εββεκήξ ζδζυηδηα ημο ηάεε ακηζζχιαημξ. Ζ ηαοημπμίδζδ ηςκ εζδζηχκ αθθδθμοπζχκ 

δέζιεοζδξ ηςκ ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ ζημ DNA ηαζ οδνυθοζδξ αοημφ, είκαζ 

ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ εέια ηαζ εα πνέπεζ κα απμηεθέζεζ ακηζηείιεκμ πεναζηένς ιεθέηδξ.   

Καεχξ ηα CPAbs δζεζζδφμοκ ζηα ηφηηανα ηαζ οδνμθφμοκ ημ DΝΑ, ημ εκδζαθένμκ 

εζηζάζηδηε ζηδκ πζεακή ειπθμηή ημοξ ζε ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ δ απυπηςζδ ηαζ μ 

πμθθαπθαζζαζιυξ. Παναηδνήεδηε υηζ ηαζ ηα ηνία CPAbs επάβμοκ απυπηςζδ ζε 

ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηοηηάνςκ HeLa ηαζ ζε δζαθμνεηζηή έηηαζδ ιεηαλφ ημοξ. Δζδζηυηενα, 

ηα πμζμζηά απυπηςζδξ βζα ηα 2C6, 5D3 ηαζ 10D2 ήηακ 27%, 22% ηαζ 16% ακηίζημζπα, 

έπεζηα απυ 48 χνεξ επχαζδξ ιε ηα ηφηηανα. Σα δζαθμνεηζηά αοηά πμζμζηά απυπηςζδξ 

αθθά ηαζ δ παναηδνμφιεκδ πνμκζηή εηενμβέκεζα ζηδ δνάζδ ηςκ CPAbs, εα ιπμνμφζακ κα 

δζηαζμθμβδεμφκ απυ ημ βεβμκυξ μηζ ηα CPAbs ακαβκςνίγμοκ δζαθμνεηζηά ακηζβυκα ηαζ ιε 

δζαθμνεηζηή ζοββέκεζα, πονμδμηχκηαξ ηαη‟ επέηηαζδ ηαζ δζαθμνεηζημφξ ιδπακζζιμφξ 

απυπηςζδξ (277, 320-322), (96, 139, 277). Γεδμιέκμο αηυιδ πςξ δ έκανλδ ηδξ 

απμπηςηζηήξ δζαδζηαζίαξ ελανηάηαζ ηαζ απυ ηδ θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ζηδκ μπμία 

ανίζηεηαζ ημ ηφηηανμ (Kozyr ηαζ ζοκ.) (277), ιία αηυιδ ενιδκεία ηδξ παναηδνμφιεκδξ 

εηενμβέκεζαξ ζηδ δνάζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ, εα ιπμνμφζε κα ααζίγεηαζ ζημ βεβμκυξ πςξ μζ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηδξ ιεθέηδξ δεκ ήηακ ζοβπνμκζζιέκεξ. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, 

βκςνίγμκηαξ πςξ δ ακαδζαιυνθςζδ ηδξ αηηίκδξ ζπεηίγεηαζ ηαζ ιε ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

απυπηςζδξ, ελεηάζηδηε ζε πνμηαηανηηζηά πεζνάιαηα δ πζεακή επίδναζδ ηςκ CPAbs ζηδ 

δοκαµζηή ζζμννμπία ημο πθέβιαημξ ηδξ αηηίκδξ, δ μπμία ηαζ επζαεααζχεδηε ζε ηανηζκζηά 

ηφηηανα Swiss-3T3 ηαζ DU-145. Πνάβιαηζ, ημ  2C6 πνμηαθεί ήπζμ απμπμθοιενζζιυ ηαζ 

ημ 10D2 πενζμνζζιέκμο ααειμφ ακαδζμνβάκςζδ ημο πθέβιαημξ ηδξ αηηίκδξ. 

Σέθμξ, ιε δμηζιαζία MTS ηαζ ιε εκζςιάηςζδ BrdU, δείπεδηε πςξ ηα CPAbs δεκ 

επδνεάγμοκ ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa, εκχ δεκ 

παναηδνήεδηακ κεηνςηζηά θαζκυιεκα ηαηυπζκ πνχζδξ ιε Trypan Blue, αηυιδ ηαζ ζε 

ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ CPAbs. Σμ βεβμκυξ υηζ ηα CPAbs δεκ επδνεάγμοκ ημκ 
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ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ αθθά πνμηαθμφκ πνχζιδ απυπηςζδ, υπςξ δείπεδηε ιε 

ηοηηανμιεηνία νμήξ,  μθείθεηαζ εκδεπμιέκςξ ζηδκ έηθναζδ πνμ-απμπηςηζηχκ πνςηεσκχκ 

ανηεηά κςνίξ ηαηά ηδκ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα δζεζζδοηζηά ακηζ-dsDNA ακηζζχιαηα.  

Ζ δζαθεφηακζδ ηςκ ιδπακζζιχκ ιε ημοξ μπμίμοξ ηα δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα εζζένπμκηαζ 

ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ επάβμοκ ηδκ απυπηςζδ ηαζ εκ ζοκεπεία οδνμθφμοκ ημ 

DNA εα ιπμνμφζε κα ζοκεζζθένεζ ζηδκ απμζαθήκζζδ ημο θοζζμθμβζημφ ηαζ 

παεμβεκεηζημφ ημοξ νυθμο. Γφμ ημοθάπζζημκ ιδπακζζιμί δνάζδξ ηςκ DNA-catAbs έπμοκ 

πενζβναθεί in vitro (Δζη. 19). O πνχημξ ιδπακζζιυξ πμο εκδεπμιέκςξ ανίζηεζ εθανιμβή 

ηαζ ζηα ακηζζχιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, ααζίγεηαζ ζηδκ ακελάνηδηδ απυ άθθα ιυνζα 

είζμδυ ημοξ ιέζα ζηα ηφηηανα ηαζ ηδκ επαβςβή ημο πνμβναιιαηζζιέκμο ηοηηανζημφ 

εακάημο, θυβς ηαηαηενιαηζζιμφ ημο DNA. Ζ παναπάκς οπυεεζδ οπμζηδνίγεηαζ απυ 

μνζζιέκα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα ηα μπμία θένμοκ αθθδθμοπίεξ πμο πνμζμιμζάγμοκ ζηδ 

δμιή ζδιάηςκ πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS) (109). Ο δεφηενμξ ιδπακζζιυξ ααζίγεηαζ ηδκ 

αθθδθεπίδναζδ ημο catAb ιε οπμδμπείξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, μζ μπμίμζ 

εκενβμπμζμφκ ηδκ απυπηςζδ, πςνίξ αέααζα κα απμηθέζεηαζ ηαζ ιεηέπεζηα εκδμηοηηανζηή 

δζείζδοζδ ημο DNA-catAb (151, 277, 323).  

