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Περίληψη

Οι ιοί των θηλωμάτων (papillomaviruses) είναι μια ομάδα επιθηλιοτροπικών DNA 

ιών χωρίς εξωτερικό περίβλημα που προκαλούν αλλοιώσεις στο επιθήλιο του δέρματος 

(θηλώματα) και στο επιθήλιο του βλεννογόνου (κονδυλώματα). Μολύνουν μια ευρεία 

κλίμακα οργανισμών, η οποία εκτείνεται από τα πτηνά μέχρι τα θαλάσσια θηλαστικά. Ο 

ιός των θηλωμάτων απέκτησε μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον όταν διαπιστώθηκε ότι 

προκαλεί μια σειρά δερματικών αλλοιώσεων στον άνθρωπο.

Ο ιός των Ανθρωπίνων Θηλωμάτων (HPV) μεταδίδεται μέσω δερματικής επαφής, 

έχει παγκόσμια κατανομή και προκαλεί ένα ευρύ φάσμα από καλοήθεις και κακοήθεις 

αλλοιώσεις στον άνθρωπο. Οι περισσότερες HPV λοιμώξεις είναι ασυμπτωματικές. Έχουν 

πλήρως αναγνωριστεί περισσότεροι από 130 τύποι του ιού, ορισμένοι από τους οποίους 

ευθύνονται για την πρόκληση δερματικών κονδυλωμάτων, κυρίως των παλαμών και των 

πελμάτων. Το ένα τρίτο των τύπων του ιού μεταδίδεται μέσω σεξουαλικής επαφής και 

αναπτύσσεται στη γεννητική περιοχή των ατόμων. Με βάση το γεγονός ότι προκαλούν μια 

σειρά αλλοιώσεων στον άνθρωπο και κυρίως στην ανάπτυξη καρκίνου έχει δοθεί ιδιαίτερη 

ιατρική σημασία και μια εκτεταμένη προσπάθεια ανάπτυξης εμβολίων.

Επιδημιολογικές και πειραματικές μελέτες έχουν αποδείξει σαφώς ότι διάφοροι 

τύποι των HPV (HPV-υψηλού κινδύνου) αποτελούν βασική αιτία πρόκλησης καρκίνου 

στον τράχηλο της μήτρας, ενώ ορισμένοι άλλοι τύποι HPV (HPV- χαμηλού κινδύνου) 

προκαλούν κοινά κονδυλώματα του γενετικού συστήματος. Παρά το γεγονός ότι η 

εφαρμογή των προληπτικών κυτταρολογικών εξετάσεων (test pap) ελάττωσε την εμφάνιση 

της νόσου στις Δυτικές χώρες, τα ποσοστά παραμένουν αρκετά υψηλά.

Πέρα από την δημιουργία κυτταρολογικών και μοριακών μεθόδων για την 

ανίχνευση HPV στελεχών που προσβάλουν το γενετικό σύστημα, αποτελεί μεγάλο 

ερευνητικό ενδιαφέρον η ανάπτυξη μεθόδων για τον εντοπισμού μοριακών δεικτών. 

Δείκτες οι οποίοι θα μπορούν να προβλέπουν σε πρώιμα στάδια της μόλυνσης, την εξέλιξη 

του βαθμού της ενδοεπιθηλιακής αλλοίωσης και την μεταβολή της αλλοίωσης σε καρκίνο. 

Η ανίχνευση της ενσωμάτωσης HPV τύπων υψηλής επικυνδυνότητας στο κυτταρικό 

γονιδίωμα, καθώς επίσης και ο εντοπισμός της ακριβής θέσης ενσωμάτωσης του ιού στο 

κυτταρικό χρωμόσωμα μπορεί να αποτελέσει ένα ενδιαφέρον και αξιόπιστο μοριακό 

δείκτη με βασικό στόχο την πρόβλεψη της δημιουργίας τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας και κυρίως την ανέλιξη της δυσπλασίας σε καρκίνο.
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Για τον λόγο αυτό στόχος της παρούσας εργασίας ήταν ο προσδιορισμός της 

κατάστασης του γονιδίωματος κλινικών στελεχών HPV-16 (ενσωματωμένη, υπό την 

μορφή επισώματος ή και οι δυο μορφές ταυτόχρονα ). Σε πρώτο στάδιο μελετήθηκε η 

ακεραιότητα του γονιδίου Ε2 το οποίο αποτελεί την συνηθέστερη θέση ρήξης και 

ενσωμάτωσης του ιϊκού DNA. Η μελέτη του γονιδίου Ε2 πραγματοποιήθηκε με την χρήση 

εκκινητικών μορίων, οι οποίοι σχεδιάστηκαν στα πλαίσια της παρούσας εργασίας. Οι 

εκκινητές που κατασκευάστηκαν ενισχύουν ολόκληρο το γονίδιο καθώς επίσης και τα 

επιμέρους τμήματά του έτσι ώστε να εντοπιστεί η ακριβής θέση ρήξης εντός του ανοιχτού 

πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου. Επιπλέον χρησιμοποιήθηκε η δοκιμή ΑΡΟΤ assay, η 

οποία επιτρέπει την διάκριση των ιικών mRNAs, προερχόμενα από ενσωματωμένα ή 

επισωμικά ιικά μετάγραφα. Με την μέθοδο αυτή δίνεται η δυνατότητα να προσδιορίσουμε 

από ιικα μετάγραφα την μορφή του γονιδίωματος του ιού και από την αλληλουχία των 

μεταγράφων μπορούμε να προσδιορίσουμε πιο ιικό γονίδιο έχει υποστεί ρήξη. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι εκτός από το γονίδιο Ε2, έχει παρατηρηθεί και σε μικρότερο ποσοστό ρήξη 

στα γονίδια Ε1 και Ε4. Τέλος από τις κυτταρικές αλληλουχίες που συμπεριλαμβάνονται 

στα μετάγραφα είναι δυνατός ο εντοπισμός της ακριβής θέσης ενσωμάτωσης του ιού στο 

χρωμόσωμα.
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1. Η Βιολογία των Human Papilloma viruses (HPV)

1.1.Γενικά χαρακτηριστικά

Εικόνα 1.1: Human 
Papilloma Virus (HPV)

Οι Papilloma ιοί (από την λατινική λέξη papilla: θηλή 

ή φλύκταινα και την ελληνική κατάληξη oma: όγκος) 

συγκροτούν την μεγάλη οικογένεια των Papillomaviridae.

