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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Το συνθετικό πεπτίδιο της λαμινίνης Τυροσίνη-Ισολευκίνη-Γλυκίνη-Σερίνη- 
Αργινίνη (YIGSR) που προέρχεται από τη γνωστή αλληλουχία της βΐ αλυσίδας της 
λαμινίνης συνδέεται με έναν, υψηλής συγγένειας προς τη λαμινίνη, μη ιντεγκρινικό 
υποδοχέα μοριακού βάρους 67kDa. Το πεπτίδιο αυτό έχει την ικανότητα να 
παρεμποδίζει την πειραματική μετάσταση. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι ο πιο 
πάνω υποδοχέας είναι απαραίτητος για τη σύνδεση των καρκινικών κυττάρων στη 
βασική μεμβράνη στη θέση της μετάστασης.

Με βάση την αρχή των αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων αναπτύσσεται από το 
1999 ένα εμβόλιο το οποίο προκαλεί σε πειραματόζωα τη σύνθεση αντισωμάτων η 
περιοχή σύνδεσης των οποίων έχει δομή παρόμοια με το πεπτίδιο YIGSR. Το 
εμβόλιο αυτό έχει κατοχυρωθεί με διεθνή ευρεσιτεχνία και συλλέγονται δεδομένα 
που θα επιτρέψουν την εφαρμογή του και στον άνθρωπο. Στα πλαίσια της 
προσπάθειας αυτής ανοσοποιήθηκαν ποντίκια τύπου BalbC57BL με ορό κουνελιού 
που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR (ορός-εμβόλιο). Μια άλλη ομάδα ποντικών 
(ομάδα ελέγχου) ανοσοποιήθηκε με ορό του ίδιου κουνελιού, ο οποίος όμως δεν 
περιείχε αντισώματα anti-YIGSR (ορός ελέγχου πριν την ανοσοποίηση).

Για να εξετασθεί η πιθανή επικινδυνότητα της χορήγησης του συγκεκριμένου 
εμβολίου, εμβολιάσθηκαν παράλληλα και 20 φυσιολογικά ποντίκια τα οποία 
παρακολουθήθηκαν επί τρίμηνο χωρίς να διαπιστωθεί καμία επιπλοκή.

Η επιτυχία της ανοσοποίησης ελέγχονταν με πειράματα ανοσοαποτύπωσης, 
ανοσοενζυμομέτρησης και παρεμπόδισης σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου με 
τεχνήτιο-99ηι πεπτιδίου YIGSR σε κυτταρικές καλλιέργειες.

Μετά την επιβεβαίωση της επιτυχίας της ανοσοποίησης, ακολουθούσε 
εμφύτευση πειραματικού καρκινώματος του παγκρέατος. Μετά την εμφύτευση του 
όγκου τα εμβολιασμένα με τον ορό-εμβόλιο πειραματόζωα επιβίωναν πολύ 
περισσότερο από το διπλάσιο χρονικό διάστημα συγκριτικά με τα πειραματόζωα που 
είχαν εμβολιασθεί με τον ορό ελέγχου. Παράλληλα πραγματοποιήθηκαν και 
πειράματα για την ανίχνευση των τυχών μεταστάσεων που δημιουργήθηκαν μετά την 
εμφύτευση του όγκου. Για το σκοπό αυτό τα πειραματόζωα απεικονίζονταν σε γ 
κάμερα μετά από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση ραδιοεπισημασμένου με τεχνήτιο-99ηι 
πεπτιδίου YIGSR. Ο έλεγχος της επισήμανσης του πεπτιδίου πραγματοποιήθηκε με 
χρωματογραφία χάρτη και χρωματογραφία κατανομής αντίστροφης φάσης. Στις 
απεικονίσεις των εμβολιασμένων ποντικών παρατηρήθηκε ότι το ραδιοεπισημασμένο 
πεπτίδιο δεν συγκεντρώθηκε στην περιοχή του πρωτοπαθούς όγκου ούτε και σε 
κάποια άλλη περιοχή που θα μπορούσε να αντιστοιχεί σε μεταστατική εστία. 
Αντίθετα, στις απεικονίσεις των ποντικών της ομάδας ελέγχου παρατηρήθηκε ότι 
σκιαγραφήθηκε ο πρωτοπαθής όγκος και κυρίως οι μεταστατικές εστίες.

Επιπλέον, για τον έλεγχο ανάπτυξης τυχών μεταστάσεων τα πειραματόζωα 
θυσιάζονταν και παρατηρούνταν σε οπτικό μικροσκόπιο ιστολογικές τομές από τους 
πνεύμονές τους. Τα ποντίκια που εμβολιάζονταν με τον ορό ελέγχου εμφάνιζαν πολύ 
περισσότερες μεταστατικές εστίες στους πνεύμονες συγκριτικά με τα ποντίκια που 
εμβολιάζονταν με τον ορό-εμβόλιο.

Μετά τα ενθαρρυντικά αποτελέσματα των πειραμάτων που αναφέρθηκαν 
παρασκευάστηκε ένα καινοτόμο μόριο, το οποίο αποτελούνταν από θραύσματα Fab 
των αντισωμάτων IgG (anti-YIGSR) συνδεμένα στην πολύ-Ε-λυσίνη. Το μόριο αυτό 
παρασκευάσθηκε μετά από καθαρισμό και πέψη των αντισωμάτων IgG με παπαΐνη 
καθώς και μετά από απομόνωση των θραυσμάτων Fab σε στήλη πρωτεΐνης Α και
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σύνδεσή τους στην πολύ-ί-λυσίνη. Η δυνατότητα του μορίου αυτού να συνδέεται με 
το πεπτίδιο YIGSR ελέγχθηκε με ανοσοενζυμομέτρηση. Το καινοτόμο αυτό μόριο 
θεωρείται καταλληλότερο ανοσογόνο από τον ορό-εμβόλιο δεδομένου ότι περιέχει σε 
καθαρή μορφή και μεγάλη πυκνότητα τον επίτοπο anti-YIGSR. Το μόριο αυτό αφού 
δοκιμασθεί σε πειραματόζωα θα αποτελέσει και το εμβόλιο που θα χορηγηθεί στον 
άνθρωπο.

ABSTRACT

It has been reported that the synthetic laminin pentapeptide tyrosyl-isoleukyl- 
glycyl-seryl-arginine (YIGSR) binds to a 67-kDa high affinity, non-integrin, 
metastasis associated laminin receptor. The same peptide can inhibit experimental 
metastasis. This ability is due to the fact that the synthetic peptide binds to 67kDa 
specific receptors at the surface of cancer cells and does not permit the binding of 
these receptors with the sequence YIGSR-which is located to bl chain of laminin. In 
this way interaction and motility of cancer cells on the basement membranes-a critical 
step for metastasis completion-is inhibited.

According to the principle of anti-idiotypic antibodies, a vaccine, which raises 
the synthesis of antibodies with antigen-binding site’s structure similar to the peptide 
YIGSR, has been developed since 1999. These antibodies carry the “internal image” 
and thus the antimetastatic properties of peptide YIGSR. This vaccine has been 
patented and data that will permit its application to humans are presently collected.

For this purpose BalbC57BL mice were immunized with rabbit serum that 
contained anti-YIGSR antibodies (serum-vaccine). Another group of mice (control 
group) was immunized with serum of the same rabbit, which did not contain anti- 
YIGSR antibodies (pre-immune control serum).

In parallel 20 normal mice were immunized with the serum-vaccine and 
followed-up for three months. No complications were recorded in these mice.

The success of immunization was verified with immunoblotting, with ELISA 
and with inhibition of 99mTc-YIGSR cell binding experiments.

After the verification of immunization’s success, experimental pancreatic 
carcinoma was implanted to the immunized mice. After the implantation of tumor, 
immunized with serum-vaccine mice survived at least four weeks longer in contrast 
with mice of the control group. In order to detect metastasis the mice were imaged in 
gamma camera, after an intraperitoneal injection with 99mTc-YIGSR. Radiolabeling 
efficiency of 99mTc-YIGSR was performed by paper chromatography and reverse 
phase distribution chromatography. By these means we were able to detect the tumor, 
as well metastasis only in control but not in serum-vaccine immunized mice.

Lung metastasis was also detected in histological sections mainly in control 
and only rarely in serum-vaccine immunized mice.

The above experimental results were considered encouraging. Therefore we 
synthesized a novel molecule that contained Fab fragments of IgG antibodies (anti- 
YIGSR) connected with poly-L-lysine. This molecule was prepared after IgG’s 
purification, digestion with papain and Fab isolation by a protein A column. 
Consequently Fab was bound to poly-L-lysine. The YIGSR binding ability of this 
molecule was checked with ELISA. This novel molecule is considered to be an
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optimal immunogenic, as it contains the epitope anti-YIGSR in a clear form and high 
density. This molecule will be tested in experimental animals before administration to 
humans.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Ο ΚΑΡΚΙΝΟΣ

Ο καρκίνος είναι ένα σύνολο ασθενειών που εμφανίζεται στους 
πολυκύτταρους οργανισμούς κατά το οποίο μια ομάδα μεταλλαγμένων κυττάρων 
επικρατεί σε βάρος των γειτόνων της, αλλά στο τέλος καταστρέφει ολόκληρη την 
κυτταρική κοινωνία και πεθαίνει μαζί της. Η ανάπτυξη του καρκίνου στον άνθρωπο 
σχετίζεται με αλληλεπιδράσεις μεταξύ των γονιδίων και του περιβάλλοντος, οι οποίες 
μπορεί να εξαρτώνται από τον τρόπο ζωής του ατόμου και από την ηλικία. Είναι 
γενικά αποδεκτό ότι η αρχική βλάβη είναι γενετική, δηλαδή μεταβολές στο γενετικό 
υλικό οδηγούν σε λειτουργικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών με τελικό αποτέλεσμα 
τον κυτταρικό μετασχηματισμό (Rubin Ε.Η. and Hait W.N., 2001). Η ανάπτυξη και η 
επιβίωση του καρκίνου μέσα στον οργανισμό εξαρτάται από μια σειρά από 
μεταλλάξεις (Loeb L.A., 1991). Έτσι, ο κάθε κακοήθης όγκος, παρόλο που καταρχήν 
προέρχεται από ένα μόνο κύτταρο (Fialkow P.J., 1976), αποτελείται τελικά από 
υποπληθυσμούς κυττάρων, που ο καθένας τους έχει διαφορετικές ιδιότητες (εικόνα 1) 
(Hepner G.H., 1984).

Εικόνα 1. Ο κακοήθης όγκος προέρχεται από ένα μόνο κύτταρο και με τη συσσώρευση 
μεταλλάξεων αποτελείται τελικά από υποπληθυσμούς κυττάρων με διαφορετικές 
ιδιότητες.

Έχουν αναγνωρισθεί πολλά από τα γονίδια που εμπλέκονται στον κακοήθη 
μετασχηματισμό, όπως τα γονίδια ρ53, ras και DCC (Hahn W.C. et al, 1999a). Τα 
προϊόντα των γονιδίων που εμπλέκονται στην ανάπτυξη του καρκίνου περιλαμβάνουν 
αυξητικούς παράγοντες, υποδοχείς αυξητικών παραγόντων, πρωτεΐνες που 
συμμετέχουν σε μονοπάτια μεταγωγής σήματος και μεταγραφικούς παράγοντες. Η 
απώλεια των τελομερικών άκρων των χρωμοσωμάτων θεωρείται ότι περιορίζει την 
τάση για αναδιπλασιασμό (senescence) των μη κακοηθών κυττάρων. Στα κακοήθη 
κύτταρα αυτό το πρόβλημα επιλύεται από την επανενεργοποίηση της τελομεράσης.
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μιας αντίστροφης τρανσκριπτάσης που διατηρεί τη σταθερότητα των άκρων των 
περιορισμένων σε μήκος χρωμοσωμάτων που προκύπτουν μετά από κάθε κυτταρική 
διαίρεση (Greider C.W., 1999 και Hahn W.C. et al, 1999b).

Σύμφωνα με εκτιμήσεις, 1.200.000 νέες περιπτώσεις καρκίνου και 552.000 
θάνατοι που οφείλονταν στον καρκίνο σημειώθηκαν στις Ηνωμένες Πολιτείες 
Αμερικής μέσα στο έτος 2000. Επιπλέον, διαγνώσθηκαν 1.000.000 περιπτώσεις 
καρκινωμάτων επιφανειακών επιθηλιακών και βασικών κυττάρων, αλλά δεν 
οδήγησαν στον θάνατο. Μετά τις καρδιαγγειακές ασθένειες, ο καρκίνος αποτελεί τη 
δεύτερη αιτία θανάτου στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής, προκαλώντας έναν στους 
τέσσερις θανάτους (Greenlee R.T. et al, 2000). Συνολικά η κατά ηλικία θνησιμότητα 
που οφείλεται στον καρκίνο έχει μειωθεί από το 1992, αντιστρέφοντας την αυξημένη 
θνησιμότητα εξαιτίας του καρκίνου που χαρακτήριζε τις προηγούμενες δεκαετίες 
(Wingo Ρ.Α. et al, 1999). Επιπρόσθετα, ο αριθμός των θανάτων που οφείλονται στον 
καρκίνο έχει φτάσει σε ένα σταθερό επίπεδο παρά τον αυξανόμενο πληθυσμό 
ηλικιωμένων ατόμων, τα οποία χαρακτηρίζονται από υψηλότερο κίνδυνο για 
ανάπτυξη καρκίνου. Παγκοσμίως, ο έλεγχος του καρκίνου έχει αποκτήσει ιδιαίτερη 
σημασία καθώς η προσδοκία για την επίτευξη ανώτερων ορίων επιβίωσης αυξάνεται, 
εξαιτίας της χαμηλής παιδικής θνησιμότητας και του χαμηλού αριθμού θανάτων που 
οφείλονται σε μολύνσεις.

Η νοσηρότητα και η θνησιμότητα που οφείλονται σε πολλούς τύπους 
καρκίνου μπορούν να ελεγχθούν μέσω πρωτογενούς και δευτερογενούς πρόληψης. Η 
πρωτογενής πρόληψη έχει ορισθεί ως τροποποίηση των παραγόντων κινδύνου με 
σκοπό να μειωθεί η εμφάνιση του καρκίνου. Εστιάζει δηλαδή στη μείωση έκθεσης σε 
διάφορους καρκινογόνους παράγοντες, όπως ο καπνός, οι πολυκυκλικοί 
υδρογονάνθρακες, το αλκοόλ, οι ορμόνες, διάφοροι ιοί, η υπεριώδης ακτινοβολία και 
οι κακές διατροφικές συνήθειες (Tannock I.F. and Hill R.P., 1992). Η δευτερογενής 
πρόληψη αναφέρεται στην ανίχνευση του καρκίνου σε πρώιμα στάδια, με σκοπό να 
παρεμποδισθεί η επακόλουθη επιθετική συμπεριφορά των καρκινικών κυττάρων 
(μετάσταση), που αποτελεί την απειλητική για τη ζωή των πολυκύτταρων 
οργανισμών μορφή του καρκίνου (Frederick Ρ., 2001).

Έχουν αναπτυχθεί πολλές μέθοδοι για την αντιμετώπιση του καρκίνου μετά 
την εμφάνισή του, στα πλαίσια δηλαδή της δευτερογενούς πρόληψης. Καταρχήν η 
θεραπεία του καρκίνου διακρίνεται σε δύο κατηγορίες, την ουσιαστική και την 
παρηγορική (Rubin Ε.Η. and Hait W.N., 2001). Η ουσιαστική θεραπεία επιλέγεται 
για έναν ασθενή με καλή γενική κατάσταση που έχει υψηλή πιθανότητα επιτυχίας της 
θεραπείας. Η δεύτερη κατηγορία θεραπείας αναφέρεται σε ασθενείς οι οποίοι δεν 
έχουν πρακτικά πιθανότητα να θεραπευτούν.

Πέρα από την ακτινοβόληση και την αφαίρεση του όγκου με εγχείρηση, έχουν 
αναπτυχθεί διάφορα φάρμακα που χορηγούνται για την αντιμετώπιση της εξέλιξης 
του καρκίνου. Τα φάρμακα αυτά διακρίνονται σε πέντε γενικές κατηγορίες και αυτές 
σε επιμέρους υποκατηγορίες (Rubin Ε.Η. and Hait W.N., 2001):

Α) Φάρμακα που επηρεάζουν τη σύνθεση ή τη λειτουργία των νουκλεϊνικών 
οξέων. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι αλκυλιωτικοί παράγοντες του DNA, οι 
αναστολείς της σύνθεσης των νουκλεϊνικών οξέων και οι αναστολείς των 
τοποϊσομερασών του DNA. Οι αλκυλιωτικοί παράγοντες σχηματίζουν ομοιοπολικούς 
δεσμούς με τις βάσεις των νουκλεϊνικών οξέων, με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενδο- 
και δια-κλωνικών σταυροσυνδέσεων (crosslinks), σχηματισμοί που είναι ιδιαίτερα 
τοξικοί για την επακόλουθη διαίρεση των κυττάρων. Είναι μάλιστα πιο πιθανό οι 
παράγοντες αυτοί να βλάπτουν μόνο τα κακοήθη κύτταρα και όχι τα φυσιολογικά,
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εξαιτίας των γρήγορων ρυθμών πολλαπλασιασμού τους. Οι αναστολείς της σύνθεσης 
των νουκλεϊνικών οξέων, όπως είναι τα ανάλογα φολικού οξέος και τα παράγωγα 
νουκλεοσιδίων, καταστρέφουν ειδικά τα κύτταρα που βρίσκονται στην φάση S του 
κυτταρικού κύκλου, στάδιο στο οποίο πραγματοποιείται η σύνθεση του DNA. Και οι 
παράγοντες αυτοί είναι πιθανότερο να βλάπτουν μόνο τα κακοήθη κύτταρα και όχι τα 
φυσιολογικά, εξαιτίας των γρήγορων ρυθμών αναδιπλασιασμού του DNA που τα 
χαρακτηρίζουν. Τέλος, αρκετά αντινεοπλασματικά φάρμακα παρεμποδίζουν τη 
δράση των τοποϊσομερασών. Οι τοποϊσομεράσες διορθώνουν τις τροποποιήσεις στην 
τοπολογία του DNA, οι οποίες πραγματοποιούνται κατά τη διάρκεια του 
αναδιπλασιασμού και της μεταγραφής. Τα ένζυμα αυτά προκαλούν παροδικές τομές 
στο DNA (Liu L.F., 1989). Και επειδή τα καρκινικά κύτταρα χαρακτηρίζονται από 
περισσότερη δράση τοποϊσομερασών συγκριτικά με τα φυσιολογικά κύτταρα, 
προκαλείται μεγαλύτερη βλάβη στο DNA τους και κυτταρικός θάνατος.

Β) Αντιμιτωτικά φάρμακα. Οι μικροσωληνίσκοι είναι υποκυτταρικές δομές 
απαραίτητες για τη φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων. Σχηματίζουν τη μιτωτική 
άτρακτο, διατηρούν το κυτταρικό σχήμα, οργανώνουν την τοποθέτηση των 
οργανιδίων και μεσολαβούν στην ενδοκυτταρική μεταφορά και την έκκριση καθώς 
και στην κυτταρική κινητικότητα (Wilson L.F. and Jordan Μ.A., 1995). Στα ζωντανά 
κύτταρα οι μικροσωληνίσκοι συγκροτούνται ή αποπολυμερίζονται ραγδαία και 
συνεχώς, το δίκτυό τους δηλαδή αναδιοργανώνεται συνεχώς. Αυτή η διαδικασία 
βρίσκεται σε δυναμική ισορροπία. Τα αντιμιτωτικά φάρμακα (για παράδειγμα τα 
αλκαλοειδή) διαταράσσουν αυτήν την ισορροπία και έτσι διακόπτουν τη λειτουργία 
του μιτωτικού μηχανισμού.

Γ) Φάρμακα που επηρεάζουν αυξητικούς παράγοντες, υποδοχείς και μονοπάτια 
μεταγωγής σήματος. Φυσιολογικά η κυτταρική διαίρεση απορρέει από τις 
αλληλεπιδράσεις των αυξητικών παραγόντων με εξειδικευμένους υποδοχείς. Οι 
αλληλεπιδράσεις αυτές προκαλούν την έναρξη μιας σειράς αντιδράσεων που 
καταλύονται από ένζυμα, καταλήγοντας στην ενεργοποίηση μεταγραφικών 
παραγόντων, οι οποίοι τελικά προκαλούν την παραγωγή μορίων που συμμετέχουν 
στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Έτσι, έχουν αναπτυχθεί αρκετά φάρμακα που 
στοχεύουν στην παρεμπόδιση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ αυξητικών παραγόντων 
και εξειδικευμένων υποδοχέων.

Δ) Φάρμακα που παρεμποδίζουν την μετάσταση ή την αγγειογένεση. Τα 
καρκινικά κύτταρα εκκρίνουν μια ποικιλία πρωτεϊνών που διευκολύνουν την 
αγγειογένεση και την εισβολή τους σε ιστούς ξενιστές. Παραδείγματα τέτοιων 
πρωτεϊνών είναι οι αυξητικοί παράγοντες EGF και FGF αλλά και οι 
μεταλλοπρωτεάσες (MMPs) (Boynd D., 1996). Έτσι, πολλά φάρμακα έχουν 
σχεδιαστεί για την παρεμπόδιση των παραγόντων αυτών, με αποτέλεσμα να 
παρεμποδίζεται ο κυτταρικός πολλαπλασιαμός.

Ε) Ανοσοθεραπείες. Τα καρκινικά κύτταρα χρησιμοποιούν πολλούς 
μηχανισμούς για να αποφύγουν την καταστροφή από την ανοσολογική άμυνα. Η 
γνώση των μηχανισμών αυτών οδήγησε στο σχεδίασμά παραγόντων που είτε 
ενεργοποιούν το ανοσολογικό σύστημα (όπως οι ιντερφερόνες) είτε ενεργοποιούν μια 
απόκριση που είναι εξειδικευμένη για ένα ειδικό αντιγόνο των καρκινικών κυττάρων 
(Rosenberg S.A., 1999). Για το σκοπό αυτό πολλά συστήματα εμβολίων κατά του 
καρκίνου έχουν αναλυθεί σε πειραματικά μοντέλα και χρησιμοποιούνται στην
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κλινική πράξη. Κάθε σύστημα χαρακτηρίζεται από πλεονεκτήματα και 
μειονεκτήματα και συνήθως εφαρμόζεται σε συνδυασμό με κάποιο άλλο. Παρακάτω 
αναφέρονται οι τύποι των εμβολίων που έχουν αναπτυχθεί για την αντιμετώπιση του 
καρκίνου (Decker B.C., 2000).

1) Εμβόλια ολόκληρων καρκινικών κυττάρων. Υπάρχουν δύο κύριες 
κατηγορίες εμβολίων ολόκληρων καρκινικών κυττάρων: τα αυτόλογα (autologous), 
στα οποία χρησιμοποιείται τμήμα του όγκου που προέρχεται από έναν ασθενή για να 
δοθεί ως εμβόλιο στον ίδιο ασθενή, και τα αλλογενικά (allogeneic), στα οποία 
χρησιμοποιούνται όγκοι από διαφορετικό ασθενή. Το κύριο πλεονέκτημα που 
προκύπτει από τη χρήση εμβολίων ολόκληρων καρκινικών κυττάρων είναι ότι πολλά 
αντιγόνα που συνδέονται εξειδικευμένα με κύτταρα του όγκου (TSAs, Tumor 
Assosiated Antigens) είναι παρόντα στο εμβόλιο. Παρ’ όλα αυτά, αυτή η προσέγγιση 
χαρακτηρίζεται από μειονεκτήματα στα οποία περιλαμβάνονται το γεγονός ότι η 
συντριπτική πλειοψηφία των ανθρώπινων όγκων, πέρα από τις αιμοποιητικές 
κακοήθειες, δεν εκφράζουν συνδιεγερτικά μόρια και επομένως δεν μπορούν να 
ενεργοποιήσουν τα αδαή (naive) Τ λεμφοκύτταρα σε ικανοποιητικά επίπεδα για τη 
θεραπευτική απόκριση.