 

Δηθ.5.4 ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ κεραληζκψλ επαγσγήο θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ νθεηιφκελνπ ζηελ 

παξνπζία ησλ DNA-catAbs. ηελ πξψηε πεξίπησζε, ην αληίζσκα εηζέξρεηαη απ’επζείαο ζην θχηηαξν 

πξνθαιψληαο θπηηαξηθφ ζάλαην, ελψ ζηε δεχηεξε ην θαηλφκελν επάγεηαη απφ ηελ αιιειεπίδξαζε ηνπ 

αληηζψκαηνο κε ηνλ θαηάιιειν ππνδνρέα (42). 
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5.   Bηνινγηθφο ξφινο ησλ CPAbs (IΗ): Αλαζηνιή Αγγεηνγέλεζεο 

Λαιαάκμκηαξ οπ‟υρζκ ηα παναπάκς, ζηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ, δζενεοκήεδηε 

δ δνάζδ ηςκ CPAbs ζε ζοβηεηνζιέκεξ αββεζμβεκεηζηέξ απμηνίζεζξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ. Βνέεδηε υηζ ηαζ ηα ηνία CPAbs ακέζηεζθακ ζδιακηζηά ηυζμ ημκ ααζζηυ 

(μνμελανηχιεκμ), υζμ ηαζ ημκ επαβυιεκμ απυ ημκ VEGF πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, ιε ημ 10D2 κα πανμοζζάγεζ ηδ ιεβαθφηενδ ζηακυηδηα ακαζημθήξ 

ζε ζπέζδ ιε ηα 5D3 ηαζ 2C6 . Κάηζ ακηίζημζπμ έπεζ παναηδνδεεί αζαθζμβναθζηά ηυζμ ιε 

ηδκ ελςβεκχξ πμνδβμφιεκδ αηηζαίκδ A, υζμ ηαζ ιε ημοξ αδεκμσμφξ, μζ μπμίμζ ελέθναγακ 

ηδκ αηηζαίκδ A ή ημκ οπμδμπέα ηδξ. Πνάβιαηζ, δ αηηζαίκδ A, επάβεζ ηδκ έηθναζδ ηςκ 

ακαζημθέςκ ηςκ ηοηθζκμελανηχιεκςκ ηζκαζχκ p15, p21 ηαζ p27 ακαζηέθθμκηαξ ηδκ 

είζμδμ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ζηδ θάζδ S (324, 325). Πανάθθδθα, δ αηηζαίκδ A, 

αθθά ηαζ μ ιυκζια εκενβυξ οπμδμπέαξ ηδξ, ιείςζακ δναζηζηά ηδκ έηθναζδ ημο οπμδμπέα 

VEGFR-2 ακαζηέθθμκηαξ ηδκ δναζηζηυηδηα ημο VEGF ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ ERK1/2 

MAPK ηζκαζχκ. Πανυιμζα ακηζπμθθαπθαζζαζηζηή δνάζδ έπεζ δεζπεεί ηαζ βζα ημκ TGF-α 

(326).  

Με αάζδ ηα ιέπνζ ζήιενα δεδμιέκα, έπεζ ακαθενεεί υηζ δ επχαζδ ιε ακηζ-nDNA 

ακηζζχιαηα ζε εκενβμπμζδιέκα ηφηηανα ειπμδίγεζ ηδ ζφκεεζδ ημο DNA [95], θαζκυιεκμ 

πμο παναηδνείηαζ ηαζ ιε δζεζζδοηζηά ακηζ-DNA ακηζζχιαηα, απυ αζεεκείξ ιε ΔΛ. Σα 

ηεθεοηαία, ειπυδζζακ ηδκ πνυμδμ ημο ηφηθμο ζηδκ θάζδ G1, ζε ακηίεεζδ ιε ηα 

δζεζζδοηζηά ακηζ-RNP ακηζζχιαηα, απυ αζεεκείξ ιε ΜΝΗ, ηα μπμία ημκ δζαηυπημοκ ζηδ 

θάζδ G0 (71, 88). ε ηάεε πενίπηςζδ, δ απμννφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο  μδδβεί ζε 

απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ (69, 96). Ακηίεεηα, ημ δζεζζδοηζηυ ακηζ-DNA ακηίζςια F4-

1,πνμενπμιεκμ απυ NZB/NZW πμκηίηζα, θάκδηε κα ακαζηέθθεζ ημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ζηδ 

θάζδ S, πςνίξ κα πνμηαθεί απμπηςζδ [95]. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί πςξ ηα επίπεδα έηθναζδξ 

ηδξ μβημηαηαζηαθηζηήξ πνςηεΐκδξ p53 εεςνμφκηαζ ζδζαίηενα ζδιακηζηά ςξ πνμξ ηδκ 

πμνεία ημο ηοηηάνμο πνμξ απυπηςζδ ή πνμξ ακαζημθή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. ε 

παιδθά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ p53 πνμηαθείηαζ ιυκμ ακαζημθή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, 

εκχ ζε ορδθά επίπεδα έηθναζδξ επάβεηαζ απυπηςζδ, δζαδζηαζία ζηδκ μπμία ζοιιεηέπεζ –

εκ ιένεζ ημοθάπζζημκ- ηαζ δ πνςηεΐκδ Bax  (107).  

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, είκαζ βκςζηυ υηζ μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ νοειίγεηαζ ιέζς ηδξ αοημηνζκμφξ παναβςβήξ ηςκ αολδηζηχκ παναβυκηςκ ηαζ 

ηδκ έηθναζδ ηςκ ακηίζημζπςκ οπμδμπέςκ. Μάθζζηα έπεζ ακαθενεεί απυ ημοξ Yung, ηαζ 

ζοκενβάηεξ (327) υηζ δ δέζιεοζδ ακηζ-DNA ακηζζςιάηςκ, απυ αζεεκείξ ιε θφημ, ζε 
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κεθνζηά εββφξ ζςθδκμεζδή επζεδθζαηά ηφηηανα μδήβδζε ζηδ δζαδμπζηή αφλδζδ ηδξ 

έηηνζζδξ IL-1α. ε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ, παναηδνήεδηε υηζ δ ζκηενθεοηίκδ 1 (IL-1) 

ακαζηέθθεζ ηδκ εκδμεδθζαηή ακάπηολδ in vitro ηαζ in vivo πανειπμδίγμκηαξ ηδκ πνυμδμ 

ημο ηφηθμο ζηδ θάζδ G1, εκδεπμιέκςξ θυβς ιεζςιέκδξ έηθναζδξ ηςκ οπμδμπέςκ FGF. 

Ακάθμβα απμηεθέζιαηα έπμοκ ακαθενεεί ηαζ βζα ηδκ IL-1α (103). οκεπχξ, αάζεζ υθςκ 

ηςκ παναπάκς, ηα CPAbs ηδξ ιεθέηδξ δφκακηαζ κα ακαζηέθθμοκ ηυζμ ημκ ααζζηυ υζμ ηαζ 

ημκ επαβυιεκμ απυ ημκ VEGF πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, 

πανειααίκμκηαξ ίζςξ ζε ηάπμζμ ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ νοειζζηχκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (ηοηθίκδ D, ηοηθζκμελανηχιεκεξ ηζκάζεξ).  