Είναι δίκλωνοι κυκλικοί DNA ιοί μεγέθους 7900 bp χωρίς 

εξωτερικό περίβλημα. Προσβάλουν την βασική στοιβάδα του 

επιθηλίου και σχετίζονται με την ανάπτυξη ενδοεπιθηλιακών 

αλλοιώσεων. Είναι υπεύθυνοι για την ανάπτυξη μιας σειράς 

βλαβών, οι οποίες εκτείνονται από κοινά θηλώματα μέχρι 

καρκίνο του τραχήλου της μήτρας και καρκίνο του πέους 

(Zur Hausen 1996).

Ανακαλύφθηκαν πρώτη φορά στις αρχές του 20— αιώνα, όταν αποδείχθηκε ότι τα 

δερματικά θηλώματα μπορούσαν να μεταδοθούν μεταξύ ατόμων με την βοήθεια ενός 

διηθητού παράγοντα. Το 1935 ο Francis Peyton Rous, ο οποίος είχε αποδείξει την πρόκληση 

σαρκώματος στα κοτόπουλα από ιό, συσχέτισε τους papilloma ιούς με τον καρκίνο του 

δέρματος. Παρατήρησε ότι μολυσμένα κουνέλια του γένους sylvilagus εμφάνιζαν 

θηλώματα, τα οποία μετά από σύντομο χρονικό διάστημα μετατρέπονταν σε κακοήθη όγκο. 

Αυτή ήταν η πρώτη απόδειξη που ενοχοποιούσε τους ιούς για την πρόκληση καρκίνου. Από 

τότε διάφοροι τύποι της ομάδας αυτής των ιών εντοπίστηκαν και συνδέθηκαν με την 

δημιουργία όγκων σε πολλά είδη μεταξύ των οποίων και ο άνθρωπος. Οι ιοί των 

θηλωμάτων έγιναν ευρέως γνωστοί στις αρχές της δεκαετίας του 80 όταν ο Harald zur 

Hausen το 1983 απομόνωσε τον πρώτο HPV-16 σε γυναίκα που έπασχε από καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας. Αργότερα ανακαλύφθηκε, ότι συγκεκριμένα στελέχη του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV - Human Papilloma Viruses) συσχετίζονται με τον καρκίνο 

του τραχήλου της μήτρας, μία από τις πλέον διαδεδομένες μορφές καρκίνου παγκοσμίως. Ο 

καρκίνος του τραχήλου της μήτρας αποτελεί την δεύτερη πιο συχνή μορφή καρκίνου μεταξύ 

των γυναικών παγκοσμίως (Parkin et al 2000)

Οι ιοί των ανθρώπινων θηλωμάτων μεταδίδονται μέσω δερματικής επαφής. Μέχρι 

σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί και έχουν πλήρως αλληλουχηθεί περισσότεροι από 100
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διαφορετικοί τύποι HPV, ενώ περισσότεροι από 120 θεωρητικά καινούργιοι τύποι έχουν 

εν μέρει χαρακτηριστεί (Zur Hausen 2000). Μια ομάδα 30 στελεχών του ιού μεταδίδεται 

μέσω σεξουαλικής επαφής και προσβάλει το ουρογεννητικό σύστημα.( Gillison 2001). Οι 

HPV βάση του τροπισμού τους μπορούν να διαχωριστούν σε δερματικούς και στους ιούς 

εκείνους που προσβάλλουν το επιθήλιο του βλεννογόνου. Οι δερματικοί HPV τύποι 

προκαλούν καλοήθη δερματικά θηλώματα, όπως το κοινό θήλωμα, το ακροχορδώδες 

θήλωμα και το επίπεδο θήλωμα. Οι HPV που προσβάλουν το επιθήλιο του βλεννογόνου 

προκαλούν αλλοιώσεις στον τράχηλο της μήτρας, στον ανώτερο αναπνευστικό σωλήνα, 

τον οισοφάγο και αποτελούν τον κύριο αιτιολογικό παράγοντα για την ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία και τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. Επιπλέον οι HPV της τελευταίας 

αυτής τάξης ανάλογα με την έκταση και την σοβαρότητα της βλάβης μπορούν να 

κατηγοριοποιηθούν σε τρεις χαρακτηριστικές ομάδες. Στην ομάδα υψηλής 

επικινδυνότητας (High risk), τα μέλη της οποίας είναι συνδεδεμένα με την πρόκληση 

‘επεκτατικού’ καρκίνου συνήθως του ουρογενετικού συστήματος. Στην ομάδα ενδιάμεσης 

επικινδυνότητας (Middle risk), τα μέλη της οποίας μπορεί να ανευρίσκονται σε 

δυσπλασίες. Τέλος στην ομάδα χαμηλής επικινδυνότητας (Low risk) τα μέλη της οποίας 

εντοπίζονται σπανίως σε καρκίνο άλλα είναι στενά συνδεδεμένα με την πρόκληση 

θηλωμάτων (Munoz N.et al 2003). Εκτός από τον καρκίνο στον τράχηλο της μήτρας ο 

HPV επίσης σχετίζεται με την εμφάνιση καρκίνου του πέους, της μήτρας και του πρωκτού. 

Ακόμα έχει παρατηρηθεί ότι καρκίνος του λάρυγγα, του οισοφάγου και του πνεύμονα 

ιστολογικά μοιάζει με τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας γεγονός που εμπλέκει τους 

papilloma ιούς στους προαναφερθέντες τύπους καρκίνου

1.2 Ταξινόμηση των papillomaviruses

Οι ιοί των θηλωμάτων (papillomaviruses) αρχικά ομαδοποιήθηκαν μαζί με τους 

polyomaviruses και τον SV40 στην μεγάλη οικογένεια των Papovaviridae. Η ομαδοποίηση 

αυτή βασίστηκε στην ομοιότητα του καψιδίου των παραπάνω ιών, στην έλλειψη 

περιβλήματος καθώς επίσης στην ύπαρξη δίκλωνου κυκλικού μορίου DNA (Danos Ο et al 

1989). Πρόσφατα όμως από την διεθνή επιτροπή ταξινόμησης των ιών (ICTV) έγινε 

αποδεκτό ότι οι ιοί των θηλωμάτων-papillomaviruses αποτελούν μια ξεχωριστή 

ταξινομική οικογένεια ιών των Papillomaviridae, η οποία δεν σχετίζεται καθόλου με τους 

polyomavirus και τον SV40. Ο διαχωρισμός αυτός έγινε βάση της διαφοράς της 

οργάνωσης, του μεγέθους και της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας μεταξύ των
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papillomaviruses και των μελών της οικογένειας Papovaviridae (de villiers Ε.Μ et al 

2004).