2) Εμβόλια γονιδίων που κωδικοποιούν για κυτοκίνες ή για συνδιεγερτικά 
μόρια. Δύο σήματα είναι γνωστό ότι απαιτούνται για την ικανοποιητική 
ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων. Στο πρώτο μεσολαβεί το σύμπλοκο πεπτιδίου- 
μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC) στην επιφάνεια των 
αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APC). Το σύμπλοκο αυτό συνδέεται με τον 
TCR υποδοχέα της επιφάνειας των Τ λεμφοκυττάρων. Στις περισσότερες 
περιπτώσεις, απουσία παραγωγής ιντερλευκίνης-2 (IL-2), η αλληλεπίδραση αυτή 
μόνη της δεν οδηγεί στην ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων. Το δεύτερο σήμα 
περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση ενός συνδιεγερτικού μορίου της επιφάνειας των 
APC κυττάρων με τον συνδέτη του που βρίσκεται στην επιφάνεια του Τ 
λεμφοκυττάρου. Έχει αποδειχθεί ότι προσθήκη συνδιεγερτικών μορίων, όπως το Β7- 
1 ή το LFA-3, σε όγκους που δεν προκαλούσαν ανοσολογική αντίδραση είχε θετικά 
αποτελέσματα. Επομένως, συνδιεγερτικά μόρια, αλλά και κυτοκίνες, μπορούν να 
χορηγηθούν άμεσα ως εμβόλιο μέσω κάποιου φορέα μεταφοράς. Το πλεονέκτημα 
που προκύπτει από την άμεση αυτή προσέγγιση είναι ότι το εμβόλιο είναι ο ίδιος ο 
όγκος του ασθενούς, που μπορεί να εκφράζει ένα μοναδικό TSA.

3) Εμβόλια πρωτεϊνών. Πρωτεΐνες, ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, 
γλυκοπρωτεΐνες ακόμη και γλυκολιπίδια έχουν χρησιμοποιηθεί ως εμβόλια κατά 
ανθρώπινων καρκίνων. Τα εμβόλια αυτά χαρακτηρίζονται από το πλεονέκτημα ότι 
δεν περιέχουν φυσιολογικά κυτταρικά συστατικά, όπως τα εμβόλια ολόκληρων 
καρκινικών κυττάρων. Από την άλλη, ένα μειονέκτημα της προσέγγισης αυτής είναι 
το υψηλό κόστος που σχετίζεται με την παραγωγή και τον καθαρισμό των πρωτεϊνών. 
Επίσης, οι πρωτεΐνες χορηγούνται με κάποιο είδος ανοσοενισχυτικού, το οποίο βοηθά 
την ενσωμάτωσή τους στα APC κύτταρα.

4) Εμβόλια πεπτιδίων. Δύο τύποι πεπτιδίων επάγουν την ανοσολογική 
απόκριση μέσω αλληλεπίδρασης με το μόριο MHC της επιφάνειας των APC 
κυττάρων. Πεπτίδια με μήκος οκτώ με έντεκα αμινοξέα, εάν περιέχουν τα κατάλληλα 
μοτίβα σύνδεσης, συνδέονται με μόρια MHC κλάσης I. Τα μόρια αυτά στη συνέχεια 
αντιδρούν με τον υποδοχέα TCR των ενεργοποιημένων CD8+ Τ λεμφοκυττάρων. Σε
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πειραματικά μοντέλα, τα CD8+ Τ λεμφοκύτταρα, που ονομάζονται κυτταροτοξικά Τ 
λεμφοκύτταρα (CTLs), είναι συνήθως υπεύθυνα για τη θανάτωση καρκινικών 
κυττάρων. Πεπτίδια με μήκος έντεκα με δεκαπέντε αμινοξέα συνδέονται με μόρια 
MHC κλάσης II. Τα μόρια αυτά στη συνέχεια ενεργοποιούν τα CD4+ Τ 
λεμφοκύτταρα, που ονομάζονται βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα (HelperTL). Τα CD4+T 
λεμφοκύτταρα παράγουν κυτοκίνες και βοηθούν στην ενεργοποίηση των CD8+ Τ 
λεμφοκυττάρων. Η χρήση πεπτιδίων ως εμβόλια χαρακτηρίζεται από πολλά 
πλεονεκτήματα μεταξύ των οποίων περιλαμβάνονται τα εξής: ολόκληρη η πρωτεΐνη 
μπορεί να περιέχει τμήματα τα οποία να είναι κοινά με αυτά των φυσιολογικών 
πρωτεϊνών και επομένως η χρήση πεπτιδίων μειώνει την πιθανότητα επαγωγής 
αυτοανοσίας, ενώ η προετοιμασία του εμβολίου είναι εύκολη. Επιπρόσθετα, από τη 
στιγμή που το ανοσογόνο είναι πολύ καλά καθορισμένο, η ανοσολογική απόκριση 
μπορεί να αναλυθεί και να ποσοτικοποιηθεί με πολλούς τρόπους. Τέλος, τα πεπτίδια 
μπορούν να γίνουν περισσότερο ανοσογόνα με την παραγωγή μορίων που αποτελούν 
αγωνιστές πεπτιδίων (αμινοξέα που συνδέονται στο μόριο MHC ή στον υποδοχέα 
TCR τροποποιούνται). Μειονεκτήματα της προσέγγισης αυτής αποτελούν το γεγονός 
ότι η ανοσολογική απόκριση είναι βραχυπρόθεσμη εξαιτίας της έλλειψης βοήθειας 
που παρέχεται από τα βοηθητικά πεπτίδια και το γεγονός ότι τα πεπτίδια χορηγούνται 
ως εμβόλια μόνο σε ασθενείς που φέρουν το συγκεκριμένο αλληλόμορφο του μορίου 
MHC.

5) Αντι-ιδιοτυπικά εμβόλια. Το ιδιοτυπικό δίκτυο εμπλέκεται στον έλεγχο της 
ρύθμισης της ανοσολογικής απόκρισης. Λεμφώματα Β λεμφοκυττάρων 
παρουσιάζουν μοναδικές ανοσοσφαιρίνες στην επιφάνειά τους, γεγονός που τα 
καθιστά εξαιρετικούς στόχους για ανοσοθεραπεία. Εμβόλια αντι-ιδιοτυπικών 
αντισωμάτων χρησιμοποιήθηκαν κλινικά επιτυχώς για αυτού του είδους την 
κακοήθεια. Η εξειδίκευση ενυπάρχει στην συγκεκριμένη προσέγγιση, από την άλλη 
όμως το γεγονός αυτό αποτελεί και μειονέκτημα (διαφορετικά λέμφοι ματ α Β 
λεμφοκυττάρων εκθέτουν μοναδικούς ιδιότυπους στην επιφάνειά τους).

Υπάρχει επίσης η δυνατότητα ανάπτυξης αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων και 
για ανοσοσφαιρίνες που δεν βρίσκονται στην επιφάνεια κάποιου κυττάρου, αλλά 
μπορεί να υπάρχουν ελεύθερες στην κυκλοφορία του αίματος (εικόνα 2).
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Εικόνα 2. Μέθοδος παρασκευής αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων. Σε ένα πειραματόζωο 
χορηγείται η πρωτεΐνη, η διαμόρφωση της οποίας στο χώρο θέλουμε να είναι παρόμοια 
με αυτή του τελικού αντι-ιδιοτυπικού αντισώματος. Το πειραματόζωο αναπτύσσει 
αντισώματα ενάντια στην πρωτεΐνη αυτή. Στη συνέχεια τα αντισώματα αυτά 
χορηγούνται σε διαφορετικό πειραματόζωο. Το πειραματόζωο αυτό αναπτύσσει τελικά 
αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα ενάντια στα πρώτα αντισώματα. Τα αντι-ιδιοτυπικά 
αντισώματα χαρακτηρίζονται τελικά από την ίδια διαμόρφωση στο χώρο με την αρχική 
πρωτεΐνη και επομένως και από τις ίδιες ιδιότητες.

6) Εμβόλια φορέων. Οι φορείς αποτελούν έναν από τους πιο εύχρηστους 
τρόπους διανομής εμβολίων που χρησιμοποιούνται στην κλινική πράξη και έχουν 
αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια. Διακρίνονται σε φορείς με 
ικανότητα αναδιπλασιασμού, ιικούς φορείς χωρίς ικανότητα αναδιπλασιασμού, 
βακτηριακούς φορείς, φορείς DNA και σε ιικούς RNA φορείς. Πολλά άρθρα 
αναφέρουν πιθανά οφέλη που αποφέρει η χρήση εμβολίων που βασίζονται στους 
φορείς αυτούς. Μερικά από αυτά είναι η δυνατότητα εισαγωγής ολόκληρων των 
γονιδίων που κωδικοποιούν για καρκινικά αντιγόνα ή για τμημάτά τους καθώς και 
πολλαπλών γονιδίων (για παράδειγμα γονίδια που κωδικοποιούν για κυτοκίνες και 
για συνδιεγερτικά μόρια). Επίσης, το κόστος για την παραγωγή των εμβολίων αυτό 
είναι χαμηλό, ιδιαίτερα αν συγκριθεί με το κόστος παραγωγής και καθαρισμού των 
πρωτεϊνών. Τέλος, πολλοί φορείς έχουν την ικανότητα να μολύνουν 
αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και με την προσέγγιση αυτή τα αντιγόνα που 
εκφράζονται από τα κύτταρα αυτά μπορούν να υποστούν επεξεργασία.

7) Εμβόλια δενδριτικών κυττάρων. Τα δενδριτικά κύτταρα θεωρούνται τα πιο 
ισχυρά αντιγονοπαρουσιαστικά (APC) κύτταρα και επομένως ένας από τους πιο 
ελκυστικούς τρόπους ανοσοποίησης. Υπάρχει η δυνατότητα φόρτωσης των κυττάρων 
αυτών με πεπτίδια, πρωτεΐνες ή αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα. Κύριο μειονέκτημα της 
προσέγγισης αυτής αποτελεί το υψηλό κόστος και ο κόπος για την πραγματοποίησή 
της. Από την άλλη όμως η βιολογία των δενδριτικών κυττάρων είναι ένα πεδίο πολλά 
υποσχόμενο, ενώ κλινικές δοκιμές έχουν αποδείξει ότι η χρήση των κυττάρων αυτών 
χαρακτηρίζεται από επιτυχία.

8) Ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες και ανοσοσφαιρίνες. Ανασυνδυασμένες 
πρωτεΐνες αντισωμάτων-κυτοκινών προσφέρουν τη δυνατότητα συνδυασμού ενός 
αντικαρκινικού αντισώματος με μια κυτοκίνη, όπως η IL-2. Προ-κλινικές μελέτες 
έχουν δείξει ότι ένα τέτοιο εμβόλιο μπορεί να ενεργοποιήσει Τ λεμφοκύτταρα στην 
περιοχή του όγκου. Κλινικές δοκιμές που χρησιμοποιούν την προσέγγιση αυτή έχουν 
ήδη ξεκινήσει.

Γενικά, τα εξειδικευμένα για τον όγκο αντιγόνα (TSAs) είναι συνήθως ασθενή 
ανοσογόνα, μια και ο όγκος υπάρχει και αναπτύσσεται παρουσία ενός ακέραιου 
ανοσοποιητικού συστήματος. Για το λόγο αυτό όλες οι προσεγγίσεις που 
προαναφέρθηκαν χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με ένα ανοσοενισχυτικό 
(κυτοκίνες, χυμοκίνες, συνδιεγερτικά μόρια).
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Η ΜΕΤΑΣΤΑΣΗ

Η μετάσταση, όπως προαναφέρθηκε, αποτελεί την πιο απειλητική μορφή στην 
οποία εξελίσσεται ο καρκίνος. Για να φτάσει ένα είδος καρκίνου στη μορφή αυτή 
απαιτείται να πραγματοποιηθεί ένας καταρράκτης διαδοχικών βημάτων. Οι 
διαδοχικές αυτές διεργασίες περιλαμβάνουν πολλαπλές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
καρκινικών κυττάρων και των κυττάρων του ιστού ξενιστή, αλλά και μεταξύ των 
καρκινικών κυττάρων και της εξωκυττάριας ουσίας. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές είναι 
οι εξής:
α) Έναρξη του όγκου. Το στάδιο αυτό περιλαμβάνει προσβολή των κυττάρων από 
καρκινογόνα, ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή καταστολή ογκοκατασταλτικών γονιδίων 
και επαναδιάταξη χρωμοσωμάτων.
β) Προαγωγή και εξέλιξη του όγκου. Το στάδιο αυτό χαρακτηρίζεται από 
καρυοτυπική, γενετική και επιγενετική αστάθεια, ενίσχυση γονιδίων, παρουσία 
γονιδίων και αυξητικών παραγόντων που σχετίζονται με την προαγωγή του όγκου και 
μετάλλαξη ή απώλεια προϊόντων ογκοκατασταλτικών γονιδίων, 
γ) Μη ελεγγόιιενος πολλαπλασιασμός. Στο στάδιο αυτό παρουσιάζονται αυτοκρινείς 
παράγοντες ή υποδοχείς τους καθώς και υποδοχείς για τις περισσότερες ορμόνες, 
όπως τα οιστρογόνα.
δ) Αγγειογένεση. Στο στάδιο αυτό εμφανίζονται πολλαπλοί παράγοντες 
αγγειογένεσης, μεταξύ των οποίων βρίσκονται και γνωστοί αυξητικοί παράγοντες. 
Πιο συγκεκριμένα, τα καρκινικά κύτταρα παράγουν προ- και μετα-αγγειογενετικούς 
παράγοντες. Όταν η ισορροπία κλίνει προς τους προ-αγγειογενετικούς παράγοντες, 
νέα αγγεία πολλαπλασιάζονται και περιβάλλονται από ταχέως διαιρούμενα καρκινικά 
κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά εκκρίνουν παράγοντες που προωθούν την ανάπτυξη και 
του όγκου αλλά και των νέων αγγείων που θα του παρέχουν αίμα (Rubin Ε.Η. and 
Hait W.N.,2001).
ε) Εισβολή σε τοπικούς ιστούς, στο aiua και στα λειιφαγγεία. Το στάδιο αυτό 
χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση χημειοτακτικών αυτοκρινών παραγόντων που 
διεγείρουν την κινητικότητα των κυττάρων (IGF, HGF, FGF, TGF-β), υποδοχέων 
προσάρτησης, ενζύμων αποικοδόμησης καθώς και από την απώλεια έκφρασης 
αναστολέων πρωτεασών.
στ) Αναγαίτιση κυκλοφορίας καοκινικών κυττάρων σε κάποιο αακρινό αγγειακό ή 
λειιφαγγειακό στρώιια και έκγυσή τους στο παρέγγυιια ή τη μεσοκυττάρια ουσία του 
ιστού στόγου. Το στάδιο αυτό χαρακτηρίζεται από τη μετανάστευση των κυττάρων 
από τον όγκο και την εγκατάστασή τους σε απομακρυσμένες περιοχές και διαιρείται 
σε επιμέρους στάδια. Μέσα στην κυκλοφορία τα καρκινικά κύτταρα σχηματίζουν 
συσσωματώματα τα οποία καλύπτονται από στρώμα ινικής που προέρχεται από το 
ινωδογόνο του πλάσματος. Αρχικά, πραγματοποιείται προσκόλληση των 
συσσωματωμάτων των καρκινικών κυττάρων στο επιθήλιο, όπου αλληλεπιδρούν με 
την ινική που τα περιβάλλει καθώς και με αιμοπετάλια και παράγοντες πήξης του 
αίματος και συνδέονται με υποδοχείς της εξωκυττάριας ουσίας. Ακολουθεί 
συρρίκνωση του ενδοθηλίου, στάδιο στο οποίο εμφανίζονται πολλοί παράγοντες 
αιμοπεταλίων και καρκινικών κυττάρων. Το τρίτο επιμέρους στάδιο είναι αυτό της 
προσκόλλησης των καρκινικών κυττάρων στη βασική μεμβράνη, που χαρακτηρίζεται 
από εμφάνιση υποδοχέων για την λαμινίνη μεταξύ των οποίων βρίσκεται και ο 
υποδοχέας μοριακού βάρους 67kDa που παρουσιάζει υψηλή συγγένεια για το 
πεπτίδιο YIGSR της λαμινίνης, με τον οποίο ασχολείται η παρούσα εργασία, τη 
θρομβοσπονδίνη και το κολλαγόνο τύπου IV. Ακολουθεί η διάσπαση της βασικής 
μεμβράνης, επιμέρους στάδιο στο οποίο εμφανίζονται μεταλλοπρωτεάσες (Gianelli
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G. et al, 1997), πρωτεάσες σερίνης (Heck L.W. et al, 1990), ηπαρινάσες και 
καθεψίνες (Tetu B. et al, 1999). To τελευταίο επιμέρους στάδιο είναι αυτό της 
εισβολής των καρκινικών κυττάρων, το οποίο χαρακτηρίζεται από εμφάνιση 
αυτοκρινών παραγόντων που διεγείρουν την κινητικότητα των καρκινικών κυττάρων 
καθώς και χημειοτακτικών παραγόντων. Τα τρία τελευταία επιμέρους στάδια 
παρουσιάζονται συνοπτικά στην εικόνα 3.

RIMPING. TO I ΑΜΙΝΙΝ
liarrurrari:

type-lV oollag***! «π ba-sai lamina

DIGESTION Of BASAL LAMINA 
BY TYPE-IV COLLAGENASE

jr-—-#;-... ............

MOTILITY

Εικόνα 3. Ένα επιμέρους στάδιο της μετάστασης. Το καρκινικό κύτταρο συνδέεται στη 
βασική μεμβράνη μέσω υποδοχέων της λαμινίνης. Με τη βοήθεια ένζυμων 
αποικοδόμησης, διασπά τα συστατικά της βασικής μεμβράνης. Μετά τη διάσπαση των 
συστατικών της βασικής μεμβράνης το καρκινικό κύτταρο είναι ικανό να κινηθεί προς 
την κυκλοφορία του αίματος και της λέμφου.

ζ) Σγηιιατισιιός αποικίας σε δευτερογενή θέση. Το στάδιο αυτό χαρακτηρίζεται από 
εμφάνιση υποδοχέων για αυξητικούς παράγοντες του τοπικού ιστού και παραγόντων 
αγγειογένεσης καθώς και από μετάλλαξη ή απώλεια γονιδίων που καταστέλλουν τη 
μετάσταση.
η) Αποφυγή της άιιυνας του ιστού ξενιστή και ανθεκτικότητα στη θεραπεία. Στο 
τελευταίο στάδιο τα καρκινικά κύτταρα αντιστέκονται στο θάνατο που οφείλεται στα 
μακροφάγα, στα κύτταρα φυσικούς φονείς (ΝΚ) και στα ενεργοποιημένα Τ 
λεμφοκύτταρα που υπάρχουν στην κυκλοφορία του αίματος. Επίσης, παρατηρείται 
αποτυχία έκφρασης ή αποκλεισμός αντιγόνων εξειδικευμένων για τα καρκινικά 
κύτταρα (TSAs, tumor specific antigens) και ενίσχυση γονιδίων που προσδίδουν 
ανθεκτικότητα σε φάρμακα.

Η διεργασία της μετάστασης παρουσιάζεται συνοπτικά στην εικόνα 4.
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Εικόνα 4. Τα επιμέρους στάδια της μετάστασης. Τα κύτταρα του καλοήθους όγκου 
πολλαπλασιάζονται και με τη βοήθεια ένζυμων αποικοδόμησης περνούν στη βασική 
μεμβράνη. Στη συνέχεια εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος. Αφού διανύσουν 
κάποια απόσταση, τα καρκινικά κύτταρα προσκολλούνται σε κάποιο σημείο του 
αγγειακού στρώματος και εκχύνονται στη βασική μεμβράνη του οργάνου στόχου. Στη 
συνέχεια πολλαπλασιάζονται και σχηματίζουν μια δευτερογενή εστία στο όργανο 
στόχος.

Κατά τη διάρκεια των σταδίων της μετάστασης μόνο τα πιο κατάλληλα 
καρκινικά κύτταρα επιβιώνουν. Δηλαδή οι διαφορετικοί υποπληθυσμοί που υπάρχουν 
στον αρχικό όγκο υφίστανται ένα είδος φυσικής επιλογής. Έτσι, επιβιώνουν και 
επικρατούν μόνο όσοι από αυτούς μπορούν να ξεπεράσουν τους μηχανισμούς άμυνας 
του οργανισμού ή την επίδραση χημειοθεραπευτικών φαρμάκων (Skipper Η.Ε., 
1983). Τελικά ένα πολύ μικρό ποσοστό (0,01%) των κυκλοφορούντων καρκινικών 
κυττάρων ξεκινούν επιτυχώς τον σχηματισμό μεταστατικών αποικιών.

Η κατανομή των μεταστάσεων ποικίλει και εξαρτάται από τον ιστολογικό 
τύπο και την ανατομική θέση του αρχικού όγκου. Τα καρκινικά κύτταρα μπορούν να 
διασπείρονται ισοδύναμα σε όλα τα όργανα, αλλά αναπτύσσονται επιλεκτικά μόνο σε 
συγκεκριμένα από αυτά. Μάλιστα η επιλογή αυτή φαίνεται να εξαρτάται από το 
τοπικό μικροπεριβάλλον και από τις ιδιότητες των μεταστατικών κυττάρων. Έτσι για 
παράδειγμα ο καρκίνος του μαστού και ο καρκίνος του προστάτη δίνουν μεταστάσεις 
στα οστά (Alberts Β. et al, 1994).

Για να πραγματοποιηθεί η μετάσταση, τα κύτταρα του όγκου, όταν βρεθούν 
στο μικροπεριβάλλον που τελικά επιλέγουν, διεισδύουν στην επιθηλιακή βασική 
μεμβράνη, εισέρχονται στο υποκείμενο μεσοκυττάριο στρώμα και κινούνται μέσα σε 
αυτό αποσυνδεόμενα από κάποιους υποδοχείς και συνδεόμενα με κάποιους άλλους 
γειτονικούς (εικόνα 5).
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Εικόνα 5. Είσοδος καρκινικών κυττάρων στην εξωκυττάρια ουσία. Για να κινηθεί ένα 
καρκινικό κύτταρο μέσα στην εξωκυττάρια ουσία, πραγματοποιεί αρχικά διάσπαση των 
συστατικών της, μέσω αποικοδομητικών ένζυμων που εκκρίνει. Στη συνέχεια 
αποδεσμεύεται από κάποιους υποδοχείς της εξωκυττάριας ουσίας και συνδέεται με 
κάποιους άλλους γειτονικούς. Τέλος, το καρκινικό κύτταρο μέσω ψευδοποδίων που 
προβά/Σει κινείται μέσα στην εξωκυττάρια ουσία και α/Σηλεπιδρά με τα κύτταρά της.

Τα φυσιολογικά κύτταρα ετπβιώνουν και πολλαπλασιάζονται μέσω σύνδεσής 
τους μεταξύ τους και προσκόλλησής τους στην εξωκυττάρια ουσία (Ruostlahti Ε. and 
Reed J.C., 1994). Απώλεια αυτής της προσκόλλησης προκαλεί τον θάνατο των 
φυσιολογικών κυττάρων. Τα καρκινικά κύτταρα όμως αποκτούν την ιδιότητα να 
αποπροσκολλούνται από την εξωκυττάρια ουσία χωρίς να πεθαίνουν (Rubin Ε.Η. and 
Hait W.N., 2001). Από τη στιγμή που τα καρκινικά κύτταρα εισβάλλουν στο 
υποκείμενο στρώμα αποκτούν πρόσβαση στα αγγεία και τα λεμφαγγεία. Έτσι 
διευκολύνεται η διασπορά τους σε μακρινά όργανα στόχους. Κατά τη διάρκεια της 
μετάβασης από το καλοήθες στο διηθητικό καρκίνωμα πραγματοποιούνται γενικές 
και εκτεταμένες αλλαγές στην οργάνωση, την κατανομή και το μέγεθος των 
επιθηλιακών βασικών μεμβρανών (Decker B.C., 2000).