Γείπεδηε ηέθμξ πςξ ηα CPAbs ηδξ ιεθέηδξ υπζ ιυκμ δεκ πνμηαθμφκ απυπηςζδ ζηα 

ηφηηανα HUVEC, αθθά αολάκμοκ ημ ααζζηυ επίπεδμ επζαίςζήξ ημοξ απμοζία ημο VEGF 

(2C6>>5D3 >10D2). Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, πανμοζία ημο VEGF, ιυκμ ηα 10D2 ηαζ 5D3 

επζθένμοκ αφλδζδ ζημ επίπεδμ επζαίςζδξ, οπμδδθχκμκηαξ ιία ζοκενβζζηζηή δνάζδ. Δίκαζ 

βκςζηυ υηζ δ αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ ιεηαθθμπνςηεάζδξ 9 ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ 

(MMP9) μδδβεί ζε αολδιέκα επίπεδα ημο VEGF, μπυηε ηαζ επάβεηαζ μ αββεζμβεκεηζηυξ 

θαζκυηοπμξ (328)  Μέπνζ ζήιενα έπεζ ακαθενεεί υηζ δ πνυζδεζδ ηςκ CPAbs ζημ mRNA 

ηδξ MMP-9 μδδβεί ζε αολδιέκδ έηθναζδ ημο εκγφιμο, ημ μπμίμ ιε ημ κα απμζημδμιεί 

ιυνζα ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ απεθεοεένςζδ ημο VEGF, μπυηε 

επάβεηαζ μ αββεζμβεκεηζηυξ θαζκυηοπμξ. ζοιαάθθμκηαξ ζηδκ ιεηάζηαζδ ηςκ ηανηζκζηχκ 

ηοηηάνςκ, εκχ ηα CPAbs ζοκδέμκηαζ άιεζα ιε ηδκ αολδιέκδ έηθναζδ ημο μβημβμκζδίμο 

bcl-2 πμο απμηνέπεζ ηδκ ηοηηανζηή απυπηςζδ (329, 330). Πνυζθαηα, δείπεδηε υηζ ηα ακηζ-

DNA ακηζζχιαηα, δ κεθνζηή DNaseI, ηα επίπεδα mRNA ηςκ ιεηαθθμπνςηεαζχκ 2 ηαζ 9 

(ΜΜΡ2,ΜΜΡ9) ηαζ άθθα έκγοια δνμοκ ζοκενβζζηζηά δζαδναιαηίγμκηαξ ζδιακηζηυ νυθμ 

ηυζμ ζηα πνχζια υζμ ηαζ ζηα ηεθζηά ζηάδζα ζηδ κεθνίηζδα θφημο ζηα (NZBxNZW) F1 

πμκηίηζα (331). Σα πνχζια ζηάδζα ηδξ κεθνίηζδαξ ζπεηίγμκηαζ ιε ημ ζφιπθμημ 

πνςιαηίκδξ- IgG πμο εκαπμηίεεηαζ ζηδκ ιεζαββεζαηή μφζζα, ηαζ ημ μπμίμ ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδκ ειθάκζζδ ηςκ ακηζ-dsDΝΑ ακηζζςιάηςκ (332). Μεηά απυ αοηυ ημ βεβμκυξ, 

παναηδνείηαζ ιζα δναιαηζηή ηαηαζημθή ηςκ επζπέδςκ mRNA ηδξ κεθνζηήξ DNAse Η ηαζ 

δνάζδξ ημο εκγφιμο, εκχ  ηα επίπεδα mRNA ηςκ ΜΜΡ2 ηαζ ΜΜΡ9 ηαζ ηζξ δναζεζξ ηςκ 

εκγφιςκ αολάκμκηαζ. Δπζπθέμκ, δ μιάδα ημο Madaio παναηήνδζε ακαζημθή ηδξ επαβςβήξ 

ημο p53 απυ ημ δζεζζδοηζηυ ακηίζςια Ζ7 ελαζηίαξ ηδξ αφλδζδξ ηςκ επζπέδςκ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ηααεμθίκδξ ιέζς ημο Ζ7, βεβμκυξ πμο ζοκεπάβεηαζ ακαζημθή ηδξ απυπηςζδξ. 

Μάθζζηα, μ εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ημο Ζ7 ,ζηα caveolae απμηεθεί ζζπονή απυδεζλδ, 

δεδμιέκμο υηζ δ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ επζπέδςκ ηααεμθίκδξ έπμοκ ζοζπεηζζεεί ιε ηδκ 
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ηοηηανζηή ιεηαθμνά, ημκ ηαημήεδ ηοηηανζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαεχξ ζοκαθείξ 

ηοηηανζηέξ δζενβαζίεξ, ηαζ ιεηααμθέξ ζηδ δναζηζηυηδηα p53 (86). Βζαθζμβναθζηά, έπμοκ 

ακαθενεεί CPAbs πμο επάβμοκ απυπηςζδ ζε ηανηζκζηά ηφηηανα in vitro ηαζ in vivo πςνίξ 

κα πνμηαθμφκ ημλζηυηδηα ζημοξ θοζζμθμβζημφξ ζζημφξ (111, 333-335)  

Σέθμξ, ηαζ ηα ηνία CPAbs θάκδηε κα ηαεοζηενμφκ ζδιακηζηά ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ HUVEC in vitro. ε ιεθέηδ ηςκ Portales-Perez ηαζ ζοκενβαηχκ, δείπεδηε πςξ 

ηα δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα πνμηαθμφκ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ICAM-1, ιε επαηυθμοεδ 

ιεζςιέκδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ HUVECs, βεβμκυξ πμο εκδέπεηαζ κα θαιαάκεζ πχνα ηαζ ζηδ 

πενίπηςζδ ηςκ CPAbs ηδξ ιεθέηδξ (96). Δπίζδξ, δ ακαζημθή ζηδ ιεηακάζηεοζδ εα 

ιπμνμφζε κα μθείθεηαζ ζηδκ αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ αββεζμβεκεηζηήξ ηοηηανμηίκδξ ΣGF-

α1 ζηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα, αθμφ έπεζ ήδδ ακαθενεεί απυ ημοξ Lai. ηαζ ζοκενβάηεξ. υηζ 

δ έηθναζδ ηδξ αολάκεηαζ ζε HUVECs υηακ ηαθθζενβμφκηαζ πανμοζία ηςκ ακηζ-dsDNA 

ακηζζςιάηςκ (336). Μία ηνίηδ εηδμπή εα ιπμνμφζε κα ααζίγεηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ 

ηςκ ακηζ-dsDNA Abs ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ (θαιζκίκδ, θζιπνμκεηηίκδ, α-αηηζκίκδ), 

θςζθμθζπίδζα, ηαζ εεζζηή δπανίκδ (74, 337-340). Δονήιαηα απυ πνμβεκέζηενδ ιεθεηδ 

έπμοκ ηεηιδνζχζεζ πεναζηένς ηδκ πζεακή ειπθμηή ηςκ αοημακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ 

θαιζκίκδξ ζημ ζπδιαηζζιυ ακμζμζοιπθυηςκ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ ζπεζναιαημκεθνίηζδαξ. 