Οι papilloma ιοί δεν κατηγοριοποιούνται σε ομότυπους. Η ταξινόμηση των ιικών 

τύπων γίνεται, βάση της προέλευσης του στελέχους και του βαθμού συγγένειας των ιικών 

γενωμάτων (Shih-Yen Chan et al 1995). Οι papilloma ιοί ομαδοποιούνται σε διαφορετικά 

γένη, τα ονόματα των οποίων προέρχονται από ένα γράμμα της ελληνικής αλφάβητου. 

Έτσι έχουμε τα γένη Alpha, Beta, Gamma, Mu,Nu- papillomavirus. Κάθε γένος 

διαχωρίζεται περαιτέρω σε τύπους, υπότυπους και διάφορες παραλλαγές (variants), βάση 

της ομοιότητας της αλληλουχίας του καψιδιακού γονιδίου L1. Η αλληλουχία του γονιδίου 

L1 διαφέρει μεταξύ των διαφορετικών τύπων τουλάχιστον κατά 10% ενώ μεταξύ 

υπότυπων και variants 2% -10% και 2% αντίστοιχα (de villiers Ε.Μ et al 2004). Τα γένη 

Alpha, Beta, Gamma, Mu και Nu περιέχουν στελέχη των papilloma ιών που έχουν 

απομονωθεί από τον άνθρωπο, ενώ τα υπόλοιπα γένη (Pi, Xi, Lamda, κ.α) όπως 

παρουσιάζεται και στη εικόνα 1.2 περιέχουν στελέχη papilloma ιών που έχουν εντοπιστεί 

σε μια μεγάλη ποικιλία πτηνών και άλλων θηλαστικών ( Charles Ε. et al 2007, A.Antonson 

et al 2006)

Εικόνα 1.2: Φυλογενετικό δέντρο 118 papilloma ιών που βασίζεται στην αλληλουχία του καψιδιακού 
γονιδίου L1. Στο δέντρο αυτό παρουσιάζονται όλα τα γένη και οι αντιπροσωπευτικοί τύποι των papilloma 
ιών (de Villiers Ε.Μ. et al 2004).
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To γένος των Alpha-papillomaviruses είναι το μεγαλύτερο και περιλαμβάνει τους 

papilloma ιούς που προσβάλουν το επιθήλιο του βλεννογόνου. Το γένος των Alpha- 

papillomaviruses επίσης συμπεριλαμβάνει και τους ιούς εκείνους που προσβάλουν το 

επιθήλιο του δέρματος όπως ο HPV-2, ο οποίος προκαλεί κοινά θηλώματα και σπάνια 

εμπλέκεται στην πρόκληση καρκίνου. Περισσότεροι από 30 διαφορετικοί τύποι είναι 

γνωστό ότι επιδρούν στο επιθήλιο του τραχήλου και μπορεί να προκαλέσουν καρκίνο. 

Αυτοί οι τύποι HPV όπως έχει αναφερθεί ταξινομούνται ως υψηλής επικινδυνότητας 

(High risk). Ο HPV -16 και ο HPV-18 είναι οι κύριοι παράγοντες για την πρόκληση 

τραχηλικών αλλοιώσεων, που μπορούν να εξελιχθούν σε καρκίνο του τραχήλου. Έχει 

παρατηρηθεί ότι στο 90% των περιπτώσεων του καρκίνου του τραχήλου ανευρίσκεται 

DNA από HPV και περίπου σε ποσοστό της τάξης του 50% αυτών των περιπτώσεων 

ανευρίσκεται το DNA του HPV-16 (Bosch et al 2001). Οι υπόλοιποι τύποι αυτού του 

γένους των ιών ταξινομούνται, ως ενδιάμεσου κινδύνου (Mediate risk) και χαμηλού 

κινδύνου (Low risk), βάση της συχνότητας με την οποία εντοπίζονται σε καρκινικές 

αλλοιώσεις. Οι ιοί χαμηλού κινδύνου εμπλέκονται στην πρόκληση καρκίνου πολύ σπάνια, 

άλλα ερευνητικά και διαγνωστικά παρουσιάζουν ενδιαφέρον καθώς προκαλούν θηλώματα 

του ουρογεννητικού σύστηματος. (Doorbar. J 2006).

1.2.1 Alpha-papillomavirus

Πίνακας 1.1. Αναφορά στις ομάδες επικινδυνότητας των αντίστοιχων HPV τύπων.
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Οι τύποι HPV που προσβάλουν το δέρμα διαχωρίζονται σε τέσσερα διαφορετικά 

γένη (Beta, Gamma, Mu και Nu-papillomaviruses). Οι ιοί αυτοί συχνά εντοπίζονται σε 

δείγματα υγιούς δέρματος, αποδεικνύοντας ότι προκαλούν ασυμπωματικές μολύνσεις.

Το γένος των Beta papillomaviruses διαιρείται σε τέσσερα διαφορετικά στελέχη. Τα 

μέλη της οικογένειας αυτής προσβάλουν το επιθήλιο του δέρματος χωρίς να προκαλούν 

αλλοιώσεις. Παρόλα αυτά έχει παρατηρηθεί, ότι η μόλυνση από τα στελέχη του 

συγκεκριμένου γένους σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς και ασθενείς που πάσχουν από 

την κληρονομική ασθένεια EV (epidermodysplasia verruciformis), μπορούν να 

προκαλέσουν μη μελανωματικό καρκίνο του δέρματος (Pfister 2003). Κυρίως τα στελέχη 

HPV-5 και HPV-8 παρουσιάζονται στο 90% αυτών των όγκων ( Kremsdorf D. et al 1983).

1.2.2 Beta-papillomavirus

1.2.3 Gamma, Mu, Nu Papillomavirus

Τα υπόλοιπα στελέχη HPV προέρχονται από τρία άλλα γένη (Gamma, Mu and Nu) 

και προκαλούν δερματικά θηλώματα, τα οποία δεν εξελίσσονται ποτέ σε καρκίνο. Στον 

παρακάτω πίνακα (πίνακας 1.2) περιγράφονται συνοπτικά τα στελέχη των γενών Beta, 

Gamma, Mu, Nu paillomavirus (Doorbar. J 2006)

1 Γένος Στέλεχος
Beta papillomavirus HPV-2, 5, 8, 107

Gamma Papillomavirus HPV-101, 103

Mu Papillomavirus HPV-1,63

Nu Papillomavirus HPV-41

Πίνακας 1.2: Σύντομη αναφορά στα γένη και τα στελέχη των HPV.
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2. Δομή του Human papillomavirus (HPV)

2.1 Δομή καψιδίου

Οι papilloma ιοί είναι μια ομάδα μικρών δίκλωνων DNA ιών μεγέθους 7900 bp. 