Η ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΑ ΟΥΣΙΑ

Η εξωκυττάρια ουσία είναι μια τρισδιάστατη κατασκευή, η οποία περιβάλλει 
και διαχωρίζει τα συστατικά των περισσότερων ιστών, καθορίζει τη δομή τους και 
αλληλεπιδρά με τα περισσότερα κύτταρα (Engel J., 1992).

Η ΒΑΣΙΚΗ ΜΕΜΒΡΑΝΗ

Η βασική μεμβράνη αποτελεί έναν ειδικό σχηματισμό της εξωκυττάριας 
ουσίας που αποτελείται από ένα λεπτό στρώμα πρωτεϊνών και πρωτεογλυκανών στο 
οποίο επικάθεται το βασικό τμήμα των επιθηλιακών και ενδοθηλιακών κυττάρων. Οι 
βασικές μεμβράνες όχι μόνο προσφέρουν μηχανική υποστήριξη, αλλά επηρεάζουν 
επίσης και τη συμπεριφορά του κυττάρου. Τα κύρια μοριακά συστατικά των βασικών 
μεμβρανών είναι το κολλαγόνο τύπου IV, οι πρωτεογλυκάνες και οι γλυκοπρωτεΐνες. 
Μεταξύ των γλυκοπρωτεϊνών πιο κοινές είναι οι λαμινίνες (Engel J., 1992).
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ΟΙ ΛΑΜΙΝΙΝΕΣ

Οι λαμινίνες είναι μια οικογένεια που αποτελείται από τουλάχιστον έντεκα 
μεγάλες (μοριακού βάρους 800.000 - 900.000 Daltons) ετεροτριμερείς
γλυκοπρωτεΐνες της βασικής μεμβράνης. Αλληλεπιδρούν κυρίως με ιντεγκρίνες 
(διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που εκφράζονται από τα κύτταρα ως αβ ετεροδιμερή και 
περιέχουν θέσεις σύνδεσης για την αλληλουχία RGD της λαμινίνης, Decker B.C., 
2000), αλλά έχει ανακαλυφθεί ότι υποδοχείς τους αποτελούν και οι δυστρογλυκάνες 
σε μυϊκά και επιθηλιακά κύτταρα καθώς επίσης και οι μη ιντεγκρινικοί υποδοχείς που 
αναγνωρίζουν το πεπτίδιο YIGSR και θα αναφερθούν παρακάτω (Engel J., 1992). Η 
λαμινίνη-Ι απομονώθηκε από τον όγκο Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) και είναι η 
καλύτερα χαρακτηρισμένη λαμινίνη. Υπάρχει ως δομή με σχήμα ασύμμετρου 
σταυρού που αποτελείται από τις αλυσίδες αΐ, βΐ και γΐ (εικόνα 6). Μέχρι σήμερα 
έχουν αναγνωρισθεί πέντε α, τρεις β και τρεις γ αλυσίδες.

ox 1

Εικόνα 6. Το μόριο της λαμινίνης-Ι αποτελείται από τις αλυσίδες αΐ, βΐ και γΐ και έχει 
τη μορφή ασύμμετρου σταυρού.

Πέρα από το δομικό ρόλο της λαμινίνης-Ι, έχουν αναφερθεί πολλές 
βιολογικές δραστηριότητές της. Η λαμινίνη-Ι συμμετέχει στην ανάπτυξη των 
νευριτών, στη συσσωμάτωση των αιμοπεταλίων, στη θρομβογένεση (Hill-Bator A. 
and Opolski A., 2002), στην εμβρυϊκή ανάπτυξη (Miner J.H. et al, 1997), στην 
αγγειογένεση, στην προσκόλληση φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων καθώς και 
στη μετάσταση καρκινικών κυττάρων (Kleinman Η.Κ. et al, 1993 και Timpl R. and 
Brown J.C., 1994).

Χρησιμοποιώντας συνθετικά πεπτίδια, διάφοροι ερευνητές έχουν αποκαλύψει 
πολλές ενεργές αλληλουχίες στο μόριο της λαμινίνης-Ι. Πεπτίδια με την αλληλουχία 
IKVAV, που προέρχονται από την αΐ αλυσίδα της λαμινίνης-Ι, προάγουν την 
ανάπτυξη των νευριτών, την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων, τη δραστηριότητα 
διαφόρων πρωτεασών, την κυτταρική προσκόλληση, την αγγειογένεση και την 
σύνδεση αιμοπεταλίων και Τ λεμφοκυττάρων (Belk Κ. et al 1990, Neeks B.S. et al 
1994 και Kibbey M.C. et al 1994). Άλλες αλληλουχίες, όπως η YIGSR της βΐ 
αλυσίδας, έχουν διάφορες βιολογικές δραστηριότητες στις οποίες περιλαμβάνονται οι
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εξής: προσκόλληση καρκινικών κυττάρων του ήπατος (Wu Ζ.Ζ. et al, 2003) και 
νευρικών κυττάρων (Suzuki Μ. et al 2003 και Itoh S. et al 2003), αγγειογένεση καθώς 
και ανάπτυξη και μετάσταση διαφόρων καρκινικών κυττάρων (Jakamoto Ν. et al 
1991, Nakai Μ. et al, 1992 και Kawasaki K. et al 1991). Επίσης, η αλληλουχία RGD 
βρέθηκε ότι επηρεάζει την ανάπτυξη των νευριτών και την κυτταρική προσκόλληση 
(Tashiro Κ. et al, 1991).

ΤΟ ΠΕΠΤΙΔΙΟ YIGSR

Ανάμεσα στις διάφορες ενεργές περιοχές της λαμινίνης, η αλληλουχία Tyr- 
Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR), της βΐ αλυσίδας 929-933, έχει μελετηθεί εκτεταμένα 
εξαιτίας της ανασταλτικής της δράσης στις μεταστάσεις καρκινικών κυττάρων 
(Iwamoto Υ. et al, 1987). Η αλληλουχία αυτή εντοπίζεται στο Ρ1 τμήμα του επάνω 
μέρους του μορίου της λαμινίνης (Aumailley Μ. and Gayrand Β., 1998) (εικόνα 7) 
και συνδέεται εξειδικευμένα με έναν υποδοχέα υψηλής συγγένειας για τη λαμινίνη, 
μοριακού βάρους 67 kDa, που ορίζεται ως 67 kDa-LBP (Laminin Binding Protein).

binding sites for iaminin

Εικόνα 7. Αλληλουχίες της λαμινίνης οι οποίες αναγνωρίζονται από διάφορους 
υποδοχείς. Η αλληλουχία YIGSR βρίσκεται στην βΐ αλυσίδα της λαμινίνης και 
συνδέεται εξειδικευμένα με τον μη-ιντεγκρινικό υποδοχέα 67kDa-LBP, ενώ η 
αλληλουχία RGD βρίσκεται στις αλυσίδες αΐ και γΐ και συνδέεται με ιντεγκρινικούς 
υποδοχείς.

Ο ερευνητής Bandyopadhyay Κ. και οι συνεργάτες του (Bandyopadhyay Κ. et 
al, 2002) τονίζουν ότι στο πρωτόζωο Leishmania donovani η αλληλεπίδραση 
λαμινίνης-υποδοχέα 67 kDa-LBP περιλαμβάνει μια απλή τάξη θέσεων σύνδεσης. Οι 
θέσεις αυτές είναι ιονικές στη φύση, εξαρτώνται από τη διαμόρφωση και είναι πιθανό 
να περιλαμβάνουν σουλφυδρύλια. Οι ίδιοι ερευνητές αναφέρουν ότι η σύνδεση αυτή 
ενισχύεται από ιόντα ψευδαργύρου (Ζη+2), μια επίδραση που πιθανόν 
πραγματοποιείται μέσω αλληλουχιών της λαμινίνης που είναι πλούσιες σε κυστείνες 
(γνωστές ως EGF-like repeats, Narindrasorasak K.S. et al, 1992) και μοιάζουν με 
δάχτυλα ψευδαργύρου. Η θέση σύνδεσης του υποδοχέα 67 kDa-LBP εντοπίζεται σε



21

μία από τις συναινετικές ακολουθίες δαχτύλου ψευδαργύρου της βΐ αλυσίδας που 
περιλαμβάνει την εξειδικευμένη αλληλουχία του πενταπεπτιδίου YIGSR.

Η αλληλεπίδραση του πεπτιδίου YIGSR με τον υποδοχέα 67 kDa-LBP 
προτάθηκε και από άλλους ερευνητές. Ο ερευνητής Gloe Τ. και οι συνεργάτες του 
(Gloe Τ. et al, 1999) τονίζουν ότι η επώαση ενδοθηλιακών κυττάρων με το συνθετικό 
πεπτίδιο YIGSR μειώνει την ικανότητα σύνδεσης των 67 kDa-LBP υποδοχέων τους 
στη λαμινίνη-Ι κατά περίπου 50%, σε αντίθεση με το πεπτίδιο ελέγχου YIGSK, το 
οποίο δεν είχε καμία επίδραση στην ικανότητα αυτή.

Επιπρόσθετα, οι ερευνητές Littauer U.Z. και Bushkin-Harav I. (Littauer U.Z. 
and Bushkin-Harav I., 1995) επιβεβαίωσαν ότι το πεπτίδιο YIGSR αποτελεί την 
αρχική θέση σύνδεσης στη λαμινίνη ανθρωπίνων κυττάρων του νευροβλαστώματος 
(ΝΒ, ένας από τους πιο κοινούς στερεούς όγκους που εμφανίζεται στα παιδιά). Με τη 
βοήθεια χρωματογραφίας συγγένειας επιβεβαίωσαν επίσης ότι το πεπτίδιο YIGSR 
συνδέεται εξειδικευμένα στον υποδοχέα 67 kDa-LBP. Η συμβολή του πεπτιδίου 
YIGSR στο νευρικό σύστημα και συγκεκριμένα στην προσκόλληση των νευρικών 
κυττάρων στην εξωκυτταρική ουσία έχει τονισθεί και από τους ερευνητές Tong Y.W. 
και Shoichet M.S. (Tong Y.W. and Shoichet M.S., 2001) και από μια ακόμη ομάδα 
επιστημόνων (Li F. et al, 2003).

Το γεγονός ότι το πεπτίδιο YIGSR αποτελεί το συστατικό κλειδί για την 
παρεμπόδιση μεταστάσεων πολλών πειραματικών όγκων έχει αναφερθεί από πολλούς 
ερευνητές (Hill-Bator A. and Opolski A. 2002, Jaseja M. et al 2003, Busque F. et al 
2002, Iwamoto Y. et al 1987, McCarthy J.B. et al 1988, Kawasaki K. et al 1991, 
Nomizu M. et al 1993, Yoshida N. et al 1999 και Mecham R.P. et al 1991). Για 
παράδειγμα, η ερευνητική ομάδα του Mecham R.P. (Mecham R.P., 1991) 
παρατήρησε ότι χορήγηση υψηλών συγκεντρώσεων πεπτιδίου YIGSR μετρίαζε την 
ικανότητα εισβολής καρκινικών κυττάρων και την αγγειογένεση in vivo. Λίγο 
αργότερα, ο Nomizu Μ. και οι συνεργάτες του (Nomizu Μ. et al, 1993) απέδειξαν ότι 
το πεπτίδιο YIGSR μειώνει και την ανάπτυξη του πρωτογενούς όγκου. Η τελευταία 
ομάδα ερευνητών μάλιστα δημιούργησε πολυμερή μόρια στα οποία το πεπτίδιο 
YIGSR συνδεόταν με ένα πολυμερές λυσινών και κατέληξε στο συμπέρασμα ότι όσο 
μεγαλύτερο είναι το πολυμερές, τόσο πιο μεγάλη παρεμποδιστική δράση εμφανίζει 
στη μετάσταση στον πνεύμονα. Επιπρόσθετα, η ερευνητική ομάδα του Yoshida Ν. 
(Yoshida Ν. et al, 1999) τόνισε ότι πέρα από τον ανασταλτικό ρόλο του πεπτιδίου 
YIGSR στη μετάσταση του μελανώματος και του ινοβλαστώματος, το πεπτίδιο αυτό 
μπορεί να παρεμποδίσει την ανάπτυξη του όγκου και τη μετάσταση λευχαιμικών 
κυττάρων.

Σύμφωνα με μια άλλη ομάδα ερευνητών (Kim W.H. et al, 1994), όταν 
καρκινικά κύτταρα ΗΤ1080 επωάζονται με το πεπτίδιο YIGSR οδηγούνται στην 
απόπτωση. Τα καρκινικά κύτταρα μάλιστα μετά την επώαση παρουσιάζουν τις 
αναμενόμενες μορφολογικές αλλαγές που πραγματοποιούνται στην απόπτωση 
[συρρίκνωση της πλασματικής μεμβράνης, συμπύκνωση χρωματίνης, διάσπαση του 
γενώματος σε τμήματα με μέγεθος αντίστοιχο αυτού των νουκλεοσωμάτων, 
αυξημένος αριθμός 3ΌΗ άκρων στο DNA και αυξημένο ποσοστό mRNA του 
μετασχηματίζοντος αυξητικού παράγοντα (TGF βΐ)]. Επομένως το πεπτίδιο YIGSR 
μπορεί να συνεισφέρει στην παρεμπόδιση της μετάστασης και μέσω αυτής του της 
ιδιότητας.

Την αντιμεταστατική δράση του πεπτιδίου YIGSR επιβεβαίωσε και η ομάδα 
του Iwamoto Υ. σε ποντίκια με μελάνωμα B16BL6. Σε μια πιο πρόσφατη δημοσίευσή 
της (Iwamoto Υ. et al, 2002) όμως αναφέρει ότι για την εμφάνιση αυτής της δράσης 
in vivo ήταν απαραίτητες υψηλές δόσεις του πεπτιδίου YIGSR, πιθανώς εξαιτίας της
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γρήγορης αποικοδόμησης του πεπτιδίου από διάφορες πεπτιδάσες και της 
απομάκρυνσής του από την κυκλοφορία του αίματος. Για να ξεπεράσουν το 
πρόβλημα της αστάθειας του πεπτιδίου in vivo και έτσι να παρατείνουν την παρουσία 
του πεπτιδίου στο πλάσμα, οι συγκεκριμένοι ερευνητές χρησιμοποίησαν ένα σύστημα 
συνεχούς χορήγησης του πεπτιδίου αυτού (DDS, Drug Delivery System).

Διάφορες στρατηγικές έχουν αναπτυχθεί για τη βελτίωση της σταθερότητας 
του πεπτιδίου YIGSR στο αίμα, παρεμποδίζοντας την ενζυμική του αποικοδόμηση. 
Τέτοιες στρατηγικές αποτελούν η χορήγηση του πεπτιδίου σε κυκλική μορφή 
(Kleinman Η.Κ. et al, 1989) και η αντικατάσταση των L-αμινοξέων με D-αμινοξέα. 
Οι προσεγγίσεις όμως αυτές δεν ήταν σε θέση να λύσουν το πρόβλημα της γρήγορης 
απομάκρυνσης του πεπτιδίου από το αίμα. Μία προσπάθεια επίλυσης του 
συγκεκριμένου προβλήματος αποτέλεσε ο σχεδιασμός ενός μορίου στο οποίο το 
πεπτίδιο YIGSR ήταν συζευγμένο με υδατοδιαλυτούς πολυμερείς τροποποιητές 
(Yamamoto Υ. et al, 2002). Μία ακόμη προσέγγιση παρουσιάστηκε από την 
ερευνητική ομάδα του Starkey J.R., η οποία προσπάθησε να ενσωματώσει το πεπτίδιο 
YIGSR σε πρωτεΐνες περιβλήματος του μικρού σφαιρικού ιού CCMW (Copwea 
chlorotic mottle virus) με σκοπό να στοχεύσει τους υποδοχείς 67 kDa-LBP 
καρκινικών κυττάρων in vivo (Starkey J.R. et al, 1999).

To πεπτίδιο YIGSR έχει κι άλλες βιολογικές ενέργειες εκτός από τις 
παραπάνω. Στη δημοσίευση του ερευνητή Gloe Τ. και των συνεργατών του (Gloe Τ. 
et al, 1999) αναφέρεται ότι χορήγηση του πεπτιδίου YIGSR υπό συνθήκες 
διατμητικής τάσης (shear stress) είχε σαν αποτέλεσμα την παρεμπόδιση σύνδεσης του 
υποδοχέα 67 kDa-LBP των ενδοθηλιακών κυττάρων στη λαμινίνη, με αποτέλεσμα να 
μειώνεται η έκφραση των γονιδίων e-NOs που κωδικοποιούν για τη συνθετάση του 
μονοξειδίου του αζώτου. Φυσιολογικά η έκφραση των γονιδίων e-NOs επάγεται σε 
κατάσταση stress. Έτσι οι ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι ο υποδοχέας 67 
kDa-LBP, εξαιτίας της ικανότητας σύνδεσης με το πεπτίδιο YIGSR, σχετίζεται άμεσα 
με την αντίληψη εξωκυτταρικών δυνάμεων και τη μετάφραση των σημάτων αυτών σε 
κυτταρική απόκριση.

Επίσης, ο επιστήμονας Massia S.P. και οι συνεργάτες του (Massia S.P. et al,
1993) έδειξαν ότι ο υποδοχέας 67 kDa-LBP εντοπίζεται μαζί με ινίδια τάσης του 
κυτταροσκελετού και τις πρωτεΐνες α-ακτινίνη και βινκουλίνη σε θέσεις εστιακής 
προσκόλλησης. Η παρατήρηση αυτή αποτελεί μια ακόμη ένδειξη ότι ο υποδοχέας 67 
kDa-LBP εμπλέκεται σε διεργασίες μεταγωγής σήματος.

Οι ερευνητές Crawford V.D. και Burke R.D. (Crawford V.D. and Burke R.D.,
1994) αναφέρουν ότι η δομή YIGSR της λαμινίνης συμμετέχει ενεργά στη 
γαστριδιοποίηση θαλάσσιων αχινών μια και ενεργοποιεί τη μετανάστευση κυττάρων 
από το μεσέγχυμά τους. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω υποδοχέων που υπάρχουν στην 
επιφάνεια κυττάρων του μεσεγχύματος.

Τέλος, μια άλλη ομάδα ερευνητών (Wang G.J. et al, 1994) κατάφερε να 
απεικονίσει θρόμβους με τη βοήθεια ραδιοεπισημασμένου με τεχνήτιο (99mTc) 
πεπτιδίου YIGSR. Στη αντίστοιχη δημοσίευση οι ερευνητές αυτοί επισημαίνουν την 
γρήγορη απομάκρυνση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου από την κυκλοφορία του 
αίματος και την απέκκρισή του μέσω των ουροφόρων οδών και σε μικρότερο βαθμό 
μέσω του γαστρεντερικού συστήματος.

Τα παραπάνω στοιχεία δείχνουν ότι το πεπτίδιο YIGSR είναι μια λειτουργική 
περιοχή της λαμινίνης, που αντιδρά και προς τα φυσιολογικά αλλά κυρίως προς τα 
κακοήθη κύτταρα.
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Ο ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ 67 kDa-LBP

Ο υποδοχέας 67 kDa-LBP έχει αναγνωρισθεί ότι προωθεί συγκεκριμένα την 
κυτταρική σύνδεση και μετανάστευση για τα περισσότερα είδη κυττάρων, εκτός από 
τα χονδροκύτταρα, τους ινοβλάστες και τους οστεοβλάστες (Iwamoto Υ. et al, 1987 
και Graf J. et al, 1987). To γονίδιο που κωδικοποιεί για τον συγκεκριμένο υποδοχέα 
εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 3 στον τόπο 3ρ21.3 (αντίγραφο μεγέθους 1,2 Kb, Satoh 
Κ. et al, 1992) (Jackers P. et al, 1996) και είναι γνωστό ότι εκφράζεται σε μεγαλύτερα 
επίπεδα σε κύτταρα κακοηθών όγκων συγκριτικά με τα φυσιολογικά κύτταρα (Qin 
G.M. et al 2002 και Ardini Ε. et al 1997). Σύμφωνα με την ερευνητική ομάδα του 
Gloe Τ. (Gloe Τ. et al, 1994) ο υποδοχέας 67 kDa-LBP εκφράζεται συνεχώς στα 
επιθηλιακά κύτταρα και δεν ανήκει στην οικογένεια των ιντεγκρινών, σε αντίθεση με 
τις περισσότερες πρωτεΐνες που συνδέονται στη λαμινίνη-Ι.

Μια άλλη ομάδα ερευνητών ωστόσο αναφέρει ότι στον οργανισμό Aspergillus 
fumigatus ο υποδοχέας 67 kDa-LBP φαίνεται να είναι μία λεκτίνη. Πιο 
συγκεκριμένα, η ομάδα αυτή υποστηρίζει ότι στην επιφάνεια των κονιδίων του 
οργανισμού αυτού υπάρχει αυτός ο υποδοχέας-λεκτίνη, ο οποίος συνδέεται ειδικά 
στη λαμινίνη μέσω καταλοίπων σιαλικού οξέος που υπάρχουν στις αλυσίδες της 
γλυκοπρωτεΐνης αυτής (Bouchara J.P. et al, 1997).

Η αλληλεπίδραση του υποδοχέα 67 kDa-LBP με τη λαμινίνη προκαλεί 
αλλαγή διαμόρφωσης στη δομή των μορίων προσκόλλησης, αυξάνοντας τη συγγένεια 
της λαμινίνης για την επιφάνεια των καρκινικών κυττάρων (Magnifico A. et al, 
1996). Η δυνατή σχέση μεταξύ της αυξημένης έκφρασης του υποδοχέα 67 kDa-LBP 
και της μεταστατικής τάσης των καρκινικών κυττάρων δείχνει ότι ο υποδοχέας αυτός 
παίζει ρόλο στην ανάπτυξη του μεταστατικού φαινοτύπου (CastronovoV., 1993 και 
Menard S. et al, 1998). Ο ερευνητής Ardini Ε. και οι συνεργάτες του σε μια 
πρόσφατη δημοσίευσή τους (Ardini Ε. et al, 2002) προτείνουν μια ακόμη πιθανή 
δράση του υποδοχέα 67 kDa-LBP που σχετίζεται με την ανάπτυξη του μεταστατικού 
φαινοτύπου. Πιο συγκεκριμένα, προτείνουν ότι οι αλλαγές διαμόρφωσης της 
λαμινίνης, που προκαλούνται από τη σύνδεσή της με τον υποδοχέα 67 kDa-LBP, 
αλλάζουν την πρωτεολυτική διάσπαση αυτού του μορίου προσκόλλησης. Το γεγονός 
αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ενίσχυση της αποικοδόμησης της βασικής μεμβράνης 
και επομένως και της επιθετικότητας των καρκινικών κυττάρων αλλά και της 
μετάστασης.

Άλλοι ερευνητές (Ford C.L. et al, 1999) υποστηρίζουν την ύπαρξη μιας 
πρωτεΐνης μοριακού βάρους 37 kDa (37-LRP), η οποία αποτελεί πρόδρομη ένωση για 
τον υποδοχέα 67 kDa-LBP. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης αυτής μάλιστα έχει 
συνδεθεί με την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό καρκινικών κυττάρων. Η 
πρωτεΐνη αυτή καλείται επίσης και ρ40 και αποτελεί συστατικό της μικρής 
ριβοσωμικής υπομονάδας. Πρόκειται δηλαδή για μια πολυλειτουργική πρωτεΐνη, η 
οποία είναι υψηλά διατηρημένη φυλογενετικά, ενώ πρωτεΐνες σχετιζόμενες με αυτή 
έχουν αναγνωρισθεί σε είδη που εξελεγκτικά απέχουν μεταξύ τους, όπως ο άνθρωπος 
και η ζύμη Saccharomyces cereviviae. Η ομόλογη πρωτεΐνη της p40/37-LRP στη 
ζύμη κωδικοποιείται από ένα ζεύγος γονιδίων, τα RPSOA και RPSOB. Τα γονίδια 
αυτά είναι απαραίτητα για την μετατροπή του πρόδρομου 20S rRNA στο ώριμο 18S 
rRNA, ένα σημαντικό βήμα για την ωρίμανση της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας. 
Επομένως, οι πρωτεΐνες p40/37-LRP αποτελούν συστατικά κλειδιά για τον 
μηχανισμό της πρωτεϊνοσύνθεσης. Η ικανότητα αυτή, μαζί με την ικανότητα να 
αποτελούν πρόδρομες ενώσεις των υποδοχέων 67 kDa-LBP, μπορεί να εξηγήσει κατά 
κάποιο τρόπο για ποιο λόγο συνδέεται η υπερέκφραση των πρωτεϊνών p40/37-LRP
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με την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων, όπου οι 
απαιτήσεις των ταχύτατα διαιρούμενων κυττάρων είναι αυξημένες.