Δπζπθέμκ, ηα απμηεθέζιαηα ιαξ δείπκμοκ εκηοπςζζαηέξ ιεηααμθέξ ζηδκ έηθναζδ 

θαιζκίκδξ ζηδ ααζζηή ζπεζναιαηζηή ιειανάκδ (GBM) ηαηά ηδκ ακάπηολδ 

ζπεζναιαημκεθνίηζδαξ. Σα εονήιαηα αοηά αολάκμοκ ηδκ πζεακυηδηα ηα αοημακηζζχιαηα 

κα ακηζδνμφκ ιε κεμακηζβυκα πμο εηθνάγμκηαζ ζηδκ GBM ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ζπεζναιαηζηήξ θθεβιμκήξ (341). Οζ επίημπμζ θαιζκίκδξ, εκημπίγμκηαζ ζε εναφζιαηα 

θαιζκίκδξ-1, ιεζμθααμφκ ζηδκ ηοηηανζηή πνμζηυθθδζδ ηαζ ζφκδεζδ πνμξ άθθα 

ζοζηαηζηά ιήηναξ/πθέβιαημξ (342). Έηζζ, αοηέξ μζ πμζμηζηέξ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ηαζ 

ηδκ ηαηακμιή θαιζκίκδξ ιπμνεί ηαθά απμηεθμφκ ηδ αάζδ ιδ θοζζμθμβζηυ ηοηηάνμο-

ιήηναξ ηαζ αθθδθεπζδνάζεζξ πθέβιαημξ-πθεβιαημξ ζημ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ ηδξ 

κεθνίηζδαξ θφημο. Έπεζ θακεί υηζ δ θαιζκίκδ-1 επάβεζ πνχζιδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηαοηυπνμκα ιε ιζα ιείςζδ ζηδκ πονδκζηή κμοηθεμθίκδ ηαζ ζημκ εκημπζζιμ ηδξ 

ζηδκ ηοηηανζηήξ (343). Ζ θαιζκίκδ-1 μπμία ςξ βκςζηυ πνμζδέκεηαζ ζηδ κμοηθεμθίκδ 

(NCL), ηαζ ιε αοηυκ ημκ ηνυπμ ίζςξ κα ιεζχκμοκ ηδκ έηθναζδ ηδξ NCL ζηα εκδμεδθζαηά 

ηφηηανα μδδβχκηαξ ζε ηαηαζημθή ηδξ ιεηακάζηεοζήξ ημοξ ηαζ πανειπυδζζδ ημο 

ζπδιαηζζιμφ ηνζπμεζδχκ ζςθήκςκ (344).  

Ζ εκενβμπμίδζδ ηςκ ιεηαθθμ-πνςηεσκαζχκ (MMPs) μζ μπμίεξ ειπθέημκηαζ ζηδκ 

απμζημδυιδζδ ηδξ ελςηοηηάνζαξ φθδξ, δ μπμία μδδβεί ζηδκ απεθεοεένςζδ 
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αββεζμβεκεηζηχκ παναβυκηςκ, υπςξ μζ VΔGF, bFGF ηαζ TGFα ηαζ ζοιαάθθμοκ ζηδκ 

ηοηηανζηή ιεηακάζηεοζδ, δζαδναιαηίγμκηαξ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ αββεζμβέκεζδ. Ζ MMP-

2 ζοβηεηνζιέκα πμο εηθνάγεηαζ ζηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα ηαεχξ ηαζ ζημοξ 

πενζζζυηενμοξ ηφπμοξ ηοηηάνςκ, είκαζ ζδιακηζηή βζα ηδκ ιεηακάζηεοζδ ηςκ 

εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ ακαδζαιυνθςζδ ηςκ αββείςκ ηαηά ηδκ αββεζμβέκεζδ 

(345) ηαζ δζεοημθφκεζ ηδκ ιεηακάζηεοζδ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ (346). Ζ 

ηαηαζηαθηζηή δνάζδ ηςκ CPAbs ζηδκ αββεζμβέκεζδ, αθθά ηαζ ζηδκ ιεηακάζηεοζδ ηαζ 

ηζκδηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ HUVEC ιπμνεί κα ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδκ νφειζζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ MMP-2. Ζ ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ηέημζαξ νφειζζδξ ηαζ ηδξ 

δναζηζηυηδηαξ/εκενβυηδηαξ ηδξ κυζμο, δ δέζιεοζδ ημο DNA πμο ανίζηεηαζ ζηδκ 

επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ απυ ηα ακηζ-DNA ακηζζχιαηα, ηαεχξ ηαζ μζ πζεακέξ θεζημονβζηέξ 

ιεηααμθέξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ιεηά ηδ δέζιεοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ, θαίκμκηαζ 

ςξ έκαξ απυ ημοξ πζεακμφξ ιδπακζζιμφξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ παεμβέκεζα ημο ΔΛ. 

οιπεναζιαηζηά, ζηδκ ενβαζία αοηή ιεθεηήεδηε βζα πνχηδ θμνά δ επίδναζδ 

ιμκμηθςκζηχκ CPAbs ζε ζδιακηζηέξ αββεζμβεκεηζηέξ απμηνίζεζξ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ, ηαζ δ δζεζζδοηζηή ημοξ ζηακυηδηα ζ‟ αοηά ιε ηνυπμ ακελάνηδημ ηδξ 

εκδμηφηηςζδξ. Ακάθμβα απμηεθέζιαηα ιε ηδ δζηή ιαξ ιεθέηδ έπμοκ παναηδνδεεί ιε ηα 

πεπηίδζα Nucants, HB-19 ηαζ N6L ηα μπμία θάκδηακ in vitro κα ηαηαζηέθθμοκ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ HUVEC, δίπςξ κα επάβμοκ απυπηςζδ (347). 

οβηεηνζιέκα, ηαοημπμζήεδηε δ κμοηθεμθίκδ ηδξ ηοηηανζηήξ επζθάκεζαξ ςξ ημ ηφνζμ 

ιυνζμ ιέζς ημο μπμίμο ηα πεπηίδζα αοηά αζημφκ ηζξ αζμθμβζηέξ ημοξ δνάζεζξ, αθμφ 

ζπδιαηίγμοκ ζηαεενυ ζφιπθμημ ηαζ έηζζ εκδμηοηηανχκμκηαζ ιε εκενβυ ηνυπμ, πςνίξ υιςξ 

κα δζαπενκμφκ ηδκ πονδκζηή ιειανάκδ (348). Μέπνζ ζήιενα ιυκμ δ μιάδα ηςκ Fujii ηαζ 

ζοκενβαηχκ έπεζ ακαθενεεί ζηδκ εκαπυεεζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ ζημ εκδμεήθζμ ηαζ ημ 

ζπδιαηζζιυ αθθμζχζεςκ ζπεζνάιαημξ, πανυιμζςκ ιε εηείκεξ πμο παναηδνμφκηαζ ζε 

πμκηίηζα επζννεπή ζε θφημ έπεζηα απυ ηδ πμνήβδζδ εκυξ IgG3 ιμκμηθςκζημφ 

ακηζζχιαημξ, πνμενπυιεκμ απυ MRL/gld πμκηίηζα ιε θφημ, ζε SCID πμκηίηζα (349). 