Δεν περιλαμβάνουν εξωτερικό περίβλημα και έχουν διάμετρο της τάξης των 50-60 nm (Zhi- 

Ming Zheng et al. 2006). To ιικό σωματίδιο στην εξωτερική του επιφάνεια αποτελείται από 

72 πενταμερή της καψιδιακής πρωτεΐνης L1, σχηματίζοντας εικοσαεδρικά καψίδια με 

triangulation number Τ=7 (Baker et al 1991). Η καψιδιακή πρωτεΐνη L1 είναι ο παράγοντας, 

ο οποίος συμβάλει στην αναγνώριση των ιικών σωματίων από το ανοσολογικό σύστημα του 

προσβεβλημένου ατόμου (Yang R et al 2004). Η καψιδιακή πρωτεΐνη L2 τοποθετείται 

εσωτερικά του σκελετού της L1 και έχει άγνωστο δομικό ρόλο. Πιστεύεται ότι η πρωτεΐνη 

L2 συνδέεται μέσω μιας υδρόφοβης περιοχής κοντά στο C-τελικό άκρο της, με την L1 

πρωτεΐνη. Μέσω αυτής της περιοχής η L2 εισέρχεται στο κέντρο του πενταμερούς L1 

(Finnen R.L et al 2003). Βασική της λειτουργία είναι η συμβολή της μαζί με την ιική 

πρωτεΐνη Ε2 στο πακετάρισμα του ιικού DNA στα νεοσχηματιζόμενα ιικά καψίδια (Buck 

C.B et al 2004). Οι κυτταρικές ιστόνες συμπυκνώνουν το γένωμα του ιού σε ένα δίκλωνο 

κυκλικό DNA "μίνι-χρωμόσωμα" εντός του καψιδίου L1/L2. (Howley 1996).

T=7d

καψιδιακή 
ττρωτιίνη L1

ιστάνη

Υΐνωμικό
DNA

Εικόνα 2.1: Τ=7 HPV-16, αλληλεπίδραση ιικού DNA με ιστόνες (Swiss institute of Bioinformatics).

Η κατασκευή του Τ=7 papilloma ιικού σωματιδίου δεν έχει ακόμα αποσαφηνιστεί. 

Παρόλα αυτά, έχει διαπιστωθεί ότι η κρυσταλλική δομή της μικρότερης δομικής μονάδας, 

Τ=1 περιέχει δώδεκα L1 πενταμερή ( Modis Υ. et al 2002).
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Η υψηλή ανάλυση της κρυσταλλικής δομής της Τ=1 δομής αποκαλύπτει την L1 

πενταμερή διαμόρφωση καθώς επίσης και την αλληλεπίδραση μεταξύ των πενταμερών, που 

αποτελεί βασική αρχή για την δημιουργία της Τ= 1 δομής. To L1 πενταμερές περιέχει πέντε 

θηλιές που μοιάζουν με πλαϊνές προεξοχές, οι οποίες αποτελούνται από 100 C-τελικά άκρα, 

(εικόνα 2.3). Κάθε προεξέχουσα θηλιά αποτελείται από μια α-έλικα, η οποία είναι 

‘αγκιστρωμένη’ στον δομικό πυρήνα του L1 πενταμερούς δια μέσου δύο ελίκων, την έλικα 

2 και την έλικα 3, (εικόνα 2.4).

Τα πενταμερή είναι συνδεδεμένα μεταξύ τους με ισχυρούς υδρόφοβους δεσμούς 

μεταξύ της έλικας 4 του ενός πενταμερούς με την έλικα 2 και 3 του γειτονικού πενταμερούς. 

Τα υπόλοιπα C-τελικά άκρα επιστρέφουν στον πυρήνα της L1 για να σχηματίσουν την 

έλικα 5 (εικόνα 2.5) (Brooke Bishop et all 2007).

Εικόνα 2.3. Όψη ενός L1 πενταμερούς. Απεικονίζονται 

οι πλευρικές προεξοχές από κάθε ένα από τα πέντε 

μονομερή (το κάθε ένα με διαφορετικό χρώμα) (Brooke 

Bishop et all 2007)

Εικόνα 2.4: Πιο κοντινή όψη των πλευρικών 

προεξοχών δύο μονομερών δείχνοντας την ακριβή 

θέση των ελίκων- 2, 3,4, 5, και του C-τελικού 

άκρου της LI (Brooke Bishop et all 2007).

Εικόνα 2.5: Η δια-πενταμερής έλικα -έλικα 

αλληλεπίδραση μεταξύ δύο πενταμερών στο Τ=1. 

Η έλικα 4 του ενός πενταμερούς (κίτρινο) 

αλληλεπιδρά με την έλικα 2 και 4 άλλου 

πενταμερούς. (Brooke Bishop et all 2007).
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2.2 Οργάνωση του γενώματος

Το γονιδίωμα των papiloloma ιών, όπως φαίνεται στην εικόνα 2.6 περιλαμβάνει 6 

μη δομικά ιικά γονίδια Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7 και δύο δομικά γονίδια LI, L2 (Zhi-Ming 

Zheng et al 2006).

εικόνα 2.6: Παρουσίαση του γενώματος του HPV-16

Το γένωμα των papilloma ιών περιέχει οχτώ ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORF’s) 

και διαχωρίζεται σε τρεις τομείς, βάση των λειτουργικών δραστηριοτήτων. Έτσι έχουμε την 

πρώιμη περιοχή (Ε= Early region), την όψιμη περιοχή (L=late region) και την ρυθμιστική 

περιοχή LCR. Η πρώιμη περιοχή κωδικοποιεί για τις πρώιμες ιικές ρυθμιστικές πρωτεΐνες 

Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6 και Ε7 που επηρεάζουν την αντιγραφή, μεταγραφή και μετάφραση του 

DNA των μολυσμένων κυττάρων (Danos Ο et al 1982). Η όψιμη περιοχή κωδικοποιεί για 

τις όψιμες δομικές πρωτεΐνες, που σχηματίζουν το ιικό καψίδιο, τις L1 και L2. Η έκφραση 

του γενώματος του HPV-16 ρυθμίζεται από δύο βασικούς υποκινητές. Τον ρ97 υποκινητή 

που είναι υπεύθυνος για την έκφραση των πρώιμων γονιδίων ( Smotkin et al 1986) και τον 

ρ670 που είναι υπεύθυνος για την έκφραση των όψιμων γονιδίων (Grassmann Κ et al 1996).