Μετά από πρόσφατη ανάλυση της πρωτοταγούς δομής του υποδοχέα 67 kDa- 
LBP (Kazmin D.A. et al, 2003), αποκαλύφθηκε ότι οι πρωτεΐνες p40/37-LRP είναι 
οργανωμένες σε δύο κύριες δομές. Το αμινοτελικό τμήμα των LRPs είναι παρόμοιο 
με αυτό των προκαρυωτικών ριβοσωμικών υπομονάδων της S2 οικογένειας, ενώ το 
καρβοξυτελικό τμήμα είναι μοναδικό για τα μετάζωα και εμπλέκεται σε 
εξωριβοσωμικές λειτουργίες. Το τμήμα αυτό (καρβοξυτελικό) περιέχει το 
παλινδρομικό μοτίβο LMWWML και είναι αυτό που σχετίζεται με τη σύνδεση στη 
λαμινίνη. Μερική επικάλυψη των δύο αυτών περιοχών (αμινοτελικού και 
καρβοξυτελικού άκρου) προτείνει ότι οι λειτουργίες της πρωτεΐνης ως συστατικό 
ριβοσωμικής υπομονάδας ή ως υποδοχέας που συνδέεται με τη λαμινίνη είναι πιθανό 
να είναι αμοιβαία αποκλειόμενες. Οι LRPs μάλιστα του Thermus thermophilus 
υιοθετούν ένα σχήμα α-β σάντουιτς παρόμοιο με αυτό των S2 πρωτεϊνών. Το 
σάντουιτς αυτό αποτελείται από πέντε παράλληλα β πτυχωτά φύλλα που 
περικλείονται ανάμεσα σε δύο δομές των τεσσάρων α ελίκων. Και οι δύο επιφάνειες 
των κεντρικών β πτυχωτών φύλλων είναι πλούσιες σε αλειφατικά και υδρόφοβα 
κατάλοιπα που μαζί με τα αλειφατικά κατάλοιπα των α ελίκων σχηματίζουν τον 
σταθερό υδρόφοβο πυρήνα των p40/37-LRPs (εικόνα 8). Η σταθερότητα βέβαια 
αυτής της αναδίπλωσης έρχεται σε αντίθεση με την προτεινόμενη από τον Castronovo 
V. (Castronovo V. et al, 1991) διαμεμβρανική δομή στο κεντρικό τμήμα (αμινοξέα 
86-101) του υποδοχέα. Ο ερευνητής αυτός μάλιστα αναφέρει ότι η πρόδρομη 
πρωτεΐνη μοριακού βάρους 37kDa ομο- ή ετερο-διμερίζεται μέσω λιπαρών οξέων 
μετά από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις και με τη μορφή αυτή εμφανίζεται στην 
κυτταρική μεμβράνη ως πρωτεΐνη μοριακού βάρους 67kDa.

Εικόνα 8. Δομή πρωτεΐνης της οικογένειας S2. Η πρωτεΐνη 67kDa-LBP είναι ομόλογη 
με την πρωτεΐνη αυτή και η δομή της διαφέρει στο γεγονός ότι η 67kDa-LBP δεν 
περιέχει τις δύο έλικες που απεικονίζονται με απαλό γκρι χρώμα.

Τέλος, ο φυσιολογικός ρόλος του υποδοχέα 67 kDa-LBP περιλαμβάνει τη 
δραστηριότητά του ως βοηθητικό μόριο για την ιντεγκρίνη α6β4. Οι δύο υποδοχείς 
εκφράζονται και ρυθμίζονται μαζί, ενώ συνεργάζονται φυσιολογικά στην κυτταρική 
επιφάνεια, κάνοντας πιθανή την αμοιβαία ανάμιξή τους στη σύνδεση της λαμινίνης 
(Ardini Ε. et al, 1997) (εικόνα 9).
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possible interaction of integrin and the 
non-integrin receptor LBP at laminin

Εικόνα 9. Ο υποδοχέας 67kDa-LBP είναι πιθανό να αλληλεπιδρά με ιντεγκρινικούς 
υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου για να συνδεθεί με τη λαμινίνη. Παρατηρείται 
ότι ο υποδοχέας 67kDa-LBP συνδέεται στη λαμινίνη στην περιοχή όπου βρίσκεται η 
αλληλουχία YIGSR, ενώ ο ιντεγκρινικός υποδοχέας στην περιοχή στην οποία βρίσκεται 
η αλληλουχία RGD.

Παρ’ όλα αυτά ο ακριβής μηχανισμός και η λειτουργία του υποδοχέα 67kDa- 
LBP δεν είναι πλήρως γνωστά.

Στο εργαστήριο Βιολογικής Χημείας του τμήματος ιΐατρικής του 
Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης διεξάγεται από δεκαετίας και πλέον 
έρευνα σχετικά με τις ιδιότητες του πεπτιδίου YIGSR. Ήδη από το 1995 ο κ. 
Κολιάκος και οι συνεργάτες του (Κολιάκος Γ. και συν., 1995 και Kouzi-Koliakos Κ. 
et al, 1996) ύστερα από χορήγηση ραδιοεπισημασμένου με ιώδιο πεπτιδίου YIGSR 
σε πειραματόζωα που έφεραν πειραματικούς όγκους πνεύμονα (Lewis Lung) και 
μελανώματος (Β16 Melanoma) έδειξαν ότι το πενταπεπτίδιο YIGSR συνδέεται με τον 
υποδοχέα 67 kDa-LBP της λαμινίνης που σχετίζεται με τη μετάσταση και in vivo.

Αργότερα, με απεικονίσεις σε γ κάμερα πειραματόζωων που έφεραν καρκίνο 
του πνεύμονα και στα οποία είχε χορηγηθεί ραδιοεπισημασμένο με ιώδιο πεπτίδιο 
YIGSR, έδειξαν ότι πράγματι το ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο συγκεντρώνεται 
κυρίως στην επιφάνεια ορισμένων μόνο καρκινικών κυττάρων και όχι στην επιφάνεια 
των φυσιολογικών (Koliakos G. et al, 1997). Έτσι, προτάθηκε ότι το πεπτίδιο YIGSR 
θα μπορούσε να θεωρηθεί ως βάση για την in vivo εκτίμηση της μεταστατικής τάσης 
του όγκου. Με τον τρόπο αυτό το ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο YIGSR θα μπορούσε 
να είναι χρήσιμο στην ιατρική πράξη στις αποφάσεις που λαμβάνονται για τη 
θεραπεία του καρκίνου.

Σε μια πρόσφατη εργασία που πραγματοποιήθηκε στο συγκεκριμένο 
εργαστήριο, η κ. Κουζή-Κολιάκου Κ. και οι συνεργάτες της (Kouzi-Koliakos Κ. et al, 
2002) χρησιμοποίησαν την αρχή των αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων (εικόνα 2) και 
σχέδιασαν ένα αντι-ιδιοτυπικό εμβόλιο, το οποίο βασίστηκε στη δομή του πεπτιδίου 
YIGSR, με σκοπό την παρεμπόδιση της μετάστασης σε πειραματόζωα που έφεραν 
καρκίνο του πνεύμονα. Πιο συγκεκριμένα, ορός υψηλού τίτλου από ανοσοποιημένο 
κουνέλι που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR χρησιμοποιήθηκε για την ανοσοποίηση 
των πειραματόζωων που προαναφέρθηκαν. Τα πειραματόζωα αυτά ανέπτυξαν τελικά 
αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα με δομή παρόμοια με αυτή του πεπτιδίου YIGSR.
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Επομένως τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα διατηρούσαν την ιδιότητα σύνδεσης με 
τους υποδοχείς 67kDa των καρκινικών κυττάρων. Έτσι, ήταν αναμενόμενη η 
παρατήρηση ότι στα συγκεκριμένα πειραματόζωα παρεμποδίσθηκε η διαδικασία της 
μετάστασης.

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Η ικανότητα του πεπτιδίου YIGSR να συνδέεται εξειδικευμένα σε υποδοχείς 
67kDa κυττάρων του όγκου με αυξημένη μεταστατική ικανότητα καθώς και να 
παρεμποδίζει τη μετάσταση έχει δοκιμασθεί, όπως προαναφέρθηκε, σε πειραματόζωα 
με αναπτυγμένο καρκίνο του πνεύμονα και μελάνωμα. Σκοπός της παρούσας 
εργασίας είναι η επιβεβαίωση των συγκεκριμένων ιδιοτήτων και σε πειραματόζωα 
που φέρουν καρκίνο του παγκρέατος. Επιπρόσθετο στόχο αποτελεί η επιβεβαίωση 
της αντιμεταστατικής δράσης του αντι-ιδιοτυπικού εμβολίου που βασίζεται στο 
πεπτίδιο YIGSR σε καρκίνο του παγκρέατος καθώς και η σύνθεση ενός αντι- 
ιδιοτυπικού εμβολίου, που περιέχει θραύσματα Fab των αντισωμάτων IgG (anti- 
YIGSR) συνδεμένα στο μόριο της πολύΈ-λυσίνης (αριθμός ευρεσιτεχνίας 
PCT/GR02/00027) με σκοπό την ενίσχυση της αποτελεσματικότητας των 
εμβολιασμών.
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

1. ΤΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ

Τα πειραματόζωα προέρχονταν από το Συμεωνίδιο ερευνητικό κέντρο του 
Θεαγενείου Αντικαρκινικού Ινστιτούτου Θεσσαλονίκης όπου και φυλάσσονταν. 
Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν εβδομήντα ποντίκια BalbC57BL και των δύο φύλων 
ηλικίας οκτώ με δέκα εβδομάδων και βάρους είκοσι με εικοσιπέντε γραμμαρίων.

Δεκαέξι πειραματόζωα χρησιμοποιήθηκαν για την παρακολούθηση της 
επιβίωσης και για τη λήψη ιστολογικών τομών από τους πνεύμονές τους. Δεκαέξι 
πειραματόζωα χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα απεικόνισης. Δεκαέξι 
πειραματόζωα χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της επιτυχίας της ανοσοποίησης και 
είκοσι πειραματόζωα για την τοξικολογική μελέτη. Χρησιμοποιήθηκαν επίσης και 
δύο φυσιολογικά πειραματόζωα, οροί των οποίων συγκρίθηκαν με τους αντίστοιχους 
των πειραματόζωων στα πειράματα για τον έλεγχο της επιτυχίας της ανοσοποίησης.

2. ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΜΕ ΟΡΟ ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ

Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων της παρούσας εργασίας τα 
πειραματόζωα χωρίστηκαν σε τέσσερις ομάδες. Στις ομάδες αυτές 
πραγματοποιούνταν πέντε εμβολιασμοί ανά μία εβδομάδα. Στο τέλος των 
εμβολιασμών ακολουθούσε εμφύτευση όγκου παγκρέατος (mouse PANC 02).

Οι οροί που χρησιμοποιήθηκαν για όλους τους εμβολιασμούς προέρχονταν 
από την εταιρία Genosphere Biotechnologies μετά από ειδική παραγγελία και 
προέκυψαν μετά από ανοσοποίηση κουνελιών με το πεπτίδιο YIGSR. Επομένως οι 
οροί των κουνελιών περιείχαν αντισώματα που αναπτύσσονταν έναντι του πεπτιδίου 
YIGSR (anti-YIGSR). Το ανοσοενισχυτικό προέρχονταν από την εταιρία Sigma, ενώ 
οι εμβολιασμοί πραγματοποιούνταν υποδορίως.

Η πρώτη ομάδα αποτελούνταν από οκτώ πειραματόζωα τα οποία 
εμβολιάζονταν με 0,05ml ορού κουνελιού (υψηλού τίτλου 1/500), στον οποίο 
περιέχονταν αντισώματα anti-YIGSR, μαζί με 0,05ml ανοσοενισχυτικού Freund’s 
adjuvant (complete στον πρώτο εμβολιασμό και incomplete στους επόμενους). Η 
δεύτερη ομάδα αποτελούνταν από οκτώ πειραματόζωα τα οποία εμβολιάζονταν με 
τον ίδιο τρόπο και με τον ίδιο ορό κουνελιού. Η τρίτη ομάδα αποτελούνταν κι αυτή 
από οκτώ πειραματόζωα που εμβολιάζονταν με τον ίδιο τρόπο, αλλά με ορό του ίδιου 
κουνελιού πριν ανοσοποιηθεί (pre-immune), ο οποίος δεν περιείχε αντισώματα anti- 
YIGSR. Τα πειραματόζωα της δεύτερης και τρίτης ομάδας θυσιάζονταν ανά 
εβδομάδα μετά την εμφύτευση του όγκου παγκρέατος, ώστε να είναι δυνατός ο 
έλεγχος της επιτυχίας της ανοσοποίησής τους. Η τέταρτη ομάδα αποτελούνταν από 
οκτώ πειραματόζωα τα οποία εμβολιάζονταν με τον ίδιο τρόπο όπως οι εκπρόσωποι 
των προηγούμενων ομάδων, αλλά με ορό του ίδιου κουνελιού πριν ανοσοποιηθεί 
(pre-immune), ο οποίος δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR.

Η τοξικολογική μελέτη πραγματοποιήθηκε για να διαπιστωθεί η 
επικινδυνότητα χορήγησης του ορού στον οποίο περιέχονταν αντισώματα anti- 
YIGSR. Πιο συγκεκριμένα, είκοσι πειραματόζωα εμβολιάσθηκαν με τον ορό που 
προαναφέρθηκε και παρακολουθήθηκαν επί τρεις μήνες για κάποια πιθανή επιπλοκή.
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3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΝΤΙ-ΙΔΙΟΤΥΠΙΚΩΝ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ (anti-id-YIGSR) ΣΤΟΝ 
ΟΡΟ ΠΟΝΤΙΚΟΥ (ΈΛΕΓΧΟΣ ΕΠΙΤΥΧΙΑΣ ΤΗΣ ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΣΗΣ)

Για να ελεγχθεί η αποτελεσματικότητα των εμβολιασμών που 
προαναφέρθηκαν, πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοενζυμομέτρησης ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay), ανοσοαποτύπωσης (Western blotting) καθώς 
και πειράματα παρεμπόδισης σύνδεσης του επισημασμένου πεπτιδίου YIGSR (99mTc- 
YIGSR) σε κύτταρα Hep-2. Στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε το πενταπεπτίδιο 
της λαμινίνης YIGSR (Τυροσίνη-Ισολευκίνη-Γλυκίνη-Σερίνη-Αργινίνη), το οποίο 
προερχόταν από την εταιρία Sigma σε συγκέντρωση 1 mg/ml σε απεσταγμένο νερό. Η 
καθαρότητα του πεπτιδίου ήταν μεγαλύτερη από 99%, σύμφωνα με την ποιοτική 
ανάλυση και το πιστοποιητικό της εταιρίας.

A) Α νοσοαποτύπωση

Αρχικά πραγματοποιούνταν ηλεκτροφόρηση ορών που προέρχονταν από 
ανοσοποιημένα ποντίκια. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιούνταν πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου 7,5% παρουσία δωδεκυλοθειϊκού νατρίου (SDS) με πηκτή 
συσσώρευσης 5% με το σύστημα ρυθμιστικών διαλυμάτων που προτάθηκε από τους 
Laemmli και συν. (Laemmli U.K. et al, 1976). Στην πηκτή αυτή εφαρμόζονταν Ιθμΐ 
ορών που προέρχονταν από ανοσοποιημένα ποντίκια (σε αραίωση 1/100 με 
φυσιολογικό ορό) με ίση ποσότητα διαλύματος φόρτωσης (ρυθμιστικό διάλυμα Tris 
με συγκέντρωση 0.05Μ καιρΗ 6,8, που περιείχε 3% SDS, 15% γλυκερόλη και 0,01% 
κυανούν της βρωμοφαινόλης). Στη συνέχεια η πηκτή ηλεκτροφορούνταν σε συσκευή 
Hoeffer για δύο ώρες. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιούνταν με ρεύμα έντασης 
20mA.

Μετά την ηλεκτροφόρηση η πηκτή τοποθετούνταν πάνω σε φύλλο 
νιτροκυτταρίνης και ανάμεσα στα ηλεκτρόδια της συσκευής ανοσοαποτύπωσης 
(Hoeffer). Το σύστημα αυτό εμβαπτιζόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (25mM 
Tris, 0,192Μ γλυκίνη pH 8,5, 10% μεθανόλη, 0,01% SDS) και η πηκτή παρέμενε στη 
συσκευή Hoeffer ολονύκτια στους 4°C σε ρεύμα έντασης 150mA. Με τον τρόπο αυτό 
πραγματοποιούνταν μεταφορά των πρωτεϊνικών ταινιών από την πηκτή στη 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης.

Αμέσως μετά η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επωαζόταν σε θερμοκρασία 
δωματίου για μία ώρα με διάλυμα που περιείχε 5% σκόνης αποβουτυρωμένου 
γάλακτος διαλυμένης σε ρυθμιστικό διάλυμα TBS (2,42% Tris και 8% NaCl) pH 7,6 
(blocking buffer). Μετά από τρεις πεντάλεπτες πλύσεις της μεμβράνης με διάλυμα 
TBS που περιείχε 0,1% διαλύματος Tween-20, ακολουθούσε ολονύκτια επώασή της 
με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR σε αραίωση 1:1000 στο 
διάλυμα που περιείχε 5% σκόνης αποβουτυρωμένου γάλακτος που προαναφέρθηκε. 
Ακολουθούσαν τρεις πλύσεις της μεμβράνης με διάλυμα TBS που περιείχε 0,1% 
διαλύματος Tween-20. Έπειτα, ένα δεύτερο αντίσωμα, συνδεδεμένο με το ένζυμο 
υπεροξειδάση (horseradish peroxidase-labelled goat antirabbit IgG/Sigma), 
προσθέτονταν σε αραίωση 1:1000 και ακολουθούσε επώαση για μία ώρα σε 
θερμοκρασία δωματίου. Μετά από τρεις πλύσεις με διάλυμα TBS που περιείχε 0,1% 
διαλύματος Tween-20, ακολουθούσε προσθήκη αντιδραστηρίων για την ανίχνευση 
της χημειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence, ECL/Pierce) και επώαση για
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ένα λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, η μεμβράνη τοποθετούνταν μέσα σε 
λεπτό διαφανές αδιάβροχο πλαστικό φύλλο (saran wrap) και επάνω σε φιλμ ακτινών 
X (Fujifilm) μέσα σε σκοτεινό θάλαμο για δέκα δευτερόλεπτα. Με τον τρόπο αυτό 
πραγματοποιούταν η ανίχνευση του φωτός που εκπεμπόταν μετά από την αντίδραση 
της υπεροξειδάσης κατά τη διάρκεια των δέκα δευτερολέπτων.

Β) Ανοσοενζυμομέτρηση

Οι μετρήσεις έγιναν σε πλαστικές πλακέτες τύπου ELISA των ενενήντα έξι 
θέσεων. Κάθε θέση καλυπτόταν με 50μ1 διαλύματος πενταπεπτιδίου YIGSR 
συγκέντρωσης 100pg/ml σε ρυθμιστικό διάλυμα 40mM καρβονικού/δικαρβονικού 
νατρίου pH 9,6 που περιείχε 0,02% NaN3 και επωαζόταν ολονύκτια σε θερμοκρασία 
4°C. Την επόμενη ημέρα, 25μ1 ορού κουνελιού σε αραίωση 1/500 επωάζονταν σε 
θερμοκρασία δωματίου επί δεκαπέντε λεπτά με ίση ποσότητα είτε ορού ποντικού 
ανοσοποιημένου με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR είτε ορού 
ποντικού ο οποίος είχε εμβολιασθεί με ορό του ίδιου κουνελιού πριν ανοσοποιηθεί 
(δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR).

Στη συνέχεια ακολουθούσε πλύση των θέσεων της πλακέτας που είχαν 
καλυφθεί με το πεπτίδιο με 200μ1 διαλύματος PBS (pH 7,4: 80mM NaiHPCL, 20mM 
NaiLPCL και lOOmM NaCl) που περιείχε 0,5% διαλύματος Tween-20. Έπειτα, 50μ1 
από το μίγμα των δύο ορών προσθέτονταν στις αντίστοιχες θέσεις και ακολουθούσε 
ολονύκτια επώαση σε θερμοκρασία 4°C (πρώτο αντίσωμα). Την επόμενη μέρα 
πραγματοποιούνταν τέσσερις πλύσεις με 200μ1 διαλύματος PBS που περιείχε 0,5% 
διαλύματος Tween-20. Ακολουθούσε προσθήκη ΙΟΟμΙ αντισώματος goat antirabbit 
IgG συνδεδεμένου με υπεροξειδάση (Sigma) (αραιωμένου σε διάλυμα PBS 1/1000) 
και επώαση για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά από τέσσερις πλύσεις με 
200μ1 διαλύματος PBS που περιείχε 0,5% διαλύματος Tween-20 προσθέτονταν ΙΟΟμΙ 
διαλύματος PBS που περιείχε 0,1% διαλύματος Tween-20, 0,1 mg/ml διυδροχλωρικής 
τετραμεθυλοβενζιδίνης (Sigma) και 0,2% υπεροξειδίου του υδρογόνου. Μετά από 
επώαση πέντε έως δέκα λεπτών, η αντίδραση σταματούσε με προσθήκη 50μ1 2,5Μ 
θειικού οξέος σε απεσταγμένο νερό. Τα αποτελέσματα μετρούνταν με ένα φωτόμετρο 
μέτρησης ELISA Stat-Fax2100 (Awareness Technology) σε μήκος κύματος 450nm.

Γ) Παρεμπόδιση σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεταιδίου YIGSR ("mTc-YIGSR) 
σε κύτταρα Hep-2

Τα κύτταρα (κυτταρική σειρά Hep-2) καλλιεργούνταν σε φιάλη καλλιέργειας 
κυττάρων 175-cm2 για σαράντα οκτώ ώρες σε υλικό MEM (Minimal Essential 
Medium, Seromed, Biochrom KG, Berlin, Germany) που περιείχε 10% FCS (Fetal 
Calf Serum, Seromed, Germany). Στη συνέχεια, το υλικό απομακρυνόταν, η φιάλη 
πλενόταν τρεις φορές με στείρο διάλυμα PBS και τα κύτταρα συλλέγονταν μετά από 
επώαση δύο λεπτών στους 37°C με 2ml διαλύματος 0,05% τρυψίνης που περιείχε 
0,02% EDTA σε διάλυμα PBS. Ακολουθούσε προσθήκη υλικού ΜΕΜ που περιείχε 
10% FCS, ώστε να σταματήσει η επίδραση της τρυψίνης. 150μ1 από τα κύτταρα που 
συλλέγονταν προσθέτονταν σε κάθε θέση μίας πλακέτας τύπου ELISA και 
ακολουθούσε επώαση στους 37°C για τριάντα λεπτά και αμέσως μετά στους 4°C για 
άλλα τριάντα λεπτά.
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Εν τω μεταξύ, πραγματοποιούταν ραδιοσήμανση του πενταπεπτιδίου YIGSR 
με 99mTc, όπως περιγράφεται πιο κάτω. Το διάλυμα που παρασκευάζαμε περιείχε 
40pg/ml ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο "mTc-YIGSR με ειδική ραδιενέργεια 
0,lpCi/pg. ΙΟΟμΙ του διαλύματος αυτού αναμιγνύονταν με ίση ποσότητα ορού 
ποντικού εμβολιασμένου είτε με τον ορό του κουνελιού που περιείχε αντισώματα 
anti-YIGSR είτε με τον ορό ελέγχου. Μετά το τέλος της επώασης, ακολουθούσε 
προσθήκη 50μ1 του μίγματος (ορός ποντικού-ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο 99mTc- 
YIGSR) στις αντίστοιχες θέσεις της πλακέτας και επώαση στους 4°C για τριάντα 
λεπτά. Μετά από τρεις πλύσεις με ΙΟΟμΙ διαλύματος PBS, προσθέτονταν σε κάθε 
θέση ΙΟΟμΙ διαλύματος λύσεως (0,5% ΝαΟΗ και 1% SDS σε απεσταγμένο νερό), το 
οποίο ήταν προθερμασμένο στους 60°C, και ακολουθούσε επώαση τεσσάρων λεπτών. 
Τα δείγματα αναδεύονταν με αυτόματο σιφώνιο μέσα στην κάθε θέση και 
συλλέγονταν σε δοκιμαστικούς σωλήνες (RIA tubes). Η ραδιενέργεια των δειγμάτων 
(counts per minute, cpm) μετρούνταν σε μετρητή γ ακτινοβολίας (γ counter).

4. ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ ΟΓΚΩΝ ΚΑΙ ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ ΤΩΝ 
ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ

Μετά από τους πέντε εμβολιασμούς με ορό κουνελιού που περιείχε
αντισώματα anti-YIGSR ακολουθούσε, όπως προαναφέρθηκε, εμφύτευση όγκου 
παγκρέατος (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma) στις αντίστοιχες ομάδες 
πειραματόζωων. Η εμφύτευση των όγκων πραγματοποιούνταν στο Συμεωνίδιο 
ερευνητικό κέντρο του Θεαγενείου Αντικαρκινικού Ινστιτούτου Θεσσαλονίκης.

Ο πειραματικός όγκος που χρησιμοποιήθηκε (Mouse PANC 02/code
C5702/A/Transplant Generation) αναπτύχθηκε το 1978 από τον Tom Corbett στο 
Southern Research Institute Birmingham, AL ως καρκίνωμα παγκρέατος σε ένα 
ποντίκι BalbC57BL/6 (Τα ποντίκια της φυλής BalbC57BL θεωρούνται ιδανικά για 
την ανάπτυξη συμπαγών όγκων, όπως αυτός του παγκρέατος) μετά από επαγωγή από 
το καρκινογόνο 3μεθυλοχολανθρένιο. Πιο συγκεκριμένα, ένα κομμάτι από βαμβάκι 
εμποτισμένο με το καρκινογόνο 3μεθυλοχολανθρένιο εμφυτεύθηκε στο πάγκρεας 
ενός ποντικού BalbC57BL/6. Με τον τρόπο αυτό αναπτύχθηκε ένας συμπαγής και 
υψηλά μεταστατικός όγκος που δημιουργεί δευτερογενείς εστίες κυρίως στους 
πνεύμονες. Ο μέσος όρος χρονικού διαστήματος επιβίωσης των πειραματόζωων από 
την εμφύτευση του όγκου αυτού είναι τριανταπέντε ημέρες (27-48). Από το 1978 και
έπειτα ο εν λόγω πειραματικός όγκος διατηρείται in vivo με διαδοχικές
μετεμφυτεύσεις σε ποντίκια, σε διαστήματα δώδεκα με δεκαεφτά ημερών, μετά από 
υποδόρια έγχυση στη δεξιά πλάγια κοιλιακή χώρα των πειραματόζωων από 
πρόσφατα μηχανικά απομονωμένα καρκινικά κύτταρα (NCI-Frederic Cancer 
Research and Development Center DCT Tumor Repository).

Οι πειραματικοί όγκοι εμφυτεύονταν με υποδόρια έγχυση στη δεξιά πλάγια 
κοιλιακή χώρα των πειραματόζωων ενός διαλύματος που περιείχε κυβικά τμήματα 
από την περιφέρεια του όγκου με βάρος 30 με 60mg και διαστάσεις περίπου 2x2x2 
mm.

Μετά την εμφύτευση του όγκου μετρήθηκε η επιβίωση των πειραματόζωων 
που εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR σε 
σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (πειραματόζωα τα οποία εμβολιάσθηκαν με ορό του 
ίδιου κουνελιού πριν ανοσοποιηθεί). Στο σημείο αυτό αξίζει να σημειωθεί ότι 
εβδομήντα πέντε ημέρες μετά από την εμφύτευση του όγκου όλα τα πειραματόζωα
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που επέζησαν μέχρι τότε θυσιάστηκαν για να πραγματοποιηθούν πειράματα 
παρατήρησης ιστολογικών τομών. Επομένως, η μέτρηση της επιβίωσης των 
πειραματόζωων διήρκησε εβδομήντα πέντε ημέρες.

5. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΣΤΑΣΕΩΝ ΜΕΤΑ ΤΗΝ ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ ΤΟΥ ΟΓΚΟΥ

Η ανίχνευση των μεταστάσεων στα πειραματόζωα που εμβολιάζονταν ανά 
εβδομάδα για πέντε συνεχόμενες εβδομάδες με ορό κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR καθώς και στην ομάδα ελέγχου (που εμβολιάζονταν με ορό 
κουνελιού που δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR) πραγματοποιήθηκε με δύο 
διαφορετικά πειράματα, την απεικόνιση των εμβολιασμένων πειραματόζωων σε γ 
κάμερα και την παρατήρηση ιστολογικών τομών από τους πνεύμονες των 
πειραματόζωων αυτών στο οπτικό μικροσκόπιο.

Α) Απεικόνιση των εμβολιασμένων πειραματόζωων με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος 
σε γ κάμερα, μετά από χορήγηση ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου ("mTc-YIGSR)

Επισήμανση πεπτιδίου YIGSR
Η επισήμανση του πενταπεπτιδίου YIGSR με 40 μΟί ραδιενεργού τεχνητίου 

καθώς και οι μετρήσεις της ραδιενέργειας στον μετρητή γ ακτινοβολίας 
πραγματοποιούνταν στο Εργαστήριο Πυρηνικής Ιατρικής του Πανεπιστημιακού 
Νοσοκομείου ΑΧΕΠΑ Θεσσαλονίκης.

Το πεπτίδιο YIGSR διαλυόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα pH 5,6 (μίγμα των 
διαλυμάτων A: lOmM τρυγικό οξύ, 40mM φθαλικό οξύ και 2% μαλτόζη και Β: 
10mM τρυγικό οξύ, 40mM φθαλικό οξύ και l,25mM τρυγικό κασσίτερο, σε 
αναλογία 7:3 αντίστοιχα) υπό στείρες συνθήκες. Από το διάλυμα αυτό αφαιρούνταν 
το οξυγόνο μετά από διέλευση αζώτου και στη συνέχεια το πεπτίδιο φυλασσόταν σε 
ποσότητες των 0,5ml συγκέντρωσης 1 mg/ml μέσα σε σύριγγες ινσουλίνης στους - 
20°C σε ατμόσφαιρα αζώτου.

Το πεπτίδιο YIGSR αφηνόταν σε θερμοκρασία δωματίου και αραιωνόταν σε 
τελική συγκέντρωση 0,1 pg/ml με το πιο πάνω διάλυμα. 0,05ml του αραιωμένου 
πεπτιδίου επισημαίνονταν με ίσο όγκο 40μ€ί ραδιενεργού τεχνητίου (99mTc), το 
οποίο προερχόταν από μια στήλη της εταιρίας Amersham Biosciences.

Έλεγχος επισήμανσης πεπτιδίου YIGSR
Η επιτυχία της επισήμανσης του πεπτιδίου YIGSR, δηλαδή η μη ύπαρξη 

ελεύθερου 99mTc, ελεγχόταν με χρωματογραφία χάρτη σε 100ml διαλύματος PBS και 
επακόλουθη αυτορραδιογραφία και εμφάνιση του φιλμ σε φωτογραφικά υγρά της 
Kodak (υγρό εμφάνισης και στερέωσης).

Επιπρόσθετα, πραγματοποιούνταν χρωματογραφία κατανομής αντίστροφης 
φάσης σε στήλες SEP-PAK C-18 (Waters, Division of Millipore). Η μέθοδος 
στηρίζεται στο γεγονός ότι το ελεύθερο τεχνήτιο (99mTc) έχει διαφορετικό 
συντελεστή κατανομής από το επισημασμένο με τεχνήτιο (99mTc) πενταπεπτίδιο 
YIGSR. Στις στήλες αυτές, μετά από διαδοχικές πλύσεις με 10ml διαλύματος 100% 
αιθανόλης και ίσης ποσότητας διαλύματος 0,001% υδροχλωρικού οξέος αντίστοιχα, 
προσθέτονταν ΙΟΟμΙ από το διάλυμα που περιείχε το επισημασμένο πενταπεπτίδιο
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"mTc-YIGSR. To επισημασμένο πενταπεπτίδιο "mTc-YIGSR συνδεόταν στη στήλη 
και το τυχόν ελεύθερο τεχνήτιο απομακρυνόταν μετά από έκπλυση με 10ml 
διαλύματος 0,001% υδροχλωρικού οξέος. Στη συνέχεια το πεπτίδιο αυτό εκλούονταν 
με τη βοήθεια 10ml διαλυμάτων αιθανόλης διαφορετικής συγκέντρωσης (10%, 20%, 
30%, 40%, 50%, 60% και 100%) σε νερό και μετρούνταν οι κρούσεις των 
εκλουσμάτων (20μ1) σε μετρητή γ ακτινοβολίας (γ counter) στο Εργαστήριο 
Πυρηνικής Ιατρικής του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου ΑΧΕΠΑ Θεσσαλονίκης. 
Μετά από λίγο ακολουθούσε μέτρηση στον ίδιο μετρητή και των στηλών.

Χορήγηση επισημασμένου πεπτιδίου YIGSR στα πειραματόζωα
Μετά τον έλεγχο της επιτυχίας της σήμανσής του, το επισημασμένο 

πενταπεπτίδιο "mTc-YIGSR χορηγούταν σε δύο ομάδες των δύο πειραματόζωων τα 
οποία έφεραν όγκο παγκρέατος στην πλάγια κοιλιακή χώρα. Οι εκπρόσωποι της 
πρώτης ομάδας πριν την εμφύτευση του όγκου εμβολιάζονταν ανά μία εβδομάδα για 
πέντε συνεχόμενες εβδομάδες με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti- 
YIGSR, ενώ η δεύτερη ομάδα αποτελούνταν από πειραματόζωα τα οποία πριν την 
εμφύτευση του όγκου εμβολιάζονταν με ορό ελέγχου (που δεν περιείχε αντισώματα 
anti-YIGSR).

Σε όλα τα πειραματόζωα χορηγούταν 0,1ml ραδιοεπισημασμένου 99mTc- 
YIGSR συγκέντρωσης 0,05pg/ml. Οι ενέσεις πραγματοποιούνταν ενδοπεριτοναϊκά 
και από την αντίθετη πλευρά του όγκου, ώστε πιθανή απεικόνιση του όγκου να μην 
συγχέεται με το σημείο ένεσης του ραδιοεπισημασμένου 99mTc-YIGSR. Η ποσότητα 
ραδιενέργειας που ελάμβανε κάθε πειραματόζωο βάρους περίπου 40 γραμμαρίων 
μετά από ένεση 0,1ml ραδιοεπισημασμένου "mTc-YIGSR συγκέντρωσης 0,05pg/ml 
ήταν 2θμΟί, ενώ η συνολική ποσότητα πεπτιδίου YIGSR ήταν 5ng. Προτιμήθηκε η 
ποσότητα των 20μΟί λαμβάνοντας υπόψη την πιθανή χορήγηση του ραδιοφαρμάκου 
αυτού στον άνθρωπο. Ένας πιθανός ασθενής με βάρος μέσο όρο 80 κιλά θα λαμβάνει 
40mCi (80.000 x 20/40) με κάθε ένεση του ραδιοφαρμάκου αυτού, ποσό 
ραδιενέργειας που είναι ανεκτό από τον άνθρωπο και δεν προκαλεί ιδιαίτερα 
προβλήματα στον οργανισμό του.

Μιάμιση ώρα μετά τους εμβολιασμούς τα πειραματόζωα αναισθητοποιούνταν 
με τη βοήθεια αιθέρα και απεικονίζονταν σε γ κάμερα (SMV Vision DS7) για δύο 
λεπτά σε παράθυρο τεχνητίου (140Kev) με ρυθμίσεις του υπολογιστή για βάθος 
εικόνας 256x256 Word και Zoom 2,66.

Το συγκεκριμένο πείραμα απεικόνισης πραγματοποιήθηκε πέντε φορές στις 
ίδιες ομάδες πειραματόζωων, για να μειωθεί η πιθανότητα λήψης τυχαίων 
αποτελεσμάτων.

Β) Προετοιμασία και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο ιστολογικών τομών από 
;πνεύμονες των εμβολιασμένων πειραματόζωων.

Για να διαπιστωθεί η παρουσία μεταστάσεων, λαμβάνονταν ιστοτεμάχια από 
τους πνεύμονες όλων των πειραματόζωων που εμβολιάσθηκαν (και από τις δύο 
ομάδες). Τα ιστοτεμάχια αυτά μονιμοποιούνταν σε υδατικό διάλυμα φορμόλης 10% 
για μία εβδομάδα. Στη συνέχεια, τα ιστοτεμάχια, μετά από έκπλυση με τρεχούμενο 
νερό βρύσης για πέντε έως εφτά ώρες, παρέμεναν σε τολουόλη για πέντε έως δέκα 
λεπτά και εγκλείονταν σε παραφίνη. Έπειτα, λαμβάνονταν τομές πάχους 5μιη με 
μικροτόμο τύπου LEICA RM2025, οι οποίες χρωματίζονταν με την τεχνική της
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εωσίνης-αιματοξυλίνης και παρατηρούνταν σε οπτικό μικροσκόπιο τύπου ZEISS. 
Όλες οι προηγούμενες διεργασίες πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο Ιστολογίας 
και Εμβρυολογίας του τμήματος Ιατρικής του Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου 
Θεσσαλονίκης.

6. ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗ ΜΗ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΜΕ 
ΑΝΑΠΤΥΓΜΕΝΟ ΟΓΚΟ ΠΑΓΚΡΕΑΤΟΣ ΣΕ Γ ΚΑΜΕΡΑ. ΜΕΤΑ ΑΠΟ 
ΧΟΡΗΓΗΣΗ "mTc-YIGSR

Για να επιβεβαιωθεί η ικανότητα του πενταπεπτιδίου YIGSR να συνδέεται σε 
κύτταρα του όγκου με αυξημένη μεταστατική ικανότητα, πραγματοποιήθηκαν και 
απεικονίσεις πειραματόζωων με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος τα οποία δεν 
εμβολιάζονταν με κάποιο ορό ανά τακτά χρονικά διαστήματα, όπως αυτά που 
προαναφέρθηκαν.

Η σήμανση του πενταπεπτιδίου YIGSR καθώς και η επιβεβαίωση της 
επιτυχίας της πραγματοποιήθηκαν με τον ίδιο τρόπο όπως στην περίπτωση των 
εμβολιασμένων πειραματόζωων. Στο συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκαν δύο 
ομάδες πειραματόζωων, από έξι μέλη η καθεμιά. Οι εκπρόσωποι και των δύο ομάδων 
έφεραν όγκο παγκρέατος στην πλάγια κοιλιακή χώρα. Στην πρώτη ομάδα 
πειραματόζωων χορηγούνταν 0,1ml μη ραδιενεργού πεπτιδίου YIGSR με 
συγκέντρωση 1 mg/ml. Μισή ώρα αργότερα στα πειραματόζωα χορηγούνταν 0,1ml 
ραδιοεπισημασμένου 99mTc-YIGSR συγκέντρωσης 0,05μο/ιτι1. Στην δεύτερη ομάδα 
των πειραματόζωων χορηγούταν 0,1ml ραδιοεπισημασμένου 99mTc-YIGSR 
συγκέντρωσης 0,05pg/ml χωρίς να προηγηθεί χορήγηση του μη ραδιενεργού 
πεπτιδίου μισή ώρα νωρίτερα.

Οι ενέσεις πραγματοποιούνταν κι εδώ ενδοπεριτοναϊκά και από την αντίθετη 
πλευρά του όγκου και τελικά η ποσότητα ραδιενέργειας που ελάμβανε κάθε 
πειραματόζωο βάρους περίπου 40 γραμμαρίων μετά από ένεση 0,1ml 
ραδιοεπισημασμένου 99mTc-YIGSR συγκέντρωσης 0,05μg/ml ήταν 20μΟϊ, όπως 
ακριβώς στην περίπτωση των εμβολιασμένων πειραματόζωων.

Επίσης, μιάμιση ώρα μετά τους εμβολιασμούς τα πειραματόζωα 
αναισθητοποιούνταν με τη βοήθεια αιθέρα και απεικονίζονταν σε γ κάμερα (SMV 
Vision DS7) για δύο λεπτά σε παράθυρο τεχνητίου (140Kev) με ρυθμίσεις του 
υπολογιστή για βάθος εικόνας 256x256 Word και Zoom 2,66.

7. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΕΝΟΣ ΚΑΙΝΟΤΟΜΟΥ ΜΟΡΙΟΥ ΠΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΙΤΑΙ ΑΠΟ 
ΘΡΑΥΣΜΑΤΑ Fab ΣΥΝΔΕΜΕΝΑ ΣΤΗΝ nOAY-L-ΛΥΣΙΝΗ ΓΙΑ ΝΑ 
ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΕΙ ΩΣ ΕΜΒΟΛΙΟ

Παρασκευάσθηκε επίσης εμβόλιο που αποτελείται από πολλαπλά τμήματα 
Fab των anti-YIGSR αντισωμάτων (IgG) συνδεμένα σε πολύΈ-λυσίνη (αριθμός 
ευρεσιτεχνίας PCT/GR02/00027) με σκοπό να χρησιμοποιηθεί αυτό σε επόμενα 
πειράματα.

Ο καθαρισμός των αντισωμάτων IgG από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες που 
περιέχονταν στον ορό του κουνελιού καθώς και η διάσπασή τους και η απομόνωση
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των τμημάτων Fab που προέκυπταν γίνονταν με τη βοήθεια πακέτου αντιδραστηρίων 
(ImmunoPure Fab Kit) της εταιρίας Pierce.

Πιο συγκεκριμένα, το εμπλουτισμένο σε IgG κλάσμα από 15ml ορού του 
κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR καταβυθιζόταν με κορεσμό θειικού 
αμμωνίου κατά 50% σε ρυθμιστικό διάλυμα 20mM μονόξινου/δισόξινου 
φωσφορικού νατρίου (Na2HP04, NaH2P04) pH 7 που περιείχε 10mM EDTA με 
ολονύκτια επώαση στους 4°C. Μετά από φυγοκέντρηση και τρεις διαπιδύσεις έναντι 
του πιο πάνω ρυθμιστικού διαλύματος στους 4°C, παραλαμβανόταν το 
εμπλουτισμένο σε IgG κλάσμα με συγκέντρωση πρωτεΐνης περίπου 20mg/ml. Στη 
συνέχεια το εμπλουτισμένο κλάσμα εισαγόταν σε στήλη πρωτεΐνης A (Pierce) και 
μετά από επώαση δεκαπέντε λεπτών η στήλη εκπλυνόταν με 6ml του διαλύματος 
σύνδεσης που περιείχε το πακέτο αντιδραστηρίων (Pierce). Στη συνέχεια το καθαρό 
κλάσμα των IgG εκλουόταν από τη στήλη με 6ml του διαλύματος έκλουσης που 
περιεχόταν και αυτό στο πακέτο αντιδραστηρίων (Pierce). Ένα μέρος του διαλύματος 
απομονωμένων αντισωμάτων IgG (0,5ml) αναμιγνυόταν με ίση ποσότητα 
εναιωρήματος σφαιριδίων αγαρόζης με ομοιοπολικά συνδεμένη παπαΐνη (Pierce) και 
με 1ml διαλύματος πέψης (ρυθμιστικό φωσφορικό διάλυμα που περιείχε διαλυμένη 
κυστείνη-HCl pH 7 και περιεχόταν στο πακέτο αντιδραστηρίων) και επωαζόταν 
ολονύκτια στους 4°C. Με τον τρόπο αυτό γινόταν η διάσπαση των καθαρών 
αντισωμάτων IgG σε θραύσματα Fab και Fc. Τα σφαιρίδια της παπαΐνης 
απομακρύνονταν με τη βοήθεια ειδικού εμβόλου που περιεχόταν στο πακέτο 
αντιδραστηρίων (Pierce). Ο διαχωρισμός των θραυσμάτων Fab και Fc 
πραγματοποιούταν και πάλι με τη βοήθεια της στήλης πρωτεΐνης Α, στην οποία 
συνδέεται το τμήμα Fc των IgG. Στη στήλη εισάγονταν 3ml δείγματος που περιείχε 
μίγμα θραυσμάτων Fab και Fc και πιθανόν άπεπτα μόρια IgG. Η στήλη εκλουόταν 
με 6ml διαλύματος σύνδεσης (Pierce). Το έκλουσμα αυτό περιείχε τα θραύσματα Fab. 
Από την ίδια στήλη μετά από έκλουση με 6ml διαλύματος έκλουσης (Pierce) 
συλλέγονταν τα τμήματα Fc και τα πιθανά άπεπτα αντισώματα IgG που παρέμεναν 
στο μίγμα.

Τελικά, 250μ1 των τμημάτων Fab συγκέντρωσης 2mg/ml αναμιγνύονταν με 
750μ1 πολύ-Ε-λυσίνης (Sigma) συγκέντρωσης 0,1 mg/ml σε ρυθμιστικό διάλυμα 
μονόξινου/δισόξινου φωσφορικού νατρίου 0,01 Μ και με 400μ1 αντιδραστηρίου 
EDAC [1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)-carboimide/AppliChem] συγκέντρωσης 
10mg/ml σε νερό με pH 4,5 (ρυθμισμένο με HC1). (Το αντιδραστήριο EDAC έχει την 
ιδιότητα να συνδέει ομοιοπολικά τις καρβοξυτελικές ομάδες των θραυσμάτων Fab 
στις αμινοτελικές ομάδες της πολύ-Ε-λυσίνης). Το μίγμα επωαζόταν για δύο ώρες σε 
θερμοκρασία δωματίου και ακολουθούσαν τρεις διαπιδύσεις έναντι 1000ml ισότονου 
ρυθμιστικού διαλύματος PBS.

Ο έλεγχος του καθαρισμού και της διάσπασης των αντισωμάτων IgG καθώς 
και της σύνδεσης των τμημάτων Fab στην πολύΈ-λυσίνη πραγματοποιούταν με 
ηλεκτροφόρηση σε έτοιμες πηκτές πολυακρυλαμιδίου συνεχόμενης βαθμίδωσης 4- 
15% παρουσία δωδεκυλοθεΐΐκού νατρίου (SDS) (PhastGel Gradient 4-15, Amersham 
Biosciences). Πριν από την ηλεκτροφόρηση 5μ1 από κάθε δείγμα αναμιγνύονταν με 
5μ1 διαλύματος φόρτωσης (ρυθμιστικό διάλυμα Tris με συγκέντρωση 0.05Μ και pH 
6,8, που περιείχε 3% SDS, 15% γλυκερόλη και 0,01% κυανούν της βρωμοφαινόλης).

Τα ηλεκτροφορήματα εμφανίζονταν με χρώση νιτρικού αργύρου ως εξής: Η 
πηκτή αρχικά επωαζόταν για δέκα λεπτά με 10ml διαλύματος στερέωσης που 
περιείχε 13,5% φορμαλδεΰδης και 40% αιθανόλης σε απεσταγμένο νερό. 
Ακολουθούσαν δύο πεντάλεπτες πλύσεις με απεσταγμένο νερό και επώαση ενός 
λεπτού με 10ml διαλύματος θειοθειικού νατρίου 0,02%. Στη συνέχεια η πηκτή
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πλενόταν τρεις φορές με απεσταγμένο νερό για είκοσι δευτερόλεπτα. Μετά τις 
πλύσεις ακολουθούσε επώαση δέκα λεπτών με 10ml διαλύματος νιτρικού αργύρου 
0,2% στο σκοτάδι. Μετά από δύο πλύσεις με απεσταγμένο νερό, η πηκτή επωαζόταν 
με 10ml διαλύματος εμφάνισης (3% ανθρακικό νάτριο, 0,05% φορμαλδεΰδη και 
0,08% θειοθειικό νάτριο σε απεσταγμένο νερό) έως ότου εμφανιστούν οι ταινίες. 
Μετά τη χρώση των ηλεκτροφορημάτων, ακολουθούσε επώαση της πηκτής με 10ml 
διαλύματος οξικού οξέος 10% για πέντε λεπτά και τελικά με 10ml διαλύματος 
γλυκερόλης 10% για δέκα λεπτά.