Δπμιέκςξ, έκαξ απυ ημοξ ιδπακζζιμφξ ηδξ ζπεζναιαηζηήξ κεθνίηζδαξ ημο θφημο, ίζςξ κα 

μθείθεηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ζοβηεηνζιέκςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ ζκηεβηνζκχκ 

ηοηηανζηήξ επζθάκεζαξ ιέζς ηδξ θζιπνμκεηηίκδξ, δ μπμία  ειπθέηεηαζ ζηδκ δζείζδοζδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ ζηα εκδμεδθζαηά ηφηηανα. 

Σα απμηεθέζιαηα αοηά οπμδεζηκφμοκ υηζ ηα CPAbs ιπμνμφκ κα απμηεθέζμοκ έκα 

ζδιακηζηυ ενβαθείμ βζα ακηζ-αββεζμβεκεηζηή δνάζδ. Ζ δοκαηυηδηα αοηή, εκζζπφεηαζ απυ 

ημ βεβμκυξ υηζ ηα ακηζζχιαηα αοηά πανμοζζάγμοκ ακηζ-ηανηζκζηή δνάζδ, είκαζ εφημθμ κα 
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παναπεμφκ ζε ιεβάθδ ηθίιαηα, είκαζ ζηαεενά ζημκ μνυ ηαζ δεκ πνμηαθμφκ ημλζηυηδηα ζε 

θοζζμθμβζημφξ ζζημφξ, πανέπμκηαξ κέεξ εεναπεοηζηέξ δοκαηυηδηεξ βζα πθδεχνα 

αζεεκεζχκ. Ζ ένεοκα πμο δζελάβεηαζ ενβαζηήνζμ Ακμζμθμβίαξ ημο Δθθδκζημφ Ηκζηζημφημο 

Παζηέν ηζκείηαζ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ ημο πθήνμοξ παναηηδνζζιμφ ηςκ πμθοδναζηζηχκ, 

ιμκμηθςκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ ηαεχξ ηαζ ηδξ αζμθμβζηήξ ημοξ δνάζδξ ζε πμθθά 

δζαθμνεηζηά ζοζηήιαηα ζζηά ηηθ. ημοξ ιεθθμκηζημφξ ζηυπμοξ ζοιπενζθαιαάκεηαζ ιεθέηδ 

ηδξ επίδναζήξ ημοξ ζε δζάθμνα πεζναιαηζηά ιμκηέθα αζεεκεζχκ in vivo . Δπίζδξ, ίδζαζηενμ 

εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ δ πζεακή ημοξ πνήζδ ςξ ιυνζα ιεηαθμνάξ δναζηζηχκ μοζζχκ 

(π.π. θάνιαηα, έκγοια η.α.) ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ βζα εεναπεοηζημφξ ζημπμφξ. Ζ 

ακάβηδ βζα μοζίεξ ιε αζμθμβζηή δνάζδ ζηακέξ κα δζαπενάζμοκ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ 

έπεζ ιέπνζ ζήιενα ηαθοθεεί απυ ζφιπθμηα ηςκ μοζζχκ αοηχκ ιε ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ 

πεπηίδζα (ζζηήξ ηονίςξ πνμέθεοζδξ) ιε ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε γχκηα ηφηηανα (350, 

351). Αοηά ηα ζφιπθμηα υιςξ πανμοζζάγμοκ ανηεηά ιεζμκεηηήιαηα: είκαζ ημλζηά, 

ακμζμβμκζηά ηαζ ιε ιζηνυ πνυκμ διζγςήξ ιέζα ζημκ ακενχπζκμ μνβακζζιυ (350). Σα 

ιεζμκεηηήιαηα αοηά ιπμνμφκ κα λεπεναζημφκ ιε ηδ πνήζδ ηςκ δζεζζδοηζηχκ 

ακηζζςιάηςκ, ηα μπμία θένμοκ ημζκά παναηηδνζζηζηά ιε εηείκα ηςκ θοζζηχκ 

ακηζζςιάηςκ (ΝΑbs) πμο πανάβμκηαζ εββεκχξ, έπμκηαξ ηδκ ζηακυηδηα κα δζαπενκμφκ ηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ κα εκημπίγμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζημκ πονήκα (352). Σα 

δζεζζδοηζηά αοηά ακηζζχιαηα είκαζ πμθοδναζηζηά, ακήημοκ ζε υθεξ ηζξ οπμηάλεζξ, 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ βμκίδζα ηδξ αθαζηζηήξ ζεζνάξ ηαζ δζαεέημοκ δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ 

δνάζεζξ υπςξ δ επαβςβή απυπηςζδξ ζε μνζζιέκμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ πμο δζεζζδφμοκ 

(64, 98, 151). Δπζπνυζεεηα, δεκ πανμοζζάγμοκ ηακέκα απυ ηα ιεζμκεηηήιαηα ηςκ ζζηχκ 

πεπηζδίςκ ηαζ έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ηοηθμθμνμφκ βζα πμθθέξ διένεξ (δζάνηεζα διζγςήξ 

8 διένεξ) ζε υθμ ημκ μνβακζζιυ. Άθθςζηε αηέναζα ακηζζχιαηα [πμο πενζέπμκηαζ ζηζξ 

εκδμθθέαζεξ ακμζμζθαζνίκεξ (IVIg)], πμθοδναζηζηά πνδζζιμπμζμφκηαζ ήδδ εδχ ηαζ 

ηνζάκηα πνυκζα, πςνίξ ζδιακηζηέξ πανεκένβεζεξ βζα ηδ εεναπεία πμθθχκ αοημάκμζςκ ηαζ 

θθεβιμκςδχκ κμζδιάηςκ. οκεπχξ, ηα δζεζζδοηζηά ακηζζχιαηα απμηεθμφκ ιζα 

θοζζμθμβζηή πδβή ακηζζςιάηςκ πμο ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ηδ εεναπεία 

αζεεκεζχκ πμο μθείθμκηαζ ζε εθαηηςιαηζηή απυπηςζδ. Σα ηοηηανμημλζηά, δζεζζδοηζηά 

ακηζζχιαηα πνμζθένμοκ κέα πνμμπηζηή ζηδ εεναπεία ημο ηανηίκμο, απαθθαβιέκδ απυ ηα 

ιεζμκεηηήιαηα ηςκ βκςζηχκ ιέπνζ ζήιενα εεναπεζχκ, εκχ ηα δζεζζδοηζηά ιδ 

ηοηηανμημλζηά ακηζζχιαηα εα αλζμπμζδεμφκ ςξ θμνείξ βζα ηδκ ηαθφηενδ ιεηαθμνά εκηυξ 

ηςκ ηοηηάνςκ βκςζηχκ ηοηηανμημλζηχκ μοζζχκ.  