Τέλος η ρυθμιστική περιοχή LCR έχει μέγεθος 850 bp και δεν περιέχει στην αλληλουχία 

της ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORF). Η περιοχή αυτή εντοπίζεται μεταξύ του τέλους του 

γονιδίου L1 και στην αρχή του γονιδίου Ε6. Ακόμη η LCR περιέχει την θέση έναρξης της 

αντιγραφής και πολλές ρυθμιστικές αλληλουχίες για την έκφραση του ιικού DNA (Demeret 

et al 1995, Shyh-Han Tan et al 2002).
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2.2.1 Η ιική πρωτεΐνη Ε1

Η πρωτεΐνη Ε1 είναι μια πολυλειτουργική πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη με χαμηλό 

επίπεδο έκφρασης. Έχει μέγεθος περίπου 70-80 KDa και η παρουσία της είναι απαραίτητη 

για την αντιγραφή του ιικού γενώματος. (Ustav and Stenlund, 1991). Παρουσιάζει μια 

εκτεταμένη αμινοξική και λειτουργική ομολογία με το μεγάλο Τ-αντιγόνο του SV-40 και 

του polyoma ιού (Masky et al 1997, Clertant P 1984). Η πρωτεΐνη αυτή έχει την 

δυνατότητα να προσδένεται σε ειδικές περιοχές του DNA, έχει δραστικότητα ελικάσης , 

ΑΤΡάσης και την δυνατότητα να σχηματίζει σύμπλοκα με την Ε2 πρωτεΐνη και την μεγάλη 

υπομονάδα της DNA πολυμεράσης α.

Η δραστικότητα της ΑΤΡάσης τοποθετείται στην C-τελική περιοχή της πρωτεΐνης. 

Το C-τελικό άκρο της Ε1 του HPV-11 συμβάλει στον ολιγομερισμό της σε ένα εξαμερές 

(Thorner LK et al. 1993). Αυτός ο τομέας είναι επίσης υπεύθυνος για την αλληλεπίδραση με 

την πολυμεράση α του ξενιστή (Masterson J. et al 1998).

Παρουσία ATP η El προσδένεται στην LCR σε μία περιοχή πλούσια σε AT 

προκαλώντας δομικές αλλαγές (Shawn Ε. Holt and Van G. Wilson 1995). Σαν πρωτεΐνη 

έναρξης της αντιγραφής η Ε1 έχει δύο βασικούς ρόλους. Πρώτον δρα σαν πρωτεΐνη 

πρόσδεσης, αναγνωρίζοντας την θέση έναρξης της αντιγραφής του DNA και δεύτερον δρα 

σαν ελικάση με αποτέλεσμα να ξεδιπλώνει την θέση έναρξης της αντιγραφής και να 

προχωρά η αντιγραφική διχάλα (Liu J.S. et al 1995).

Η El προσδένεται σε μια επαναλαμβανόμενη 

αλληλουχία 18 bp εντός της περιοχής έναρξης της αντιγραφής 

με την βοήθεια της πρωτεΐνης Ε2, η οποία λειτουργεί ως 

διμερής αντιγραφικός παράγοντας (Titolo S. et al 2003). To 

σύμπλοκο E1-E2 αποτελείται από ένα Ε2 διμερές και δύο 

μόρια Ε1. Το σύμπλοκο αυτό δρα σαν δομική μονάδα για την 

συγκρότηση ενός μεγαλύτερου Ε1 εξαμερούς συμπλόκου, που 

έχει την ιδιότητα να ξετυλίγει το DNA ( Sedman J et al 1998).

Η Ε2 επομένως λειτουργεί σαν παράγοντας που κατευθύνει 

την Ε1 στην περιοχή πρόσδεσής της και επιπρόσθετα σαν 

παράγοντας που συναρμολογεί τα Ε1 μονομερή (Liu J.S et al 

1995).

Εικόνα 2.7: Τριτοταγής δομή 
El πρωτεΐνης (www.pdb.com)
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Η El είναι ένας ελκυστικός στόχος για την ανάπτυξη αντί-HPV φαρμάκων, καθώς η 

πρωτεΐνη αυτή είναι απαραίτητη για την ιική αντιγραφή και παθογένεια (Peter W. White et 

al.2005)

2.2.2 Η ιική πρωτεΐνη Ε2

Η Ε2 πρωτεΐνη είναι μια πρωτεΐνη μεγέθους 50 kDa, δρα σαν διμερές και ρυθμίζει 

την αντιγραφή και την μεταγραφή του ιικού DNA (Laimins et al 1998). Αποτελείται από 

τρεις περιοχές: C-τελική περιοχή, η οποία κωδικοποιεί και σχηματίζει μια διμερή δομή β- 

βαρελιού που προσδένεται στο DNA (Hegde et al 1992). Μια περιοχή- αρμός (hinge 

region), και την Ν-τελική περιοχή, η οποία σχηματίζει μια α-έλικα (Anston et al 2000). Η Ν- 

τελική και η C-τελική περιοχή είναι πολύ καλά συντηρημένες μεταξύ των HPV, ενώ η 

hinge περιοχή δείχνει μεγαλύτερη ετερογένεια (Francis et al 2000).