Για τον έλεγχο της δυνατότητας του καινοτόμου μορίου που παρασκευάστηκε 
από τα τμήματα Fab να συνδέεται με το πεπτίδιο YIGSR γινόταν 
ανοσοενζυμομέτρηση (ELISA) όπως περιγράφεται πιο πάνω με τη διαφορά ότι ως 
πρώτο αντίσωμα χρησιμοποιούνταν είτε μόνο ορός κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR, είτε μόνο το μόριο που παρασκευάσθηκε.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Δεκαέξι ποντίκια εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα 
anti-YIGSR. Σε οκτώ από αυτά ελέγχθηκε η παρουσία αντι-ιδιοτυπικού αντισώματος 
anti-anti-YIGSR (anti-Id-YIGSR), ενώ στα υπόλοιπα οκτώ εμφυτεύτηκε 
πειραματικός όγκος του παγκρέατος. Άλλες δύο ομάδες με τον ίδιο αριθμό 
πειραματόζωων (ομάδες ελέγχου) ανοσοποιήθηκαν με τον ορό του ίδιου κουνελιού 
πριν την ανοσοποίηση. Ο έλεγχος ανοσοποίησης των εμβολιασμένων πειραματόζωων 
πραγματοποιήθηκε με πειράματα ανοσοαποτύπωσης, πειράματα ELISA και με 
πειράματα παρεμπόδισης σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR 
στους υποδοχείς των κυττάρων του όγκου.

Παρατηρήθηκε η επιβίωση των πειραματόζωων με όγκο και ελέγχθηκαν 
ιστολογικά οι πνεύμονές τους για μεταστάσεις. Επίσης, σε άλλα είκοσι πειραματόζωα 
πραγματοποιήθηκε τοξικολογική μελέτη και παρατηρήθηκε η επιβίωση των 
πειραματόζωων με σκοπό να ελεγχθεί η επικινδυνότητα χορήγησης του 
συγκεκριμένου εμβολίου.

Στα πειράματα απεικόνισης πειραματόζωων σε γ κάμερα (16 πειραματόζωα), 
επιβεβαιώθηκε κατ’ αρχήν η ιδιότητα του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου με 99mTc 
YIGSR να συνδέεται σε κύτταρα κακοήθους όγκου παγκρέατος (pane), πριν και μετά 
τον εμβολιασμό με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR.

Τέλος, παρασκευάστηκε καινοτόμο μόριο που μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε 
μελλοντικούς εμβολιασμούς με σκοπό την ανάπτυξη υψηλότερων τίτλων αντι- 
ιδιοτυπικού αντισώματος.

Τα αποτελέσματά από τα πειράματα που προαναφέρθηκαν ειδικότερα έχουν 
ως εξής:

1. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΚΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΤΟΥΣ 
ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΥΣ ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΜΕ ΟΡΟ ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ ΠΟΥ 
ΠΕΡΙΕΙΧΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ anti-YIGSR

Μετά από παρακολούθηση τριών μηνών δεν παρατηρήθηκε καμία επιπλοκή 
στα είκοσι πειραματόζωα που εμβολιάζονταν με ορό κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η χορήγηση των 
αντισωμάτων anti-YIGSR δεν προκάλεσε επικίνδυνες ανοσολογικές αντιδράσεις στα 
πειραματόζωα.

2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΕΛΕΓΧΟΥ ΕΠΙΤΥΧΙΑΣ ΤΗΣ ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΩΝ 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΤΑ ΟΠΟΙΑ ΕΜΒΟΛΙΑΖΟΝΤΑΝ ΜΕ ΟΡΟ ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ 
ΠΟΥ ΠΕΡΙΕΙΧΕ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ anti-YIGSR

Α) Ανοσοαποτύπωση
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Ένα πείραμα που πραγματοποιήθηκε για τον έλεγχο της ανοσοποίησης των 
πειραματόζωων ήταν η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, η επακόλουθη 
μεταφορά των πρωτεϊνικών ταινιών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και η 
ανοσοανίχνευση. Τα αποτελέσματα αυτής της διαδικασίας παρουσιάζονται στην 
εικόνα 10. Στο πείραμα αυτό πραγματοποιήθηκε σύγκριση μεταξύ πειραματόζωων 
που εμβολιάσθηκαν με ορό ελέγχου (χωρίς anti-YIGSR) και πειραματόζωων 
εμβολιασμένων με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR (θέσεις 1 και 
2 στο φιλμ αντίστοιχα) καθώς και μεταξύ εμβολιασμένων πειραματόζωων που 
θυσιάστηκαν σε διαφορετικές χρονικές στιγμές (μια εβδομάδα και τέσσερις 
εβδομάδες μετά τον πρώτο εμβολιασμό, θέσεις 3 και 4 στο φιλμ αντίστοιχα).

Εικόνα 10. Εμφάνιση σε φιλμ των αποτελεσμάτων ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου και επακόλουθης μεταφοράς των πρωτεϊνικών ταινιών σε μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης. 1: ορός ποντικού που εμβολιάσθηκε με ορό ελέγχου (χωρίς 
αντισώματα anti-YIGSR), 2: ορός ποντικού που εμβολιάσθηκε με ορό κουνελιού που 
περιείχε αντισώματα anti-YIGSR, 3: ορός ποντικού που εμβολιάσθηκε με ορό κουνελιού 
που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR και θυσιάστηκε μια εβδομάδα μετά από τον πρώτο 
εμβολιασμό, 4: ορός ποντικού που εμβολιάσθηκε με ορό κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR και θυσιάστηκε τέσσερις εβδομάδες μετά από τον πρώτο 
εμβολιασμό. Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα με ορό κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR πειραματόζωα χαρακτηρίζονται από εμφάνιση εντονότερης 
ταινίας σε σχέση με τα πειραματόζωα ελέγχου. Επίσης, παρατηρείται ότι τα 
εμβολιασμένα πειραματόζωα που θυσιάστηκαν την πρώτη εβδομάδα, συγκρινόμενα με 
αυτά που θυσιάστηκαν την τέταρτη εβδομάδα, χαρακτηρίζονται από μια πολύ αχνή 
ταινία που σχεδόν δεν διακρίνεται. Οι παρατηρήσεις αυτές αποτελούν ενδείξεις για την 
επιτυχή ανοσοποίηση.

Στην περίπτωση που στην αρχική μεμβράνη τοποθετήθηκε ορός από ποντίκι 
το οποίο θυσιάστηκε τέσσερις εβδομάδες μετά τον πρώτο εμβολιασμό με ορό 
κουνελιού (που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR) παρατηρήθηκε η εμφάνιση μιας 
έντονης ταινίας (θέση 4 στο φιλμ). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι πράγματι το 
ποντίκι ανέπτυξε αντισώματα ενάντια στις ανοσοσφαιρίνες IgG που υπήρχαν στον 
ορό του κουνελιού. Αντίθετα, στην περίπτωση που στην αρχική μεμβράνη 
τοποθετήθηκε ορός από ποντίκι το οποίο θυσιάστηκε μια εβδομάδα μετά τον πρώτο 
εμβολιασμό με ορό κουνελιού παρατηρήθηκε μια πολύ αχνή ταινία που σχεδόν δεν 
διακρίνεται (θέση 3 στο φιλμ). Το αποτέλεσμα αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι το 
πειραματόζωο που θυσιάστηκε μια εβδομάδα μετά τον πρώτο εμβολιασμό ανέπτυξε 
μεν αντισώματα ενάντια στις ανοσοσφαιρίνες IgG που υπήρχαν στον ορό του
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κουνελιού, αλλά όχι σε ικανοποιητικό ποσοστό, διότι μια εβδομάδα δεν είναι αρκετό 
χρονικό διάστημα για να πραγματοποιηθεί ισχυρή ανοσοποίηση.

Εμφάνιση έντονης ταινίας παρατηρήθηκε και στην περίπτωση που στην 
αρχική μεμβράνη τοποθετήθηκε ορός από ποντίκι το οποίο είχε προηγουμένως 
εμβολιασθεί ανά εβδομάδα με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR 
(θέση 2 στο φιλμ). Η παρατήρηση αυτή ήταν αναμενόμενη και πιστοποίησε ότι τα 
πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με τον ορό κουνελιού (που περιείχε και τα 
αντισώματα anti-YIGSR) ανέπτυξαν αντισώματα ενάντια στο κλάσμα των 
ανοσοσφαιρινών του κουνελιού που περιέχουν και τα anti-YIGSR αντισώματα. Στην 
περίπτωση αυτή βέβαια παρατηρήθηκε εμφάνιση μιας έντονης ταινίας και στη θέση 
του δείγματος από πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με ορό ελέγχου (χωρίς anti- 
YIGSR) (θέση 1 στο φιλμ). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι τα ποντίκια ανέπτυξαν 
αντισώματα για το συνολικό κλάσμα IgG (όχι για το anti1 YIGSR), που περιέχονταν 
στον ορό του κουνελιού με τον οποίο έγιναν οι εμβολιασμοί. Η ένταση της 
συγκεκριμένης ταινίας βέβαια δεν ήταν τόσο μεγάλη όσο αυτή που αντιστοιχούσε 
στο πειραματόζωο που εμβολιάσθηκε με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα 
anti-YIGSR, επειδή ο προ της ανοσοποίησης ορός περιέχει μικρότερα ποσά IgG. Τα 
αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η ανοσοποίηση πραγματοποιήθηκε επιτυχώς. 
Βέβαια με τα αποτελέσματα του συγκεκριμένου πειράματος δεν ήταν δυνατόν να 
διαπιστωθεί εαν τα αντισώματα που παρήχθησαν ενάντια στις ανοσοσφαιρίνες του 
κουνελιού ήταν αντι-ιδιοτυπικά. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν τα δύο 
πειράματα που ακολουθούν.

Β) Α νοσοενζυμομέτρηση

Με τη μέθοδο της ELISA μελετήθηκε η παρουσία αντι-ιδιοτυπικών 
αντισωμάτων στα πειραματόζωα που είχαν εμβολιασθεί με ορό κουνελιού που 
περιείχε αντισώματα anti-YIGSR σε διαφορετικές χρονικές στιγμές.

Όταν επωαζόταν ο ορός ποντικού (που περιέχει αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα 
anti-Id-YIGSR) με τον ορό κουνελιού (που περιέχει αντισώματα anti-YIGSR), ήταν 
λογικό τα δύο αυτά αντισώματα να συνδέονται μεταξύ τους και τα επίπεδα των 
ελεύθερων anti-YIGSR να παραμένουν χαμηλά. Έτσι όταν το μίγμα των δύο ορών 
που προαναφέρθηκαν επωαζόταν με το πεπτίδιο YIGSR, παρατηρούταν μειωμένη 
σύνδεση των αντισωμάτων anti-YIGSR με το ακινητοποιημένο στον πυθμένα της 
πλακέτας πεπτίδιο YIGSR (χαμηλές τιμές απορρόφησης στα 450 nm), εξαιτίας των 
χαμηλών επιπέδων της ελεύθερης μορφής των αντισωμάτων αυτών στο μίγμα.

Στο γράφημα 1 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των μετρήσεων που 
πραγματοποιήθηκαν για τη σύγκριση πειραματόζωων εμβολιασμένων με ορό 
κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR (αντιορός), τα οποία θυσιάζονταν 
ανά εβδομάδα μετά τον πρώτο εμβολιασμό. Οι εμβολιασμοί πραγματοποιούνταν ένας 
ανά εβδομάδα, επομένως τα πειραματόζωα που αναφέρονται ως 1η και 4η εβδομάδα 
εμβολιάσθηκαν μία και τέσσερις φορές αντίστοιχα. Παρατηρήθηκε ότι οι οροί που 
αντιστοιχούν στα πειραματόζωα που θυσιάστηκαν τέσσερις εβδομάδες μετά τον 
πρώτο εμβολιασμό χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερη αναστολή της σύνδεσης των 
αρχικών αντισωμάτων με το πεπτίδιο YIGSR σε σύγκριση με τον ορό των 
πειραματόζωων που θυσιάστηκαν μια εβδομάδα μετά τον πρώτο εμβολιασμό. Το 
γεγονός αυτό ήταν αναμενόμενο, αφού σε χρονικό διάστημα τεσσάρων εβδομάδων τα 
πειραματόζωα λόγω των επαναληπτικών εμβολιασμών αναπτύσσουν περισσότερα
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αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR) έναντι του anti-YIGSR. Επομένως, 
περισσότερα anti-YIGSR που βρίσκονταν στον ορό του κουνελιού δεσμεύονταν από 
τα αντισώματα που περιέχονταν στον ορό του ποντικού. Έτσι, η σύνδεση των 
αντισωμάτων anti-YIGSR με το πεπτίδιο YIGSR καθώς και οι τιμές της 
απορρόφησης που λαμβάνονταν στα 450nm ήταν κατά πολύ υψηλότερες για το 
πειραματόζωο που θυσιάστηκε την πρώτη εβδομάδα. Και πάλι όμως οι τιμές αυτές 
ήταν χαμηλότερες από αυτές που αντιστοιχούσαν σε πειραματόζωο που δεν είχε 
εμβολιασθεί. Οι παραπάνοι παρατηρήσεις αποτελούν μια επιπρόσθετη ένδειξη της 
επιτυχίας της ανοσοποίησης.
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Γοάφΐηια 1. Τιμές απορρόφησης στα 450 nm. Χωρίς ορό: ορός από πειραματόζωα 
που δεν εμβολιάσθηκαν με κάποιο ορό, 1η εβδομάδα: ορός από πειραματόζωα που 
εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιέχει αντισώματα anti-YIGSR και 
θυσιάστηκαν μια εβδομάδα μετά τον πρώτο εμβολιασμό, 4η εβδομάδα: ορός από 
πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιέχει αντισώματα anti- 
YIGSR και θυσιάστηκαν τέσσερις εβδομάδες μετά τον πρώτο εμβολιασμό. 
Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα πειραματόζωα που θυσιάστηκαν την πρώτη 
εβδομάδα χαρακτηρίζονται από υψηλότερες τιμές απορρόφησης σε σχέση με τα 
πειραματόζωα που θυσιάστηκαν την τέταρτη εβδομάδα και ταυτόχρονα λίγο 
χαμηλότερες από αυτές που αντιστοιχούν σε πειραματόζωα ελέγχου, τα οποία δεν 
είχαν εμβολιασθεί με κάποιον ορό. Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει την επιτυχία της 
ανοσοποίησης.

Στο γράφημα 2 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του πειράματος που έγινε 
για την σύγκριση πειραματόζωων εμβολιασμένων με ορό κουνελιού που περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR (αντιορός) και πειραματόζωων εμβολιασμένων με ορό 
ελέγχου (που δεν περιείχε anti-YIGSR). Παρατηρήθηκε ότι οι τιμές απορρόφησης 
που έδωσαν τα εμβολιασμένα πειραματόζωα με ορό ελέγχου ήταν πολύ υψηλές σε 
σχέση με τις αντίστοιχες τιμές των πειραματόζωων που εμβολιάσθηκαν με τον 
αντιορό. Οι τιμές αυτές μάλιστα ήταν παρόμοιες με αυτές που έδωσαν πειραματόζωα
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που δεν είχαν εμβολιασθεί με κάποιον ορό (χωρίς ορό). Αντίθετα, οι τιμές των 
εμβολιασμένων πειραματόζωων με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti- 
YIGSR (αντιορός) ήταν πολύ χαμηλές. Οι παρατηρήσεις αυτές, όπως εξηγήθηκε 
παραπάνω, ήταν αναμενόμενες και πιστοποίησαν ότι τα πειραματόζωα που 
εμβολιάσθηκαν με τον αντιορό ανέπτυξαν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id- 
YIGSR) ενάντια στα anti-YIGSR. Επομένως, η ανοσοποίηση πραγματοποιήθηκε 
επιτυχώς.

Γοάφΐιιια 2. Τιμές απορρόφησης στα 450 nm. Χωρίς ορό: ορός από πειραματόζωα που 
δεν εμβολιάσθηκαν με κάποιο ορό, αντιορός: ορός από πειραματόζωα που 
εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιέχει αντισώματα anti-YIGSR, ορός ελέγχου: 
ορός από πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που δεν περιέχει 
αντισώματα anti-YIGSR (ομάδα ελέγχου). Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα με 
αντιορό πειραματόζωα χαρακτηρίζονται από χαμηλές τιμές απορρόφησης. Η 
παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει την επιτυχία της ανοσοποίησης.

Γ) Παρεμπόδιση σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου YIGSR ("mTc-YIGSR) 
σε κύτταρα Hep-2

Στα συγκεκριμένα πειράματα, με τη βοήθεια μετρητή γ ακτινοβολίας (γ 
counter), μετρήθηκε η ραδιενέργεια του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου 99mTc- 
YIGSR, το οποίο ήταν συνδεδεμένο με τους υποδοχείς των κυττάρων Hep-2. Με τον 
τρόπο αυτό, εκτιμήθηκε το ποσοστό σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου 
9 mTc-YIGSR στους υποδοχείς των κυττάρων Hep-2 και έμμεσα η κατάληψη των 
ειδικών για το πεπτίδιο κυτταρικών υποδοχέων από τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα. 
Όπως και στα προηγούμενα πειράματα πραγματοποιήθηκε σύγκριση του ποσοστού 
σύνδεσης του πεπτιδίου "mTc-YIGSR μεταξύ πειραματόζωων εμβολιασμένων με ορό 
κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR μετά τον πρώτο και τέταρτο 
εμβολιασμό και πειραματόζωων που εμβολιάσθηκαν με ορό ελέγχου (χωρίς anti- 
YIGSR).
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Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε μια αξιοσημείωτη μείωση στη σύνδεση του 
ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR στους υποδοχείς των κυττάρων Hep-2 
(αξιοσημείωτη μείωση των cpm, counts per minute) στην περίπτωση που αυτά 
(κύτταρα Hep-2) επωάστηκαν με ορό ποντικού ο οποίος εμβολιαζόταν ανά εβδομάδα 
με αντιορό κουνελιού και θυσιάστηκε τέσσερις εβδομάδες μετά τον πρώτο 
εμβολιασμό (γράφημα 3). Αντίθετα, στην περίπτωση που τα κύτταρα επωάσθηκαν με 
ορό ποντικού ο οποίος θυσιάστηκε μια εβδομάδα μετά τον πρώτο εμβολιασμό 
παρατηρήθηκε αυξημένος αριθμός κρούσεων και επομένως αυξημένο ποσοστό 
σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου στους υποδοχείς των κυττάρων. Τα 
αποτελέσματα που αναφέρονται παραπάνω οφείλονται στο γεγονός ότι τα αντι- 
ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR) που περιέχει ο ορός των εμβολιασμένων 
ποντικών έχουν παρόμοια διαμόρφωση στο χώρο με το πεπτίδιο YIGSR. 
Επιπρόσθετα, τα ποντίκια που θυσιάστηκαν τέσσερις εβδομάδες μετά τον πρώτο 
εμβολιασμό ανέπτυξαν περισσότερα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR). 
Έτσι, όταν τα κύτταρα Hep-2 επωασθούν με τον ορό των συγκεκριμένων ποντικών, 
τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR) καταλαμβάνουν τις θέσεις στις 
οποίες θα μπορούσαν να συνδεθούν τα ραδιοεπισημασμένα πεπτίδια "mTc-YIGSR. 
Επομένως, ο αριθμός των κρούσεων που μετρώνται στον μετρητή γ ακτινοβολίας στη 
συγκεκριμένη περίπτωση είναι μικρός.
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Γράφΐηια 3. Αριθμός κρούσεων ανά λεπτό (cpm) που μετρήθηκαν σε μετρητή γ 
ακτινοβολίας και αντιστοιχούν στο συνδεδεμένο πεπτίδιο "mTc-YIGSR στους 
υποδοχείς των κυττάρων Hep-2. 1η εβδομάδα: ορός από πειραματόζωα που 
εμβολιάσθηκαν με αντιορό κουνελιού και θυσιάστηκαν μια εβδομάδα μετά τον πρώτο 
εμβολιασμό, 2η εβδομάδα: ορός από πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με αντιορό 
κουνελιού και θυσιάστηκαν τέσσερις εβδομάδες μετά τον πρώτο εμβολιασμό. 
Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα πειραματόζωα που θυσιάστηκαν την πρώτη 
εβδομάδα χαρακτηρίζονται από υψηλότερες τιμές cpm σε σχέση με τα πειραματόζωα 
που θυσιάστηκαν την τέταρτη εβδομάδα. Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει για μία 
ακόμη φορά ότι η ανοσοποίηση ήταν επιτυχής.



42

Σε ότι αφορά τη σύνδεση των ραδιοεπισημασμένων πεπτιδίων "mTc-YIGSR 
στους υποδοχείς των κυττάρων Hep-2 στην περίπτωση που τα κύτταρα αυτά 
επωάσθηκαν με ορό ποντικού ο οποίος είχε προηγουμένως εμβολιασθεί με αντιορό 
κουνελιού, ήταν λογικό να παρατηρείται και πάλι μειωμένο ποσοστό κρούσεων σε 
σχέση με τα πειραματόζωα ελέγχου (που εμβολιάσθηκαν με ορό που δεν περιείχε 
αντισώματα anti-YIGSR) (γράφημα 4). Το αποτέλεσμα αυτό οφείλεται στο γεγονός 
ότι τα συγκεκριμένα πειραματόζωα (που εμβολιάσθηκαν με αντιορό) ανέπτυξαν αντι- 
ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR) όπως ακριβώς αναφέρθηκε παραπάνω. 
Επομένως, η επιτυχία της ανοσοποίησης το>ν εμβολιασμένων πειραματόζωων 
επιβεβαιώθηκε και από το αποτέλεσμα αυτού του πειράματος.
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Γράφιηια 4. Αριθμός κρούσεων ανά λεπτό (cpm) που μετρήθηκαν σε μετρητή γ 
ακτινοβολίας και αντιστοιχούν στο συν δεδεμένο πεπτίδιο 99mTc-YIGSR στους υποδοχείς 
των κυττάρων Hep-2, ορός ελέγχου: ορός από πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με 
ορό κουνελιού που δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR (ορός ελέγχου), αντιορός: 
ορός από πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού που περιέχει 
αντισώματα anti-YIGSR. Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα με αντιορό κουνελιού 
πειραματόζωα χαρακτηρίζονται από χαμηλότερες τιμές cpm σε σχέση με τα 
πειραματόζωα ελέγχου. Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει ότι ο έλεγχος της 
ανοσοποίησης ήταν θετικός.