  

187 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                 

Πεξίιεςε/Summary 

 



        ΠΔΡΗΛΖΦΖ                                                                                                                                                  

188 
 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ  

Ακηζζχιαηα ιε ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε γχκηα ηφηηανα (CPAbs) ακεονίζημκηαζ ζημκ 

μνυ αζεεκχκ ιε οζηδιαηζηυ Δνοεδιαηχδδ Λφημ (ΔΛ) ηαζ ζε πμκηζημφξ ιε 

πεζναιαηζηή κυζμ. Σα ακηζζχιαηα αοηά ζοζζςνεφμκηαζ ηονίςξ ζημκ πονήκα ημο 

ηοηηάνμο, ακαβκςνίγμοκ ζοπκά ημ DNA, αθθά ηαζ άθθα δμιζηά άζπεηα ακηζβυκα υπςξ 

πνςηεΐκεξ ηαζ απηέκζα. Δκχ δεκ έπμοκ αηυια απμζαθδκζζηεί μ ηνυπμξ εζζυδμο ηςκ CPAbs 

ζηα ηφηηανα ηαζ μζ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ πμο επδνεάγμκηαζ απυ ηδκ είζμδυ ημοξ ζημ 

ηφηηανμ, οπήνλε δζεεκχξ πμθφ ιεβάθδ εκδζαθένμκ βζα ηδ πνήζδ πεπηζδίςκ, πμο έθενακ 

ηδκ αθθδθμοπία ηςκ οπενιεηααθδηχκ πενζμπχκ CDR2 ηαζ CDR3 ηςκ CPAbs, ςξ θμνέςκ 

αζμδναζηζηχκ ιμνίςκ, αλζμπμζχκηαξ ηδ βνήβμνδ δζείζδοζδ ηαζ ηδ ζοζζχνεοζή ημοξ ζημκ 

πονήκα. Σα δζεζζδοηζηά πεπηίδζα έπμοκ υιςξ ζοκδεεεί ιε ανηεηά ιεζμκεηηήιαηα ζηδκ in 

vivo πνήζδ ημοξ (ιζηνυ πνυκμ διζγςήξ, ημπζηή δζάποζδ, ημλζηυηδηα, ηά), ζε ακηίεεζδ ιε 

ηα αηέναζα αοημακηζζχιαηα. Έηζζ, πανά ηδ δζεεκή ηάζδ βζα πνήζδ δζεζζδοηζηχκ πεπηζδίςκ 

βζα εκδμηοηηανζηή ιεηαθμνά αζμιμνίςκ, εεθήζαιε κα ιεθεηήζμοιε αηέναζα CPAbs ςξ 

πνμξ κέεξ αζμθμβζηέξ δνάζεζξ, υπςξ δ οδνυθοζδ βεκςιζημφ DNA, ηαηαηενιαηζζιμφ ημο 

DNA ηςκ ηοηηάνςκ ζηα μπμία έπμοκ δζεζζδφζεζ ηαζ επίδναζδ ζηδκ αββεζμβέκεζδ ιε 

απχηενμ ζηυπμ ηδ πνήζδ ημοξ ςξ εεναπεοηζηχκ ενβαθείςκ. 

Γζα ημ ζημπυ αοηυ ζημ Eνβαζηήνζμ Ακμζμθμβίαξ ημο Δθθδκζημφ Ηκζηζημφημο Παζηέν 

πανάπεδηε ιζα ζεζνά απυ ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα (mAbs) έπεζηα απυ ζφκηδλδ ιδ 

εηηνζηζηχκ ιοεθςιαηζηχκ ηοηηάνςκ NSO ιε ζπθδκμηφηηανα απυ ιδ ακμζμπμζδιέκα 

ανζεκζηά πμκηίηζα (NZBxNZW) F1, ηα μπμία ειθακίγμοκ αοευνιδημ ζφκδνμιμ θφημο ζε 

δθζηία εκκέα ιδκχκ. Αθμφ πνμζδζμνίζηδηακ ηα οανζδχιαηα πμο εηηνίκμοκ ακηζ-DNA 

mAbs ιε ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ζε γχκηα ηφηηανα (CPAbs), αοηά απμιμκχεδηακ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε εκδεθεπήξ έθεβπμξ ςξ πνμξ ηα ακμζμθμβζηά παναηηδνζζηζηά 

ημοξ, ηα παναηηδνζζηζηά δζείζδοζδξ ηαζ ηδκ επαηυθμοεδ αζμθμβζηή δνάζδ ημοξ ηαζ 

εζδζηυηενα 

1. Γζενεφκδζδ ημο νυθμο ηδξ θοζζηήξ ζφκδεζδξ ηςκ CPAbs ιε ημ DNA ηαζ άθθα 

ζοζηαηζηά ημο πονήκα ζηδ δζεζζδοηζηυηδηα ηαζ ηδ αζμθμβζηή δναζηζηυηδηά ημοξ, ηαζ  

2. Γζαθεφηακζδ πζεακήξ επίδναζδξ ζημκ αββεζμβεκεηζηυ θαζκυηοπμ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ. 

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ ιεθέηδξ έπμοκ ςξ ελήξ: 

οκμθζηά, επζθέλαιε πέκηε mAbs, ηνία CPAbs (2 IgG2a: 10D2, 2C6 ηαζ έκα IgG2b: 

5D3Α8) ηαζ δφμ ιδ δζεζζδοηζηά mAbs (έκα IgG2a: Ζ9.3 ηαζ έκα IgG2b: 1C5) ςξ 
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ανκδηζημφξ ιάνηονεξ. Σα 10D2, 5D3A8, 2C6 ηαζ H9.3 ακαβκχνζγακ ηονίςξ ημ nDNA ηαζ 

ηζξ ζζηυκεξ, ζε δζαθμνεηζηυ ααειυ, υπςξ θάκδηε απυ ηδκ ELISA ηαζ ηδ δμηζιαζία Farr, 

εκχ ημ 1C5 ακαβκςνίγεζ ηονίςξ ηδκ αηηίκδ. Σα ηνία CPAbs ακαβκχνζγακ ςζηυζμ ηαζ 

δζάθμνα άθθα ακηζβυκα υπςξ αηηίκδ ηαζ ηαναμκζηή ακοδνάζδ, εηθνάγμκηαξ έκα δζαηνζηυ 

πνυηοπμ πμθοδναζηζηυηδηαξ.  