N-terminal Domain Hinge C-terminal Domain

Εικόνα 2.8: E2 πρωτεΐνη. 1-200 Ν-τελική περιοχή, 200-285 hinge περιοχή, 285-365 C- 
τελική περιοχή

Η Ε2 πρωτεΐνη όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως είναι μια πρωτεΐνη, η οποία 

συνδέεται σε ειδικές θέσεις πάνω στο DNA βοηθώντας την πρόσδεση της Ε1 στην θέση 

έναρξης της αντιγραφής. Επίσης επιδρά στην ρύθμιση μεταγραφής δρώντας ως 

ενεργοποιητής ή καταστολέας (Cripe et al 1987). Η Ε2 προσδένεται σε τέσσερις θέσεις της 

συντηρημένης αλληλουχίας ACCGN4CGGT (Bouvard V. et al. 1994). Οι περιοχές αυτές 

είναι εντός της περιοχής LCR του HPV-16 και ρυθμίζουν την μεταγραφή των γονιδίων Ε6 

και Ε7 (Smotkin et al 1986). Δύο από αυτές τις περιοχές βρίσκονται στο TATA Box 

ακριβώς ανοδικά του υποκινητή ρ97 του γονιδίου Ε6 και συνορεύουν στο 5’άκρο με μια 

θέση πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα Spl και στο 3’άκρο με τον παράγοντα 

πρόσδεσης στο TATA box (ΤΒΡ). Η πρόσδεση της Ε2 σε αυτές τις περιοχές κοντά στον 

υποκινητή εμποδίζει την πρόσδεση του Spl και του ΤΒΡ στις αντίστοιχες θέσεις τους και 

επάγει την καταστολή της μεταγραφής (Dostatni et al 1991, Tan et al 1992). Οι άλλες δύο

[-18-]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 22:44:10 EEST - 3.80.21.52



θέσεις εντοπίζονται πιο ανοδικά του υποκινητή. Η πρόσδεση της Ε2 στις περιοχές αυτές 

οδηγεί στην ενεργοποίηση της μεταγραφής (Ham et al 1994).

Η Ε2 παρουσιάζει διαφορετική συγγένεια για τις θέσεις πρόσδεσης και εξαρτάται 

από τη συγκέντρωση της Ε2 για τον αν θα καλυφθούν όλες οι θέσεις. Σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις η Ε2 συνδέεται σε θέσεις που τοποθετούνται μακριά από τον υποκινητή 

του γονιδίου Ε6. Στην περίπτωση αυτή οι κυτταρικοί μεταγραφικοί παράγοντες μπορούν 

να προσδεθούν και να ξεκινήσει η έκφραση των γονιδίων Ε6 και Ε7 (Steger and Corbach, 

1997). Όταν η συγκέντρωση της Ε2 είναι υψηλή καταλαμβάνονται και οι τέσσερις θέσεις 

πρόσδεσης της Ε2 και οι κυτταρικοί μεταγραφικοί παράγοντες όπως ο Spl και TFIID/B 

εκτοπίζονται από το TATA box. Σε αυτή την περίπτωση η Ε2 δρα ως μεταγραφικός 

καταστολέας και σταματά η έκφραση των Ε6 και Ε7. (Romanczuk et al 1990, Steger and 

Corbach 1997). Τέλος έχει παρατηρηθεί ότι όταν το ιικό DNA είναι σε επισωμική μορφή 

σταματά η μεταγραφική ρύθμιση των γονιδίων Ε6 και Ε7 από την Ε2 (Bechtold et al 2003).

ρ97

Εικόνα 2.8: Ρυθμιστική περιοχή LCR. Αναπαράσταση της θέσης πρόσδεσης μεταγραφικών 
παραγόντων. Με κίτρινο χρώμα παρουσιάζεται η πρωτεΐνη Ε2

2.2.3 Η ιική πρωτεΐνη Ε4

Η πρωτεΐνη Ε4 συντίθενται στην όψιμη φάση του κύκλου ζωής του HPV και 

εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα από όλες τις πρωτεΐνες του ιού. Το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης της Ε4 μεταφράζεται μαζί με τα πέντε πρώτα αμινοξέα του Ε1 γονιδίου 

σχηματίζοντας την Ε1ΛΕ4 πρωτεΐνη, καθώς απουσιάζει από το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης 

του Ε4 το κωδικόνιο λήξης AUG ( Howley Ρ.Μ 1996). Όλοι οι papilloma ιοί εκφράζουν 

την πρωτεΐνη Ε1ΛΕ4 στην όψιμη φάση του κύκλου ζωής τους.

Η Ε1ΛΕ4 είναι ένας σημαντικός παράγοντας ρύθμισης της αντιγραφής του ιικού 

γενώματος στην όψιμη φάση της ζωής του ιού (Wilson R et al 2005) αν και άλλες μελέτες 

εμπλέκουν την Ε1ΛΕ2 ως ρυθμιστή της όψιμης και της πρώιμης φάσης της ζωής των HPV. 

Παρόλα αυτά όμως η λειτουργία της Ε1ΛΕ4 μπορεί να μην είναι απαραίτητη για την 

αντιγραφή όλων των τύπων των papilloma ιών (Fang F et al 2006).
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Η πρωτεΐνη Ε1ΛΕ4 του HPV-16 μπορεί να διαχωριστεί σε τρεις λειτουργικές 

περιοχές: Το Ν-τελικό άκρο με το πλούσιο σε λεύκινη μοτίβο (LLXLL), την κεντρική 

περιοχή πλούσια σε προλίνη και την C-τελική περιοχή (Roberts et al 1994). Έχει 

παρατηρηθεί ότι η πρωτεΐνη Ε1ΛΕ4 αλληλεπιδρά με το δίκτυο ινιδίων κερατίνης στα 

διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα επάγοντας την καταστροφή του δικτύου και την 

απελευθέρωση των νεοσχηματιζόμενων ιικών σωματιδίων. Πιο συγκεκριμένα το 

συντηρημένο μοτίβο πλούσιο σε λεύκινη (LLXLL) στο Ν-τελικό άκρο της Ε1ΛΕ4 είναι 

απαραίτητο για την αλληλεπίδραση με το δίκτυο ινιδίων κερατίνης ενώ το C-τελικό άκρο 

της Ε1ΛΕ4 των HPV-16 και HPV-18 απαιτείται για την καταστροφή του (Roberts et al 

1994).

Μια ακόμη λειτουργία της Ε1ΛΕ4 των HPV-11 και HPV-16 είναι η παύση του 

κυτταρικού κύκλου στη φάση G2 (G2 arrest) σε μία ποικιλία κυτταρικών σειρών (Davy C.E 

et al 2002).

Τέλος η Ε1ΛΕ4 πρωτεΐνη του HPV-16 έχει την δυνατότητα να επάγει την απόπτωση 

καθώς έχει μελετηθεί η σύνδεση και αλληλεπίδραση της με τα μιτοχόνδρια (Raj et al 1994).