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗΣ ΤΗΣ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 
ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΜΕΤΑ ΤΗΝ ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ ΤΟΥ 
ΟΓΚΟΥ

Τα πειραματόζωα που δεν εμβολιάσθηκαν με αντιορό κουνελιού (ομάδα 
ελέγχου) χαρακτηρίζονταν από μέσο όρο επιβίωσης τριάντα δύο ημέρες μετά την 
εμφύτευση του όγκου. Αντίθετα, τα πειραματόζωα που εμβολιάζονταν ανά εβδομάδα 
μέχρι την εμφύτευση του όγκου (συνολικά πέντε φορές) με αντιορό κουνελιού
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έδειξαν ότι μπορούν να επιβιώσουν κατά μέσο όρο μέχρι και εβδομήντα πέντε ημέρες 
μετά την εμφύτευση του όγκου, χρονικό διάστημα που ξεπερνά κατά πολύ το 
αναμενόμενο για τον όγκο παγκρέατος (27-48 ημέρες). Όλα τα εμβολιασμένα 
πειραματόζωα θυσιάστηκαν εβδομήντα πέντε ημέρες μετά την εμφύτευση του όγκου, 
με σκοπό την παρατήρηση των ιστολογικών τους τομών με οπτικό μικροσκόπιο. 
Επομένως, δεν αποκλείεται η πιθανότητα τα εμβολιασμένα πειραματόζωα να 
μπορούν να επιβιώσουν πολύ περισσότερο από εβδομήντα πέντε ημέρες μετά την 
εμφύτευση του όγκου. Τα αποτελέσματα αυτά ήταν ενθαρρυντικά και υπέδειξαν ότι 
τα εμβολιασμένα πειραματόζωα ανέπτυξαν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα έναντι των 
anti-YIGSR, τα οποία συνδέθηκαν στους υποδοχείς των κυττάρων του όγκου και δεν 
επέτρεψαν τη σύνδεση των κυττάρων αυτών στη βασική μεμβράνη ούτε και την 
επακόλουθη μετάστασή τους. Έτσι τα εμβολιασμένα με αντιορό κουνελιού 
πειραματόζωα μπόρεσαν να επιβιώσουν περισσότερες ημέρες σε σχέση με τα 
πειραματόζωα της ομάδας ελέγχου. Τα αποτελέσματα της παρακολούθησης των 
πειραματόζωων παρουσιάζονται συνοπτικά και στο γράφημα που ακολουθεί 
(γράφημα 5).
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Γοάφΐηια 5. Επιβίωση πειραματόζωων μετά την εμφύτευση του όγκου. Με ροζ 
τετράγωνα απεικονίζονται τα πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με ορό κουνελιού 
που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR, ενώ με μπλε ρόμβους τα πειραματόζωα ελέγχου 
(εμβολιασμένα με ορό κουνελιού που δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR). 
Παρατηρείται ότι τα εμβολιασμένα με αντιορό κουνελιού πειραματόζωα επιβιώσαν 
περισσότερο από διπλάσιο χρονικό διάστημα σε σχέση με τα πειραματόζωα της 
ομάδας ελέγχου.

4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΜΕΤΑΣΤΑΣΕΩΝ ΜΕΤΑ ΤΗΝ 
ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ ΤΟΥ ΟΓΚΟΥ

Α) Απεικόνιση των εμβολιασμένων πειραματόζωων με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος 
σε γ κάμερα, μετά από χορήγηση ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου f9mTc-YIGSR)
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Ένα πείραμα που πραγματοποιήθηκε για τον έλεγχο των μεταστάσεων στα 
πειραματόζωα και των δύο ομάδων τα οποία έφεραν αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος 
ήταν η απεικόνιση των πειραματόζωων αυτών σε γ κάμερα. Μισά από τα 
συγκεκριμένα πειραματόζωα εμβολιάζονταν ανά εβδομάδα με ορό κουνελιού που 
περιείχε αντισώματα anti-YIGSR και τα υπόλοιπα (ομάδα ελέγχου) με ορό κουνελιού 
που δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR.

Αποτελέσματα ελέγχου επισήμανσης πεπτιδίου YIGSR
Για να ελεγχθεί η επιτυχία της επισήμανσης του πεπτιδίου YIGSR με 99mTc, 

πραγματοποιούνταν χρωματογραφία χάρτη και αυτορραδιογραφία (εικόνα 11). Η 
ραδιενέργεια συγκεντρώνονταν κυρίως στην περιοχή στην οποία είχε τοποθετηθεί το 
'""Tc-YIGSR. Το γεγονός αυτό αποτελούσε επιβεβαίωση ότι η σήμανση είχε γίνει 
σωστά και ότι υπήρχε μικρή ποσότητα ελεύθερου 99mTc.

Σημείο
τοποθέτησης

πεπτιδίου

Κατεύθυνση μετώπου 
χρωματογραφίας

Εικόνα 11. Αυτορραδιογραφία μετά από χρωματογραφία χάρτη. Παρατηρείται ότι η 
ραδιενέργεια συγκεντρώνεται κυρίως στο σημείο στο οποίο αφέθηκε η σταγόνα του 
ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR και επομένως ότι η σήμανση του 
πεπτιδίου πραγματοποιήθηκε σωστά.

Αποτελέσματα χρωματογραφίας κατανομής αντίστροφης φάσης
Η αποτελεσματικότητα της σήμανσης επιβεβαιώνονταν επίσης και από τα 

αποτελέσματα της χρωματογραφίας κατανομής αντίστροφης φάσης. Μετά από την 
εκτίμηση της ραδιενέργειας των εκλουσμάτων που περιείχαν το ραδιοεπισημασμένο 
πεπτίδιο, των εκλουσμάτων που περιείχαν το ελεύθερο τεχνήτιο αλλά και των ίδιων 
των στηλών μετά από λίγο χρονικό διάστημα, υπολογίσθηκε ότι μόνο 0,25% της 
ολικής ποσότητας τεχνητίου που χρησιμοποιούνταν παρέμεινε ελεύθερο. Επομένως, 
η επισήμανση του πεπτιδίου με τεχνήτιο ολοκληρώνονταν με επιτυχία κατά 99,75%.
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Αποτελέσματα απεικόνισης σε γ κάμερα
Στις απεικονίσεις πειραματόζωων τα οποία εμβολιάζονταν με ορό κουνελιού 

που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR παρατηρήθηκε συγκέντρωση του 
ραόιοφαρμάκου κυρίως στην ουροδόχο κύστη, ενώ δεν παρατηρήθηκε καθόλου 
συγκέντρωση στην περιοχή όπου είχε αναπτυχθεί ο πρωτοπαθής όγκος (δεξιά πλάγια 
κοιλιακή χώρα) καθώς επίσης ούτε και σε περιοχές γύρω ή έξω από αυτόν που θα 
μπορούσαν να αντιστοιχούν σε μεταστάσεις. Η συγκέντρωση του ραδιοσημασμένου 
πεπτιδίου "mTc-YIGSR στην ουροδόχο κύστη οφείλεται στην απέκκριση του 
πεπτιδίου αυτού μέσω των ουροφόρων οδών. Οι παραπάνω παρατηρήσεις οφείλονται 
στο γεγονός ότι τα πειραματόζωα αυτά, που εμβολιάζονταν με ορό κουνελιού που 
περιείχε αντισώματα anti-YIGSR, ανέπτυσαν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id- 
YIGSR) ενάντια στα anti-YIGSR. Τα αντι-ιδιοτυπικά αυτά αντισώματα 
κατελάμβαναν τους υποδοχείς των κυττάρων του όγκου με αυξημένη μεταστατική 
ικανότητα και παρεμπόδιζαν έτσι τη σύνδεση των υποδοχέων αυτών στη λαμινίνη και 
επομένως και τη δημιουργία μεταστάσεων. Επίσης, τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα 
παρεμπόδιζαν και το ραδιοσημασμένο πεπτίδιο "mTc-YIGSR να συνδεθεί στις θέσεις 
αυτές. Έτσι, ήταν αναμενόμενο το γεγονός ότι το ραδιοφάρμακο συγκεντρώνονταν 
μόνο στην περιοχή της ουροδόχου κύστης (εικόνα 12).

Εικόνα 12. Απεικόνιση πειραματόζωου με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος που 
εμβολιαζόταν ανά εβδομάδα με ορό κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR, 
μετά την ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR. 
Παρατηρείται ότι απεικονίζεται μόνο η ουροδόχος κύστη (εξαιτίας της απέκκρισης του 
πεπτιδίου μέσω των ουροφόρων οδών), δεν σκιαγραφείται καθόλου ο όγκος και δεν 
εμφανίζονται μεταστατικές εστίες.

Αντίθετα, στις απεικονίσεις πειραματόζωων τα οποία εμβολιάζονταν με ορό 
του ίδιου κουνελιού πριν ανοσοποιηθεί (ορός ελέγχου) παρατηρούνταν συγκέντρωση 
του ραδιοφαρμάκου πέρα από την ουροδόχο κύστη και στην περιοχή γύρω από τον 
προιτοπαθή όγκο, δηλαδή την περιοχή που αποτελεί τη μετάσταση. Το αποτέλεσμα 
αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα συγκεκριμένα πειραματόζωα δεν ανέπτυξαν αντι- 
ιδιοτυπικά αντισώματα anti-Id-YIGSR και οι υποδοχείς των κυττάρων του όγκου με 
αυξημένη μεταστατική ικανότητα έμειναν ελεύθεροι με αποτέλεσμα να μπορούν τα
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κύτταρα να συνδεθούν με τη λαμινίνη και να πραγματοποιηθεί η μετάσταση. 
Επομένως, το ραδιοσημασμένο πεπτίδιο "mTc-YIGSR συνδέονταν με τους υποδοχείς 
των κυττάρων αυτών και συγκεντρώθηκε στις περιοχές που παρουσιάζονται στην 
εικόνα 13.

Εικόνα 13. Απεικόνιση πειραματόζωου με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος που 
εμβολιαζόταν ανά εβδομάδα με ορό ελέγχου, μετά την ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του 
ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου 99mTc-YIGSR. Παρατηρείται ότι απεικονίζονται η 
ουροδόχος κύστη (εξαιτίας της απέκκρισης του πεπτιδίου μέσω των ουροφόρων οδών) 
και οι μεταστάσεις (εξαιτίας της σύνδεσης του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου YIGSR 
στους υποδοχείς των κυττάρων στην περιοχή αυτή). Επίσης, το ραδιοεπισημασμένο 
πεπτίδιο YIGSR φαίνεται ότι συνδέεται και στους υποδοχείς μερικών κυττάρων που 
βρίσκονται γύρω από τον πρωτοπαθή όγκο που αποτελούν τα κύτταρα με αυξημένη 
μεταστατική ικανότητα.

Β) Προετοιμασία και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο ωτολογικών τομών από 
πνεύμονες των εμβολιασμένων πειραματόζωων

Το δεύτερο πείραμα που πραγματοποιήθηκε για τον έλεγχο ανάπτυξης 
μεταστάσεων σε πειραματόζωα τα οποία εμβολιάζονταν ανά εβδομάδα με ορό 
κουνελιού που περιείχε αντισώματα anti-YIGSR και σε πειραματόζωα της ομάδας 
ελέγχου τα οποία εμβολιάζονταν και αυτά ανά εβδομάδα αλλά με ορό του ίδιου 
κουνελιού που δεν περιείχε αντισώματα anti-YIGSR ήταν η παρασκευή και η 
παρατήρηση με οπτικό μικροσκόπιο τομών από τους πνεύμονες και των δύο ομάδων 
πειραματόζωων.
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Εικόνες 14, 15. Ιστολογικά παρασκευάσματα πνευμόνων πειραματόζωων
εμβολιασμένων με ορό ελέγχου στα οποία εμφυτεύτηκε όγκος παγκρέατος. Στην 
αριστερή εικόνα παρατηρούνται δύο μεταστάσεις, ενώ στη δεξιά μία μεγάλη μετάσταση. 
Χ50

Εικόνες 16, 17. Ιστολογικά παρασκευάσματα πνευμόνων πειραματόζωων
εμβολιασμένων με αντιορό στα οποία εμφυτεύτηκε όγκος παγκρέατος. Δεν 
παρατηρείται καμία μετάσταση. Οι πνεύμονες έχουν φυσιολογική εμφάνιση. Χ50
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Εικόνες 18, 19. Αριστερά: φωτογραφία πνεύμονα πειραματόζωου εμβολιασμένου με 
αντιορό στο οποίο εμφυτεύτηκε όγκος παγκρέατος. Παρατηρήθηκε μία μόνο μικρή 
μετάσταση σε όλο τον πνεύμονα. Χ50. Δεξιά: Μεγαλύτερη μεγέθυνση της μοναδικής 
μετάστασης της προηγούμενης φωτογραφίας. Χ400

Οι ιστολογικές τομές από τους πνεύμονες πειραματόζωων της ομάδας ελέγχου 
εμφανίζουν όπως είναι αναμενόμενο πολλαπλές μεταστάσεις. Αντίθετα, στα 
εμβολιασμένα με αντιορό πειραματόζωα φαίνεται ότι αναπτύχθηκαν αντι-ιδιοτυπικά 
αντισώματα, τα οποία παρεμπόδισαν την προσκόλληση των καρκινικών κυττάρων 
στη λαμινίνη και την επακόλουθη μετάστασή τους. Βέβαια σε ένα από τα οκτό) 
πειραματόζωα που εμβολιάσθηκαν με αντιορό παρατηρήθηκε μία μικρή μεταστατική 
εστία. Παρ' όλα αυτά όμως οι υπόλοιπες τομές των πειραματόζωων αυτών 
επιβεβαιώνουν τις αντιμεταστατικές ιδιότητες του αντιορού που χορηγήθηκε.

5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗΣ ΜΗ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ ΜΕ ΑΝΑΠΤΥΓΜΕΝΟ ΟΓΚΟ ΠΑΓΚΡΕΑΤΟΣ ΣΕ Γ 
ΚΑΜΕΡΑ, ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΧΟΡΗΓΗΣΗ "mTc-YIGSR

Στις απεικονίσεις πειραματόζωων που είχαν αναπτύξει όγκο παγκρέατος 
παρατηρήθηκε συγκέντρωση του ραδιοφαρμάκου στην περιοχή όπου είχε αναπτυχθεί 
ο πρωτοπαθής όγκος (δεξιά πλάγια κοιλιακή χώρα) καθώς επίσης και στην περιοχή 
γύρω από αυτόν (μεταστάσεις) (εικόνα 20).
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Εικόνα 20. Απεικόνιση πειραματόζωου με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος, μετά την 
ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR. 
Παρατηρείται συγκέντρωση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου >9mTc-YIGSR στον 
πρωτοπαθή όγκο, αλλά και γύρω από αυτόν.

Στις απεικονίσεις που έδωσαν τα πειραματόζωα με ανεπτυγμένο όγκο 
παγκρέατος στα οποία χορηγήθηκε μη ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο YIGSR μισή ώρα 
πριν τη χορήγηση του "“Tc-YIGSR (εικόνα 21), παρατηρήθηκε ότι το 
ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο δεν συγκεντρώθηκε στην περιοχή όπου είχε αναπτυχθεί 
ο πρωτοπαθής όγκος (δεξιά πλάγια κοιλιακή χώρα) όπως λογικά θα περιμέναμε, αλλά 
ακολούθησε μια τυχαία κατανομή στο σώμα του πειραματόζωου. Το γεγονός αυτό 
υποδεικνύει ότι το μη ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο YIGSR στη διάρκεια της μισής 
ώρας μπόρεσε να απορροφηθεί και να συνδεθεί επιλεκτικά στα κύτταρα του όγκου με 
αυξημένη μεταστατική ικανότητα. Δηλαδή οι υποδοχείς των κυττάρων του όγκου 
ήταν ήδη κατειλημμένοι από το μη ραδιοεπισημασμένο πεπτίδιο και έτσι το 
ραδιοεπισημασμένο "mTc-YIGSR δεν κατάφερε να συνδεθεί αλλά κατανεμήθηκε 
τυχαία. Βέβαια παρατηρήθηκε λίγο πιο έντονη συγκέντρωση του ραδιοφαρμάκου 
στην ουροδόχο κύστη, αλλά αυτό οφείλεται όπως προαναφέρθηκε στην απέκκρισή 
του από τις ουροφόρες οδούς.
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Εικόνα 21. Απεικόνιση πειραματόζωου με αναπτυγμένο όγκο παγκρέατος, μετά την 
ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου JJmTc-YIGSR, μισή 
ώρα μετά τη χορήγηση μη ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου YIGSR. Παρατηρείται 
συγκέντρωση του ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου "mTc-YIGSR στην ουροδόχο κύστη 
και μια μικρή τυχαία κατανομή στο σώμα του πειραματόζωου, αλλά όχι στον 
πρωτοπαθή όγκο.

6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗΣ ΕΝΟΣ ΚΑΙΝΟΤΟΜΟΥ ΜΟΡΙΟΥ ΠΟΥ 
ΑΠΟΤΕΛΕΙΤΑΙ ΑΠΟ ΘΡΑΥΣΜΑΤΑ Fab ΣΥΝΔΕΜΕΝΑ ΣΤΗΝ ΠΟΛΥ-L- 
ΛΥΣΙΝΗ ΓΙΑ ΝΑ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΕΙ ΩΣ ΕΜΒΟΛΙΟ

Για την παρασκευή του καινοτόμου μορίου, όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 
«υλικά και μέθοδοι» απομονώθηκαν από τον ορό του ανοσοποιημένου κουνελιού οι 
ανοσοσφαιρίνες IgG και διασπάστηκαν σε θραύσματα Fab και Fc με πέψη με 
παπάίνη. Τα θραύσματα Fab απομονώθηκαν και συνδέθηκαν σε πολύ-Ε-λυσίνη. Η 
επιτυχία των πιο πάνω βημάτων ελέγχθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου παρουσία SDS. Επίσης, με πειράματα ανοσοενζυμομέτρησης 
(ELISA) ελέγχθηκε και η δυνατότητα του εμβολίου που παρασκευάσθηκε να 
συνδέεται με το πεπτίδιο YIGSR.

Α) Αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης

Στην εικόνα 22 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης.
Στη θέση 1 της πηκτής είχε φορτωθεί δείγμα από τον εμπλουτισμένο σε 

αντισώματα IgG ορό κουνελιού. Παρατηρούνται πολλές ταινίες που αντιστοιχούν 
στις διάφορες πρωτεΐνες που περιείχε ο ορός αυτός, μεταξύ των οποίων βρίσκονται 
και οι ανοσοσφαιρίνες IgG σε κόκκινο πλαίσιο.

Στη θέση 2, στην οποία είχε φορτωθεί δείγμα μετά τον καθαρισμό των 
αντισωμάτων IgG από τον εμπλουτισμένο ορό, παρατηρείται μόνο μία ταινία που
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αντιστοιχεί στα αντισώματα IgG, η οποία μάλιστα είναι περισσότερο έντονη σε 
σχέση με την αντίστοιχη της θέσης 1. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι ο καθαρισμός 
των αντισωμάτων IgG από τον αρχικό ορό πραγματοποιήθηκε σωστά.

Στη θέση 3 είχε φορτωθεί δείγμα από τη διάσπαση των καθαρών 
αντισωμάτων IgG με παπαΐνη και παρατηρούνται ταινίες που αντιστοιχούν στα 
θραύσματα των αντισωμάτων IgG τα οποία προέκυψαν από τη δράση του ενζύμου.

Στην επόμενη θέση παρατηρείται μία μόνο έντονη ταινία, η οποία αντιστοιχεί 
στα τμήματα Fab που προέκυψαν μετά από την πέψη με παπαΐνη (πράσινο πλαίσιο) 
και τα οποία απομονώθηκαν από τα υπόλοιπα τμήματα με τη βοήθεια της στήλης 
πρωτεΐνης Α.

Στη θέση 5 είχε φορτωθεί δείγμα των πρωτεϊνών που έμειναν 
προσκολλημένες στην πρωτεΐνη Α μετά την απομάκρυνση των τμημάτων Fab από τα 
υπόλοιπα θραύσματα που προέκυψαν από την πέψη των αντισωμάτων IgG με 
παπαΐνη. Παρατηρούνται ταινίες που αντιστοιχούν στα τμήματα Fc που παρέμειναν 
καθώς και σε κάποια αντισώματα IgG που δεν διασπάσθηκαν, όχι όμως στα τμήματα 
Fab.

Στην τελευταία θέση (θέση 6) είχε φορτωθεί δείγμα από το μόριο που 
παρασκευάσθηκε μετά τη σύνδεση των τμημάτων Fab των αντισωμάτων IgG στην 
πολύΈ-λυσίνη. Στη θέση αυτή παρατηρείται μία ταινία (μπλε κύκλος) σε πολύ 
χαμηλή θέση στην πηκτή (θέση υψηλού μοριακού βάρους) που αντιστοιχεί στο 
εμβόλιο (Fab/πολύ-Τ-λυσίνη). Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η πολύΈ-λυσίνη 
χαρακτηρίζεται από μοριακό βάρος περίπου 70.000 Dalton και τα τμήματα Fab των 
αντισωμάτων IgG από περίπου 20.000 Dalton. Επομένως, εάν υποθέσουμε ότι 
τουλάχιστον πέντε τμήματα Fab έχουν συνδεθεί στην πολύΈ-λυσίνη το μοριακό 
βάρος που προκύπτει είναι περίπου 170.000 Dalton. Έτσι το μόριο αυτό (Fab/πολύΈ- 
λυσίνη) είναι πολύ μεγάλο και δεν μπορεί να τρέξει μέσα στην πηκτή με αποτέλεσμα 
να παραμένει πολύ κοντά στο σημείο στο οποίο τοποθετήθηκε το δείγμα. 
Παρατηρείται επίσης και μια λιγότερο έντονη ταινία που φαίνεται ότι αντιστοιχεί σε 
κάποια τμήματα Fab τα οποία δεν μπόρεσαν να συνδεθούν στην πολύΈ-λυσίνη. Το 
γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι ίσως είναι απαραίτητο είτε να επωάζονται για 
περισσότερο χρονικό διάστημα τα τμήματα Fab με την πολύΈ-λυσίνη και το 
αντιδραστήριο που προκαλεί την σύνδεση (EDAC) είτε να προστίθεται μεγαλύτερη 
ποσότητα πολύ-Ε-λυσίνης, ώστε να μην παραμένουν ελεύθερα τμήματα Fab στο 
εμβόλιο.

Φαίνεται λοιπόν ότι το αντιδραστήριο EDAC [1-ethyl-3-(3-dimethyl 
aminopropyl)-carboimide] συνέδεσε ομοιοπολικά τις καρβοξυλικές ομάδες των 
τμημάτων Fab που προέκυψαν μετά την πέψη με παπαΐνη στις αμινομάδες της πολύ- 
Ε-λυσίνης, αφήνοντας ελεύθερο το αμινοτελικό άκρο των τμημάτων Fab, ώστε να 
μπορέσουν να αναπτυχθούν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-Id-YIGSR) για την 
περιοχή αυτή σε μελλοντικούς εμβολιασμούς ποντικών με το συγκεκριμένο εμβόλιο 
(Fab/πολύΈ-λυσίνη). Οι εμβολιασμοί αυτοί θα πραγματοποιηθούν με την προσδοκία 
να επιτευχθούν υψηλότεροι τίτλοι ανοσοποίησης στα ποντίκια σε σχέση με την 
περίπτωση εμβολιασμού με ολόκληρο το αντίσωμα IgG χωρίς την πολύΈ-λυσίνη. 
Με τον τρόπο αυτό θα επιτευχθεί επίσης και ανάπτυξη αντι-ιδιοτυπικών 
αντισωμάτων εξειδικευμένων για τα τμήματα Fab των αντισωμάτων IgG, τα οποία 
είναι υπεύθυνα για τη σύνδεση με το πεπτίδιο YIGSR, και όχι για ολόκληρο το μόριό 
τους.
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Εικόνα 22. Αποτελέσματα ηλεκτροφόρησης μετά από χρώση νιτρικού αργύρου. Θέση 1: 
δείγμα από ορό εμπλουτισμένο σε ανοσοσφαιρίνες IgG, θέση 2: δείγμα μετά από 
καθαρισμό των αντισωμάτων IgG, θέση 3: δείγμα μετά από πέψη με παπαίνη, θέση 4: 
δείγμα μετά από την απομόνωση των τμημάτων Fab που προέκυψαν από την πέψη, 
θέση 5: δείγμα από τμήματα Fc και άπεπτα αντισώματα IgG που παρέμειναν μετά την 
απομόνωση των τμημάτων Fab και θέση 6: δείγμα από το τελικό εμβόλιο (Fab/noIb-L- 
λυσίνη). Σε πράσινο πλαίσιο περικλείονται οι ταινίες που αντιστοιχούν στα αντισώματα 
IgG, σε κόκκινο πλαίσιο οι ταινίες που αντιστοιχούν στα τμήματα Fab των 
αντισωμάτων αυτών και σε μπλε κύκλο η ταινία που αντιστοιχεί στο εμβόλιο Fab/πολύ- 
L-λυσίνη. Παρατηρείται ότι οι διεργασίες καθαρισμού των αντισωμάτων IgG, της 
διάσπασής τους με παπαίνη και σύνδεσης των τμημάτων Fab που προέκυψαν με την 
πολύ-Ι-λυσίνη πραγματοποιήθηκαν με επιτυχία.