Σα ακηζζχιαηα πμο απμιμκχεδηακ απυ ηα οπενηείιεκα ηαθθζένβεζαξ ηςκ οανζδςιάηςκ 

ανέεδηακ κα δζεζζδφμοκ ζε υθεξ ηζξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (ηανηζκζηέξ ηαζ ιδ), ειθακίγμκηαξ 

υιςξ δζαθμνεηζηυ πνυηοπμ δζείζδοζδξ. οβηεηνζιέκα ηα CPAbs δζεζζδφμοκ ηονίςξ ζημκ 

πονήκα (10D2, 5D3, 2C6) ή/ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια (5D3), ζε ζφβηνζζδ ιε ημοξ 

ιάνηονεξ. Απυ ηδ ιεθέηδ ηςκ παναιέηνςκ ηδξ δζείζδοζδξ θάκδηε υηζ ημ θαζκυιεκμ 

θαιαάκεζ πχνα απυ ηα πνχηα 3 θεπηά ηδξ επχαζδξ ζε υθεξ ηζξ ζοβηεκηνχζεζξ πμο 

ιεθεηήεδηακ ηαζ υηζ πνυηεζηαζ βζα έκακ εζδζηυ ιδπακζζιυ εζζυδμο ηςκ ακηζζςιάηςκ πμο 

δεκ απαζηεί εκένβεζα, αθμφ θαιαάκεζ πχνα ηυζμ ζημοξ 4
μ
 C, υζμ ηαζ  ζημοξ 37

μ
C ηαζ ιε 

ηδκ πανμοζία ακαζημθέςκ εκδμηφηηςζδξ. 

διακηζηέξ δζαθμνέξ ζηα παναηηδνζζηζηά δζείζδοζδξ ηςκ οπενηεζιέκςκ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ζοβηνζηζηά ιε ηα απμιμκςιέκα CPAbs δζαπζζηχεδηακ ζηδκ 

πνμζπάεεζά ιαξ κα ηα απμιμκχζμοιε ζε ιεβάθδ πμζυηδηα. Φάκδηε υηζ δ δζείζδοζδ ηςκ 

ηνζχκ πμθοδναζηζηχκ CPAbs, εκζζπφεδηε ζδιακηζηά απυ ηδκ πανμοζία ηςκ πονδκζηχκ 

ιμνίςκ DNA ηαζ ζζημκχκ ηαζ ζδζαίηενα ηςκ κμοηθεμσζημκχκ, εοκμχκηαξ ημκ πονδκζηυ 

εκημπζζιυ ημοξ. διεζχκεηαζ ςζηυζμ πςξ δ ζοκεπχαζδ ιε ημ DHC δεκ δφκαηαζ κα 

επακαθένεζ πθήνςξ ηδκ εζηυκα δζείζδοζδξ ημο οπενηεζιέκμο ηςκ CPAbs ηαεχξ ηαζ άθθα 

ιυνζα πένακ ηςκ κμοηθεμζςιάηςκ πμο ειπενζέπμκηαζ ζηα οπενηείιεκα, υπςξ δ HMGB1, 

ηα ελςζχιαηα η.α., εκδέπεηαζ κα έπμοκ ακάθμβμ αμδεδηζηυ νυθμ. 

 Χξ πνμξ ηδ αζμθμβζηή δνάζδ ηςκ CPAbs δζαπζζηχεδηε υηζ:   

α) οδνμθφμοκ ηυζμ ημ πθαζιζδζαηυ υζμ ηαζ ημ βεκςιζηυ DNA ζε δζαθμνεηζηυ ααειυ ημ 

ηαεέκα. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ηα 2C6 ηαζ 5D3 αθθάγμοκ ημ ααειυ οπενεθίηςζδξ ημο 

πθαζιζδίμο ηαζ ιεζχκμοκ ηδκ πμζυηδηα ημο βεκςιζημφ DNA, εκχ ημ 10D2 πνμηαθεί 

ηαηαηενιαηζζιυ ηυζμ ημο πθαζιζδζαημφ, υζμ ηαζ ημο βεκςιζημφ DNA ειθακίγμκηαξ 

δνάζδ DΝΑse Η. διεζχκεηαζ υηζ δ οδνμθοηζηή ζηακυηδηά ημοξ δεκ μθείθεηαζ ζε πνυζιζλή 

ημοξ ιε DNΑse υπςξ θάκδηε ηαζ πεζναιαηζηά ιε ηδ πνήζδ ακαζημθέςκ ημο εκγφιμο. 

Δπζπθέμκ, πνμέηορε υηζ ηα ηνία CPAbs (2C6, 5D3 ηαζ 10D2) δεκ επδνεάγμοκ ημκ 

ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ, αθθά πνμηαθμφκ απυπηςζδ ζε ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηοηηάνςκ 

HeLa.  
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 α) επειααίκμοκ ζε ζδιακηζηέξ αββεζμβεκεηζηέξ απμηνίζεζξ ηαζ ζε δζαθμνεηζηυ ααειυ ημ 

ηαεέκα, ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ HUVEC, πανμοζία ή 

απμοζία ημο VEGF, ζηδ ιεηακάζηεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαεχξ ηαζ ζηδκ επζαίςζή ημοξ 

πανμοζία ή απμοζία ημο VEGF. οβηεηνζιέκα, ηα CPAbs υπζ ιυκμ ακέζηεζθακ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, αθθά ιείςζακ ζδιακηζηά ηαζ ηδ 

ιεηακάζηεοζή ημοξ, εκχ, αφλδζακ ηδκ επζαίςζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, δνχκηαξ 

ζοκενβζζηζηά ιε ημκ VEGF.  

οιπεναζιαηζηά, ιεθεηήζαιε ηνία ιμκμηθςκζηά CPAbs πνμενπυιεκα απυ πμκηζημφξ ιε 

αοευνιδηδ κυζμ πμο πνμζμιμζάγεζ ημκ ΔΛ, ηα μπμία δζαεέημοκ έκα δζαθμνεηζηυ πνμθίθ 

πμθοδναζηζηυηδηαξ, δζείζδοζδξ/εκημπζζιμφ ηαζ αζμθμβζηήξ δνάζδξ. Δζδζηυηενα: 

 δζεζζδφμοκ ζημκ πονήκα δζαθυνςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ (ηανηζκζηχκ ηαζ ιδ), ιε 

εκενβεζαηά ακελάνηδημ ιδπακζζιυ εκδμηφηηςζδξ, πανμοζζάγμκηαξ απμηθεζζηζηά 

πονδκζηυ ή/ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηυ πνυηοπμ εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ  

 οδνμθφμοκ ημ βεκςιζηυ ηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA (δνάζδ DΝΑse Η ή πανέιααζδ ζημ 

ααειυ οπενεθίηςζδξ)  

 πνμηαθμφκ απυπηςζδ ζε ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ,   

 ηαηαηενιαηίγμοκ ημ βεκςιζηυ DNA ηςκ ηοηηάνςκ ζηα μπμία έπμοκ δζεζζδφζεζ, 

 ακαζηέθθμοκ in vitro ημκ -επαβυιεκμ ή ιδ- πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ εκδμεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ,  

 ιεζχκμοκ ζδιακηζηά ηδ ααζζηή ιεηακάζηεοζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, ηαζ 

 αολάκμοκ ζδιακηζηά ηδκ επζαίςζδ ηςκ εκδμεδθζαηχκ ηοηηάνςκ, εκχ πανμοζία 

αββεζμβεκεηζημφ πανάβμκηα δνμοκ ζοκενβζζηζηά. 