2.2.4 Η ιική πρωτεΐνη Ε5

Η Ε5 πρωτεΐνη είναι μια μικρή υδρόφοβη πρωτεΐνη που η λειτουργία της δεν έχει 

ακόμα αποσαφηνιστεί. Τοποθετείται στις ενδοσωμικές μεμβράνες και στην συσκευή Golgi 

και περιστασιακά εντοπίζεται στις κυτταρικές μεμβράνες (Conrad Μ. et al 1993). Στα 

βοοειδή στελέχη των papilloma ιών, η Ε5 πρωτεΐνη εμπλέκεται στον πρώιμο 

μετασχηματισμό και δρα συνδυαστικά με τον παράγοντα PDGF (Schneider-Gadicke et al 

1986). Η HPV Ε5 έχει μικρή ομολογία με την ομόλογη Ε5 πρωτεΐνη των βοειοειδών (BVP) 

και πιθανώς λειτουργεί διαφορετικά. Έχει προταθεί ότι η Ε5 των HPV συνδέεται με τον 

υποδοχέα του EGF. Αυτό βασίζεται στο γεγονός ότι όταν έχουμε υπερέκφραση της HPV Ε5 

αυξάνεται η φωσφορυλίωση του υποδοχέα του EGF με συνέπεια να αναστέλλεται η 

αποδόμησή του (Straight et al 1993).

Η Ε5 εκφράζεται στο όψιμο και στο πρώιμο στάδιο της ζωής του ιού. Στο πλαίσιο 

ολόκληρου του γενώματος του HPV-31 έχει αποδειχθεί ότι η Ε5 επηρεάζει τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης του EGF στα διαφοροποιημένα καθώς επίσης και στα αδιαφοροποίητα 

κύτταρα (Fehrmman et al 2003). Πιο συγκεκριμένα όμως η απώλεια της Ε5 συμβάλει στην 

αναστολή των όψιμων ιικών λειτουργιών στα διαφοροποιημένα κύτταρα, επιβεβαιώνοντας
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ότι η βασική της λειτουργία εντοπίζεται στην κατηγορία αυτή των κυττάρων (Flores E.R et 

al 2000). Πρόσφατα ευρήματα προτείνουν ότι η Ε5 μπορεί να εμπλέκεται στην ικανότητα 

του ιού να ξεφεύγει από την ανοσολογική απάντηση κρατώντας τον MHC τύπου I, στην 

συσκευή Golgi, εμποδίζοντας με αυτό τον τρόπο την μεταφορά του στην κυτταρική 

επιφάνεια (Ashrafi et al 2005).

2.2.5 Η ιική πρωτεΐνη Ε6

Η Ε6 πρωτεΐνη των ιών υψηλής και χαμηλής επικινδυνότητας αποτελείται περίπου 

από 150 αμινοξέα και περιλαμβάνει δύο περιοχές σύνδεσης του ψευδαργύρου με το μοτίβο 

Cys-X-X-Cys. Αυτό το χαρακτηριστικό είναι συντηρημένο μεταξύ των HPV και αποτελεί 

σημαντική λειτουργία για τον κύκλο ζωής του ιού (Cole and Danos, 1987). Η Ε6 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα των μολυσμένων κερατινοκυττάρων και 

έχει την δυνατότητα να συνδέεται με διαφορετικές πρωτεΐνες. Η πρωτεΐνη αυτή από μόνη 

της είναι δυνατόν να μετασχηματίσει ΝΙΗ3Τ3 κύτταρα και να δημιουργήσει αθάνατα 

ανθρώπινα μαστικά κύτταρα (Band et al 1991, Wazer et al 1995). Από μόνη της όμως η Ε6 

δεν είναι ικανή να μετασχηματίσει κερατινοκύτταρα . Η αποτελεσματική αθανασία των 

ανθρώπινων κερατινοκυττάρων απαιτεί την ταυτόχρονη έκφραση των γονιδίων Ε6 και Ε7. 

(Hawley-Nelson et al. 1989).

Μια βασική λειτουργία της Ε6 είναι η αλληλεπίδραση της με την ρ53. Η πρωτεΐνη 

ρ53 είναι ένας καταστολέας όγκων, καθώς ρυθμίζει την έκφραση πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Μια από αυτές τις πρωτεΐνες είναι ο 

αναστολέας της κινάσης της κυκλίνης p21 (Κο L. and C. Prives. 1996). Όταν το κύτταρο 

βρεθεί σε συνθήκες stress, όπως βλάβη στο DNA η ρ53 ενεργοποιείται και επάγει την 

έκφραση της ρ21, η οποία με την σειρά της αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο, δίνοντας 

χρόνο στο κύτταρο να επιδιορθώσει την βλάβη. Εάν η βλάβη δεν επιδιορθωθεί τότε η ρ53 

οδηγεί το κύτταρο σε απόπτωση ( Artandi S.E et al 2005). Όσον αφορά την σύνδεση του 

μονοπατιού αυτού με τον HPV έχει διαπιστωθεί, ότι η Ε6 προσδένεται στην ρ53 μαζί με 

την Ε6 ουβικουτινική λιγάση Ε6ΑΡ (Huibregtse et al 1991). Ο σχηματισμός αυτός του 

συμπλόκου οδηγεί στην ουβικουτινίωση της ρ53 και την αποδόμησή της στο 26 S 

πρωτεάσωμα. Ακόμη η Ε6 μπορεί να αναστείλει την δράση της ρ53 έμμεσα μέσω σύνδεσης 

της με την p300/CBP, που είναι συνενεργοποιητής της ρ53 (Huibregtse et al 1991).
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Μια δεύτερη σημαντική λειτουργία της Ε6 είναι η αλληλεπίδραση της με τις 

πρωτεΐνες της οικογένειας PDZ. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής συνδέονται και 

αποδομούνται μέσω σύνδεσης τους με το C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης Ε6 των HPV 

υψηλού κινδύνου. Η αποδόμηση αυτή οδηγεί στην ανάπτυξη επιδερμικής υπερπλασίας σε 

πειράματα με ποντίκια (Nguyen et al 2003)

Μια ακόμα λειτουργία της Ε6 σημαντική για την δημιουργία αθάνατων κυττάρων 

είναι η ενεργοποίηση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης hTERT (Klingelhutz 

et al 1996). Η τελομεράση είναι ένα ένζυμο με τέσσερις υπομονάδες. Βασική της δράση 

είναι να προσθέτει εξαμερείς επαναλήψεις στο τελομερικό άκρο των χρωμοσωμάτων. Η 

απώλεια της δράσης της τελομεράσης επιδρά στην σμίκρυνση των τελομερών κατά την 

κυτταρική διαίρεση οδηγώντας σταδιακά στην γήρανση των κυττάρων και τον θάνατο ( Liu 

J.P. 1999). Η Ε6 φαίνεται να ενεργοποιεί την έκφραση της hTERT μέσω συνδυαστικής 

δράσης μέσω c-myc και Spl (Kyo et al 2001). Αυτή η εκτεταμένη ενεργοποίηση της 

hTERT έχει σαν αποτέλεσμα την διατήρηση μεγάλων τελομερών κατά την κυτταρική 

διαίρεση αναστέλλοντας την κυτταρική γήρανση με άμεση συνέπεια τα κύτταρα να γίνονται 

αθάνατα (Artandi S.E et al 2005).