Β) Αποτελέσματα ανοσοενζυμομέτρησης

Απαραίτητη προϋπόθεση για την επίτευξη ανοσοποίησης ποντικών τα οποία 
μελλοντικά θα εμβολιασθούν με το εμβόλιο Fab/πολύ-Ε-λυσίνη είναι το εμβόλιο 
αυτό να έχει την ικανότητα να συνδέεται στο πενταπεπτίδιο YIGSR. Έτσι μόνο θα 
αναπτυχθούν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα με δομή παρόμοια με το πενταπεπτίδιο 
αυτό. Η δυνατότητα του εμβολίου F ab/πολύ - L-λυ σίνη να συνδέεται με το 
πενταπεπτίδιο YIGSR, ελέγχθηκε με τη μέθοδο ELISA όπως αναφέρεται στο 
κεφάλαιο «υλικά και μέθοδοι».

Τα αποτελέσματα της ELISA παρουσιάζονται στο γράφημα 6. Από το 
γράφημα αυτό συμπεραίνεται ότι στην περίπτωση την οποία προστίθεται στις θέσεις 
μιας πλακέτας ELISA το εμβόλιο Fab/πολύ-Ε-λυσΐνη οι τιμές απορρόφησης που 
λαμβάνονται στα 450nm είναι υψηλότερες σε σχέση με τις τιμές που αντιστοιχούν 
στην προσθήκη μόνο του ορού του κουνελιού που περιέχει το αντίσωμα IgG (anti- 
YIGSR). Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει ότι το εμβόλιο Fab/πολύ-L-λυσίνη που 
παρασκευάσθηκε έχει την ικανότητα να συνδέεται με το πενταπεπτίδιο YIGSR και 
μάλιστα σε μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με το ολόκληρο αντίσωμα IgG που δεν είναι 
συνδεδεμένο στην πολύ-L-λυσίνη και περιέχεται στον ορό του κουνελιού. Επομένως, 
είναι πολύ πιθανό να επιτευχθούν υψηλοί τίτλοι ανοσοποίησης σε ποντίκια που 
πρόκειται να εμβολιασθούν με το μόριο αυτό (Fab/πολύ-Ε-λυσίνη) μελλοντικά.
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Γοάφΐηια 6. Ικανότητα σύνδεσης με το πενταπεπτίδιο YIGSR. Η πρώτη στήλη 
αντιστοιχεί στον ορό του κουνελιού που περιείχε ολόκληρο το αντίσωμα IgG χωρίς 
αυτό να συνδέεται στην πολύ-ί-λυσίνη, ενώ η δεύτερη στήλη στο εμβόλιο που 
παρασκευάσθηκε (Fab/πολύ-L-λυσίνη). Παρατηρείται ότι το εμβόλιο Fab/πολύ-L- 
λυσίνη έχει την ικανότητα να συνδέεται με το πενταπεπτίδιο YIGSR και μάλιστα σε 
μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με το ολόκληρο αντίσωμα IgG που δεν είναι συνδεδεμένο 
στην πολύ-Ι-λυσίνη.
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

ο Χορήγηση ορού κουνελιού που περιέχει αντισώματα anti-YIGSR (ορός- 
εμβόλιο) σε ποντίκια τύπου BalbC57BL δεν προκαλεί επικίνδυνες 
ανοσολογικές αντιδράσεις.

ο Τα εμβολιασμένα με ορό-εμβόλιο ποντίκια τύπου BalbC57BL αναπτύσσουν 
αντισώματα ενάντια στις ανοσοσφαιρίνες IgG του εν λόγω ορού.

ο Τα εμβολιασμένα με ορό-εμβόλιο ποντίκια τύπου BalbC57BL αναπτύσσουν 
εξειδικευμένα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα ενάντια στα αντισώματα anti- 
YIGSR του εν λόγω ορού.

ο Τα εμβολιασμένα με ορό-εμβόλιο ποντίκια τύπου BalbC57BL που φέρουν 
όγκο παγκρέατος επιβιώνουν περισσότερο από το διπλάσιο χρονικό διάστημα 
συγκριτικά με τα ποντίκια της ομάδας ελέγχου.

ο Τα εμβολιασμένα με ορό-εμβόλιο ποντίκια τύπου BalbC57BL που φέρουν 
όγκο παγκρέατος εμφανίζουν πολύ λιγότερες μεταστάσεις στον πνεύμονα 
συγκριτικά με τα ποντίκια της ομάδας ελέγχου.

ο Το συνθετικό πεπτίδιο YIGSR έχει την ικανότητα να συνδέεται εξειδικευμένα 
με τους υποδοχείς 67kDa LBP των παγκρεατικών καρκινικών κυττάρων με 
αυξημένη μεταστατική ικανότητα. Με τον τρόπο αυτό παρεμποδίζει τη 
σύνδεση των κυττάρων αυτών στην αλληλουχία YIGSR της λαμινίνης και 
επομένως παρεμποδίζει τη μετάσταση.

ο Τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα που αναπτύσσονται με τους εμβολιασμούς 
έχουν παρόμοια διαμόρφωση στο χώρο με το πεπτίδιο YIGSR.

ο Τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα που αναπτύσσονται με τους εμβολιασμούς 
συνδέονται εξειδικευμένα με τους υποδοχείς 67kDa LBP των παγκρεατικών 
καρκινικών κυττάρων με αυξημένη μεταστατική ικανότητα. Με τον τρόπο 
αυτό παρεμποδίζουν τη σύνδεση των κυττάρων αυτών στην αλληλουχία 
YIGSR της λαμινίνης και επομένως παρεμποδίζουν τη μετάσταση.

ο Το μόριο που αποτελείται από θραύσματα Fab των αντισωμάτων IgG (anti- 
YIGSR) συνδεδεμένα ομοιοπολικά με την πολύ-Τ-λυσίνη έχει την ικανότητα 
να συνδέεται με το πεπτίδιο YIGSR και μάλιστα σε μεγαλύτερο βαθμό 
συγκριτικά με ολόκληρο το αντίσωμα IgG μη συνδεδεμένο με την πολύ-Τ- 
λυσίνη.



55

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στην παρούσα εργασία οροί κουνελιών που περιείχαν αντισώματα anti- 
YIGSR (IgG) χρησιμοποιήθηκαν ως εμβόλιο για την επαγωγή αντι-ιδιοτυπικών 
αντισωμάτων σε ποντίκια με όγκο παγκρέατος. Τα ποντίκια ανέπτυξαν αντισώματα 
έναντι στον ορό των κουνελιών και εξειδικευμένα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα έναντι 
των anti-YIGSR αντισωμάτων.

Τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα (anti-ids) είναι αντισώματα που 
αναπτύσσονται ενάντια ιδιότυπων (V περιοχές) άλλων αντισωμάτων. Είναι γνωστό 
ότι η διαμόρφωση κάθε ιδιότυπου είναι συμπληρωματική με τη διαμόρφωση του 
επίτοπου με τον οποίο συνδέεται. Έτσι, οι V περιοχές των αντι-ιδιοτυπικών 
αντισωμάτων έχουν διαμορφώσεις παρόμοιες με αυτές των αρχικών επίτοπων των 
αντιγόνων, διατηρώντας την ‘εσωτερική εικόνα’ των αντιγόνων αυτών.

Το γεγονός ότι παρήχθησαν αντισώματα ενάντια στον ορό των κουνελιών 
επιβεβαιώθηκε με πειράματα ανοσοαποτύπωσης (Western blotting). Με πειράματα 
ανοσοενζυμομέτρησης (ELISA) και παρεμπόδισης σύνδεσης ραδιοεπισημασμένου με 
99mTc πεπτιδίου YIGSR σε κύτταρα Hep-2 αποδείχθηκε ότι τα ποντίκια ανέπτυξαν 
εξειδικευμένα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα έναντι των anti-YIGSR αντισωμάτων. Τα 
αντι-ιδιοτυπικά αυτά αντισώματα παρεμπόδισαν τη σύνδεση του 
ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου με τα αντισώματα anti-YIGSR αλλά και με τους 
υποδοχείς της επιφάνειας των κυττάρων Hep-2.

Επιπρόσθετα, πραγματοποιήθηκαν απεικονίσεις ποντικών, οι οποίοι 
εμβολιάζονταν ανά εβδομάδα για πέντε συνεχόμενες εβδομάδες με το παραπάνω 
εμβόλιο, σε γ κάμερα μετά από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση ραδιοεπισημασμένου με 
99mTc πεπτιδίου YIGSR. Οι απεικονίσεις αυτές έδειξαν ότι στα συγκεκριμένα 
ποντίκια δεν επιτυγχάνονταν απεικόνιση του όγκου και των μεταστάσεων, ενώ 
αντίθετα στα πειραματόζωα της ομάδας ελέγχου το ραδιοσημασμένο πεπτίδιο 
εντοπίζονταν κυρίως στις μεταστάσεις αλλά και στον όγκο.

Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενα αποτελέσματα που 
προέρχονται από το ίδιο εργαστήριο σε μελέτες όπου το συνθετικό πεπτίδιο YIGSR 
είχε επισημανθεί είτε με 125Ι είτε με 131Ι (Τρόντζος Χ.Α., 1996). Η επισήμανση με 
99mTc δίνει το πλεονέκτημα της ευχερέστερης εφαρμογής της απεικόνισης στον 
άνθρωπο σε εργαστήρια πυρηνικής ιατρικής δεδομένου ότι το 99mTc ακτινοβολεί 
λιγότερο τον εξεταζόμενο ασθενή και έχει ιδανικές ιδιότητες για την επιτυχή 
απεικόνιση.

Το γεγονός ότι δεν απεικονίσθηκαν οι όγκοι και οι μεταστάσεις στα 
εμβολιασμένα πειραματόζωα εξηγείται εφόσον γίνει δεκτό ότι τα πειραματόζωα αυτά 
ανέπτυξαν αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα παρόμοια με το πεπτίδιο YIGSR, τα οποία 
κατέλαβαν τους υποδοχείς των παγκρεατικών καρκινικών κυττάρων, με αποτέλεσμα 
να παρεμποδίσουν τη σύνδεση του χορηγούμενου ραδιοεπισημασμένου πεπτιδίου 
στους υποδοχείς αυτούς. Φαίνεται λοιπόν ότι τα παραγόμενα αντι-ιδιοτυπικά 
αντισώματα έχουν παρόμοια διαμόρφωση με το πεπτίδιο YIGSR.

Πολλοί ερευνητές έχουν επισημάνει τις αντιμεταστατικές ιδιότητες του 
πεπτιδίου YIGSR (Hill-Bator A. and Opolski A. 2002, Jaseja M. et al 2003, Busque
F. et al 2002, Iwamoto Y. et al 1987, McCarthy J.B. et al 1988, Kawasaki K. et al 
1991, Nomizu M. et al 1993, YoshidaN. et al 1999 και Mecham R.P. et al 1991). Τα 
αποτελέσματα των ερευνητών αυτών συμφωνούν με τα αποτελέσματα της παρούσας 
εργασίας και υποδεικνύουν ότι, όταν το συνθετικό αυτό πεπτίδιο χορηγείται in vivo 
σε πειραματόζωα που φέρουν διάφορους τύπους καρκίνου, συνδέεται με τους
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υποδοχείς υψηλής συγγένειας για τη λαμινίνη με μοριακό βάρος 67kDa οι οποίοι 
βρίσκονται στην επιφάνεια των μεταστατικών καρκινικών κυττάρων. Με τον τρόπο 
αυτό παρεμποδίζεται η σύνδεση των υποδοχέων αυτών στις αλληλουχίες YIGSR, οι 
οποίες εντοπίζονται στις βΐ αλυσίδες της λαμινίνης. Επομένως, το συνθετικό πεπτίδιο 
YIGSR αναστέλλει την σύνδεση των καρκινικών κυττάρων στη βασική μεμβράνη, 
βήμα σημαντικό για την πραγματοποίηση της μετάστασης. Τα αντι-ιδιοτυπικά 
αντισώματα που αναπτύχθηκαν, όπως προαναφέρθηκε, έχουν διαμόρφωση στο χώρο 
παρόμοια με αυτή του πεπτιδίου YIGSR και επομένως χαρακτηρίζονται και από 
παρόμοιες ιδιότητες. Έτσι, τα αντισώματα αυτά δεσμεύονται στους υποδοχείς 67kDa 
και παρεμποδίζουν τον σχηματισμό των μεταστατικών εστιών με τον ίδιο τρόπο όπως 
τα συνθετικά πεπτίδια YIGSR.

Η αρχή των αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων εφαρμόζεται στην κλινική πράξη 
για τη δημιουργία εμβολίων κατά του καρκίνου. Αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα ενάντια 
σε ανοσοσφαιρίνες, οι οποίες εμφανίζονται στην επιφάνεια Β-λεμφοκυττάρων έχουν 
χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση λεμφωμάτων (Decker B.C., 2000). Αντι- 
ιδιοτυπικό εμβόλιο που περιείχε αντισώματα anti-CA-125 έχει επίσης χρησιμοποιηθεί 
για τη θεραπεία του καρκίνου των ωοθηκών (Madiyalakan R. et al, 1995). Παρόμοια 
αποτελέσματα έχουν αναφερθεί και για ένα αντι-ιδιοτυπικό εμβόλιο με διαμόρφωση 
ανάλογη με το αντιγόνο CEA (carcinoembryonic antigen) σε ασθενείς με καρκίνο του 
κόλου (Decker B.C., 2000).

Η εφαρμογή των αντι-ιδιοτυπικών εμβολίων για την αντιμετώπιση ορισμένων 
μορφών καρκίνου χαρακτηρίζεται, όπως προαναφέρθηκε, από επιτυχία. Η 
προσέγγιση όμως αυτή μπορεί ενδεχομένως να αποδειχθεί και τοξική για τον 
οργανισμό στον οποίο θα εφαρμοσθεί. Για παράδειγμα έχει αναφερθεί ότι χορήγηση 
αντι-ιδιοτυπικού εμβολίου σε ασθενή με καρκίνο του κόλου και του ορθού 
προκάλεσε αυτοάνοση ασθένεια (Samonigg Η. et al, 1992). Και πάλι όμως τα 
μειονεκτήματα της χρήσης αντι-ιδιοτυπικών εμβολίων δεν είναι πολύ σημαντικά 
συγκριτικά με τα ευεργετικά τους αποτελέσματα που αφορούν στην αντιμετώπιση 
του καρκίνου.

Υπήρχε λοιπόν η πιθανότητα το συγκεκριμένο εμβόλιο, ως αντι-ιδιοτυπικό, 
να προκαλέσει επικίνδυνες ανοσολογικές αντιδράσεις στα πειραματόζωα στα οποία 
χορηγήθηκε. Για να ελεγχθεί η πιθανή τοξική δράση του εμβολίου στα 
πειραματόζωα, πραγματοποιήθηκε τρίμηνη τοξικολογική μελέτη. Τα αποτελέσματα 
της μελέτης αυτής έδειξαν ότι το εμβόλιο ήταν ασφαλές και δεν προκάλεσε κάποια 
επιπλοκή στα εμβολιασμένα πειραματόζωα.

Στο ίδιο συμπέρασμα καταλήξαμε και μετά από την παρακολούθηση της 
επιβίωσης των εμβολιασμένων ποντικών μετά από εμφύτευση όγκου παγκρέατος. Τα 
ποντίκια που εμβολιάζονταν ανά εβδομάδα με το αντι-ιδιοτυπικό εμβόλιο επιβίωσαν 
περισσότερο από το διπλάσιο χρονικό διάστημα συγκριτικά με τα πειραματόζωα της 
ομάδας ελέγχου. Επίσης, στις απεικονίσεις εμβολιασμένων ποντικών σε γ κάμερα δεν 
σκιαγραφήθηκαν ούτε ο όγκος ούτε περιοχές γύρω από αυτόν οι οποίες θα 
μπορούσαν να αποτελούν μεταστατικές εστίες. Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι 
τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα, η παραγωγή των οποίων επάγεται με το χορηγούμενο 
εμβόλιο, μπορούν να παρεμποδίσουν τη μετάσταση. Ο ισχυρισμός αυτός 
επιβεβαιώθηκε και με την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο ιστολογικών τομών 
από τους πνεύμονες των συγκεκριμένων ποντικών. Συγκριτικά με τα πειραματόζωα 
της ομάδας ελέγχου, τα εμβολιασμένα πειραματόζωα εμφάνισαν ελάχιστες ή καθόλου 
μεταστάσεις στους πνεύμονές τους.

Από την άλλη, δεν μπορούμε να προβλέψουμε την επίδραση του 
συγκεκριμένου εμβολίου σε περίπτωση πιθανής εφαρμογής του σε ανθρώπινους
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οργανισμούς. Ο υποδοχέας 67kDa, τον οποίο, όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα 
της παρούσας μελέτης, αναγνωρίζουν και δεσμεύουν τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα, 
συμμετέχει και σε φυσιολογικές διεργασίες, πέρα από τις παθολογικές. Είναι γνωστό 
ότι ο υποδοχέας αυτός εμπλέκεται στην απόκριση των κυττάρων, όταν αυτά βρεθούν 
σε κατάσταση στρες (διατμητική τάση). Πιο συγκεκριμένα, ρυθμίζει την έκφραση 
των γονιδίων e-NOs, τα οποία κωδικοποιούν για τη συνθετάση του μονοξειδίου του 
αζώτου (NO) (Gloe Τ. et al, 1999). Επίσης, είναι πιθανή η συμμετοχή του ως 
βοηθητικό μόριο στη σύνδεση της λαμινίνης με τους ιντεγκρινικούς υποδοχείς α6β4 
(Ardini Ε. et al, 1997). Επομένως, όταν οι υποδοχείς 67kDa καλύπτονται με τα αντι- 
ιδιοτυπικά αντισώματα μπορεί μεν να παρεμποδίζεται η μετάσταση, παράλληλα όμως 
δεν αποκλείεται να αναστέλλεται και η συμμετοχή των υποδοχέων αυτών στη 
μεταγωγή σήματος (Massia S.P. et al, 1993). Τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος είναι 
απαραίτητα για τα κύτταρα μια και τα βοηθούν να αντιλαμβάνονται το περιβάλλον 
τους και να αντιδρούν κατάλληλα σε πιθανή επικίνδυνη μεταβολή του. Έτσι, εάν 
ανασταλεί κάποιο από τα στάδια των μονοπατιών αυτών, όπως στην περίπτωση 
δέσμευσης των υποδοχέων 67kDa από τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα, η φυσιολογική 
λειτουργία των κυττάρων διαταράσσεται. Πρέπει όμως να λάβουμε υπόψη ότι πολλοί 
ερευνητές υποστηρίζουν ότι οι υποδοχείς 67kDa εμφανίζονται σε μεγαλύτερο 
ποσοστό στην επιφάνεια καρκινικών κυττάρων συγκριτικά με τα φυσιολογικά 
κύτταρα (Qin G.M. et al 2002, Ardini E. et al 1997 και Τρόντζος X.A. 1996). Έτσι, οι 
θετικές αντιμεταστατικές επιδράσεις της δέσμευσης των υποδοχέων αυτών από τα 
αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα φαίνεται να υπερισχύουν των πιθανών αρνητικών 
επιδράσεων στη λειτουργία των φυσιολογικών κυττάρων. Επιπλέον αξίζει να 
σημειωθεί ότι στην περίπτωση των φυσιολογικών κυττάρων οι υποδοχείς αυτοί είναι 
ήδη κατειλημμένοι άρα τα αντι-ιδιοτυπικά αντισώματα δεν μπορούν να συνδεθούν σε 
αυτούς. Δεν αποκλείεται όμως να υπάρχουν και ελεύθεροι υποδοχείς και μάλιστα σε 
φυσιολογικά κύτταρα τα οποία μεταναστεύουν για να επιτελέσουν τη λειτουργία τους 
π.χ. μονοκύτταρα και πολυμορφοπύρηνα. Παρ’ όλο που τέτοιοι υποδοχείς δεν έχουν 
μέχρι τώρα αναφερθεί δεν μπορεί να αποκλεισθεί με βεβαιότητα ότι το αντι- 
ιδιοτυπικό εμβόλιο που χρησιμοποιήθηκε μπορεί να δημιουργήσει προβλήματα στον 
ανθρώπινο οργανισμό μετά από μακροχρόνια χορήγηση.

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης επιβεβαιώνουν προηγούμενες 
παρατηρήσεις που έγιναν σε πειραματόζωα που είχαν ενοφθαλμισθεί τόσο με 
καρκίνο του πνεύμονα όσο και με μελάνωμα (Κολιάκος Γ. και συν. 1995, Kouzi- 
Koliakos Κ. et al, 1996, Koliakos G. et al 1997 και Kouzi-Koliakos K. et al, 2002) και 
ανοίγουν το δρόμο για την εφαρμογή του εμβολίου αυτού σε άνθρωπο. Παρ’ όλα 
αυτά η χορήγηση ορού κουνελιού σε άνθρωπο είναι πιθανόν να προκαλέσει 
απρόβλεπτες αλλεργικές αντιδράσεις. Επίσης, οι σχετικές ποσότητες που θα έπρεπε 
κατ’ αναλογία να χορηγηθούν στον άνθρωπο για να επιτευχθεί παρόμοιο αποτέλεσμα 
θα ήταν ανέφικτα μεγάλες. Για να αυξηθεί η δραστικότητα και να μειωθεί 
ταυτόχρονα ο όγκος του χορηγουμένου εμβολίου παρασκευάσθηκε ένα καινοτόμο 
μόριο το οποίο αποτελούνταν από θραύσματα Fab των αντισωμάτων anti-YIGSR 
(IgG) συνδεμένα ομοιοπολικά στην πολύΈ-λυσίνη (αριθμός ευρεσιτεχνίας 
PCT/GR02/00027). Με το μόριο αυτό αναμένεται ότι θα επιτευχθεί η ανάπτυξη 
ειδικών αντι-ιδιοτυπικών αντισωμάτων μόνο για το τμήμα των αντισωμάτων IgG που 
συνδέεται με το πεπτίδιο YIGSR. Επίσης, εξαιτίας της πολυμερούς φύσης του 
μορίου, αναμένονται υψηλότεροι τίτλοι ανοσοποίησης σε πειραματόζωα που 
εμβολιάζονται με το μόριο αυτό καθώς και μεγαλύτερη αντιμεταστατική δράση. 
Επομένως, το καινοτόμο μόριο που παρασκευάσθηκε είναι πιθανό να έχει καλύτερη
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δράση ως εμβόλιο για την παρεμπόδιση των μεταστάσεων και έτσι να μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί και στον άνθρωπο.

Τα πειράματα που αναφέρονται στην παρούσα εργασία θα επαναληφθούν σε 
μεγαλύτερο αριθμό πειραματοζώων χρησιμοποιώντας αυτή τη φορά ως εμβόλιο το 
καινοτόμο αυτό μόριο που αναφέρθηκε. Στη συνέχεια θα ζητηθεί η άδεια από τον 
Εθνικό Οργανισμό Φαρμάκων έτσι ώστε να αρχίσουν οι σχετικές κλινικές δοκιμές 
(Φάση Ι-ΙΙ). Επίσης, θα ζητηθεί η άδεια για την δοκιμή του ραδιοεπισημασμένου 
συνθετικού πεπτιδίου YIGSR ως ραδιοφαρμάκου για τη διάγνωση του καρκίνου. Το 
ίδιο πεπτίδιο ραδιοσημασμένο με άλλα ισότοπα θα μπορούσε να δοκιμασθεί στο 
μέλλον ως θεραπευτικό ραδιοφάρμακο. ΕΙ ερευνητική μας ομάδα συνεχίζει τις 
έρευνες στον τομέα αυτό, με σκοπό να υλοποιήσει τις προτάσεις που 
προαναφέρθηκαν.
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