Οζ παναπάκς δζαηνζηέξ ζδζυηδηεξ ηςκ ηνζχκ CPAbs πνμζεέημοκ κέα βκχζδ ςξ πνμξ i) 

ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ παεμβέκεζδξ αοημάκμζςκ κμζήιάηςκ, υπςξ μ ΔΛ, ηαζ ii) ηδκ 

αλζμπμίδζή ημοξ  per se βζα εεναπεοηζημφξ ζημπμφξ. 
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SUMMARY  

Antibodies with penetrating capacity into living cells (Cell-Penetrating Antibodies, 

CPAbs) were found in the serum of patients with Systemic Lupus Erythematosus (SLE) 

and in mouse models of the disease. These antibodies accumulate mainly in the cell 

nucleus, recognize frequently dsDNA but also other structurally unrelated antigens such as 

proteins and haptens. Although the cell entry mechanism and the cellular functions 

affected by CPAbs entry have not yet clarified, the use of peptides from the CDR2 and 

CDR3 of CPAbs as carriers of active biomolecules attracted the interest of researchers 

exploiting their fast penetration and accumulation in the nucleus. However, the cell-

penetrating peptides present several disadvantages mainly associated with the in vivo use 

(short half-life, local diffusion, toxicity, etc), unlike intact autoantibodies. Thus, despite the 

international trend towards the use of peptides for intracellular delivery of biomolecules, 

we chose to study intact CPAbs searching for new biological activities, such as hydrolysis 

of genomic DNA, DNA fragmentation of living cells in which they penetrate, and impact 

in angiogenesis, in order to evaluate them as potential therapeutic tools.  

For this purpose, a series of monoclonal antibodies (mAbs) was produced at the 

Immunology Laboratory of the Hellenic Pasteur Institute, after fusion of non-secreting 

NSO myeloma cell line with splenocytes from non-immunized nine-month old male 

(NZBxNZW) F1 mice, which spontaneously present a lupus-like syndrome. Anti-DNA 

mAbs with penetrating ability into living cells were isolated from hybridomas and 

characterized in terms of their immunological properties, cell-penetrating capacity and 

subsequent biological activity, emphasizing in:  

1. The effect of their physical binding to DNA or other nuclear components in the cell-

penetration and the subsequent biological activity, and  

2. The elucidation of their potential effect on the angiogenic phenotype of endothelial 

cells. 

We thus selected five mAbs, among which three CPAbs (2 IgG2a: 10D2, 2C6 and an 

IgG2b: 5D3A8) and two non-penetrating mAbs (an IgG2a: H9.3 and one IgG2b: 1C5) to 

be used as negative controls. The 10D2, 5D3A8, 2C6 and H9.3 recognized nDNA with 

different avidity, as evidenced by ELISA and Farr assay, as well as histones, while the 1C5 

recognized mainly actin. All three CPAbs also recognized other antigens, such as actin and 

carbonic anhydrase, thus expressing a distinct polyreactivity pattern. 
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Antibodies isolated from hybridoma culture supernatants were found to penetrate in all 

cell lines (cancerous or not), showing a different pattern of penetration. Specifically, all 

three CPAbs penetrated mainly in the nucleus, while 5D3 in both the nucleus and the 

cytoplasm, compared with control antibodies. The study of specific parameters of cell-

penetration, such as the concentration of antibodies or the required incubation time, 

demonstarated that penetration takes place during the first 3 minutes of incubation at all 

concentrations tested. Moreover, we verified that the cell-pnetration mechanism does not 

require energy, since it occurs at both 4
o
C and at 37

o
C in the presence or absence of 

endocytosis inhibitors.  

In our effort to isolate a large quantity of CPAbs, we initially observed significant 

differences in the penetrating capacity between hybridoma culture supernatants and 

isolated CPAbs. It appeared that the penetration of the three polyreactive CPAbs, was 

significantly enhanced in the presence of: histones, DNA and particularly DNA-histones 

complex (DHC) favoring their accumulation in the nucleus. It should be noted that in the 

presence of DHC, the penetrating pattern of the isolated CPAbs was not fully reconstituted 

(as the profile of crude CPAbs), implying that apart from nucleosomes, other molecules in 

supernatants, such as high-mobility group box 1 (HMGB1) protein and exosomes etc, 

which may have a similar auxiliary role in cell penetration.. 

Regarding their biological activity we found that CPAbs: 

a) hydrolyze both plasmid and genomic DNA, in different degrees. More specifically, 

2C6 and 5D3 alter the degree of supercoiling plasmid and reduce the amount of genomic 

DNA, while 10D2 causes fragmentation of both plasmid and genomic DNA exhibiting 

DNAse I activity. It should be noted that the hydrolytic ability is not due to contamination 

with DNAse as demonstrated by the use of enzyme inhibitors. Furthermore, the three 

CPAbs (2C6, 5D3 and 10D2) did not affect cell proliferation but induced apoptosis in a 

significant % of HeLa cells.  

b) affect -in a distinct way- several angiogenic responses, such as proliferation of 

endothelial cells HUVEC (in the presence or absence of VEGF), cell migration and their 

survival (in the presence or absence of VEGF). Specifically, CPAbs not only inhibited the 

proliferation of endothelial cells, but also reduced significantly their migration, while 

increased the survival of endothelial cells co-operating with VEGF.  
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To conclude, we studied three monoclonal CPAbs from lupus prone mice, each of them 

exhibiting a distinct polyreactivity, cell-penetration /localization and biological activity 

profile. Specifically these antibodies: 

 penetrate the nucleus of various cell lines (cancerous or not), with energy-

independent endocytosis mechanism, showing exclusively nuclear and/or cytoplasmic 

pattern of intracellular localization, 

 hydrolyze genomic and plasmid DNA (exhibit DNAse I activity or influence the 

extent of supercoiling),  

 induce apoptosis in a significant proportion of cancerr cells (HeLa) 

 cause fragmentation to genomic DNA of living cells after penetration, 

 inhibit in vitro the endothelial cell proliferation, 

 significantly reduce the basic migration of endothelial cells, and 

 significantly increase the survival of endothelial cells, acting synergistically with 

VEGF. 

The above distinct properties of the three CPAbs add new knowledge regarding i) the 

understanding of the pathogenesis of autoimmune diseases, such as SLE, and ii) their 

exploitation per se for therapeutic purposes. 
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