2.2.6 Η ιική πρωτεΐνη Ε7

Η Ε7 πρωτεΐνη είναι η δεύτερη ογκοπρωτεΐνη που σχετίζεται με την δημιουργία 

αθάνατων κυττάρων καθώς επίσης και με την ιική παθογένεια. Η πρωτεΐνη αυτή έχει 

μέγεθος 100 αμινοξέων και περιέχει τρεις διατηρημένες περιοχές. Την CR1, CR2 και την 

CR3 (Barbosa M.S et al 1990, Dyson et al 1992). H CR1 περιοχή περιλαμβάνει το 

αμινοτελικό άκρο ενώ η CR2 περιέχει ένα μοτίβο LXCXE, το οποίο συμβάλει στην 

σύνδεση της Ε7 με το ρετινοβλάστωμα (Dyson et al 1992). Τέλος η CR3 αποτελείται από 

δύο μοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου. Η έκφραση μόνο της Ε7 απουσία της Ε6 μπορεί να 

δημιουργήσει αθάνατα ΝΙΗ 3Τ3 κύτταρα και σε χαμηλό ποσοστό να δημιουργήσει αθάνατα 

κερατινοκύτταρα (Munger et al 1989). Βασική λειτουργία της Ε7 πρωτεΐνης είναι η 

δυνατότητα της να αλληλεπιδρά με την οικογένεια των πρωτεϊνών του ρετινοβλαστώματος 

(Rb). Η οικογένεια των πρωτεϊνών του ρετινοβλαστώματος περιλαμβάνει επίσης την ρΐ07 

και ρ 103 (Dyson et al 1989). Σε επίπεδο ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου η 

αποφωσφορυλιωμένη μορφή της Rb δημιουργεί σύμπλοκα με τον μεταγραφικό παράγοντα 

E2F/DP1, ο οποίος αναστέλλει την έκφραση γονιδίων που συμβάλουν στην προώθηση του
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κυτταρικού κύκλου στη φάση S καθώς επίσης και στην προώθηση του κυττάρου στην 

απόπτωση. Κατά την μετάβαση από την φάση G1 στην φάση S τα σύμπλοκα κυκλίνης- 

κινάσης φωσφορυλιώνουν την pRb με αποτέλεσμα να απελευθερώνεται η Rb από το 

σύμπλοκο που σχηματίζει με τον μεταγραφικό παράγοντα E2F με συνέπεια να επάγεται η 

μεταγραφή των γονιδίων που εμπλέκονται στην αντιγραφή του DNA. Όσον αφορά την 

δράση του ιού, η Ε7 συνδέεται με την Rb επάγοντας την αποικοδόμηση της Rb μέσω του 

μονοπατιού του ουβικουτινικού πρωτεοσώματος. (Berezutskaya et al 1997, Wang et al 

2001). Η πρόσδεση της E7 στην Rb έχει ως αποτέλεσμα την απορρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου με συνέπεια τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

Επιπλέον η πρωτεΐνη Ε7 συνδέεται με τις κυκλίνες Α και Ε καθώς επίσης με τους 

αναστολείς των κυκλίνο-εξαρτώμενων κινασών (cdk) ρ21 και ρ27. Πιο συγκεκριμένα η Ε7 

αυξάνει τα επίπεδα των Α και Ε κυκλινών και μπλοκάρουν την δράση των ρ21, ρ27 με 

αποτέλεσμα να επάγεται η φωσφορυλίωση της Rb και κατ’επέκταση η πρόοδος του 

κυτταρικού κύκλου (Funk J.O et al 1997).

Η τρίτη ομάδα πρωτεϊνών, που αλληλεπιδρά με την Ε7 είναι η απακετυλάση των 

ιστονών (HDACs). Σε φυσιολογικές συνθήκες η πρωτεΐνη Rb συνδέεται με τις HDACS και 

τις στρατολογεί στους E2F υποκινητές. Οι HDACs εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και η 

βασική τους λειτουργία είναι η μετακίνηση των ακέτυλο ομάδων από τις ιστόνες. Οι 

HDACs μπορούν επιπρόσθετα να απακετυλιώσουν τον παράγοντα E2F αναστέλλοντας την 

λειτουργία του. Εχει παρατηρηθεί ότι η σύνδεση της Ε7 στην HDAC αναστέλλει την 

σύνδεση της Rb-HDAC με αποτέλεσμα να καταστέλλεται η λειτουργία της. Επίσης έχει 

αναφερθεί ότι η πρόσδεση της Ε7 στην HDAC έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 

απακετυλίωσης του E2F. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απορύθμιση του ελέγχου σύνθεσης 

των HDAC με συνέπεια την εκτεταμένη αντιγραφή του ιού (Longworth M.S et al 2004, 

Brehm A et al 1999). Στον παρακάτω πίνακα (πίνακας 2) αναγράφονται συνοπτικά οι 

ιδιότητες όλων των πρωτεϊνών του ιού.
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Γονίδιο: Λειτουργία

Ε1 DNA- εξαρτώμενη ΑΤΡ-άση, ΑΤΡ εξαρτώμενη ελικάση: Επιτρέπει το 
ξετύλιγμα του ιικού γενώματος και δρα σαν παράγοντας επιμύκηνσης 
στην αντιγραφή του DNA.

Ε2 Υπεύθυνη για την αναγνώριση και την πρόσδεση στην θέση αντιγραφής. 
Υπάρχει σε δύο μορφές: Μεταγραφικός ενεργοποιητής και μεταγραφικός 
καταστολέας. Δημιουργεί σύμπλοκα με την πρωτεΐνη Ε1 ρυθμίζοντας την 
μεταγραφή του ιικού γενώματος.

Ε3 Άγνωστη λειτουργία.
Ε4 Εκφράζεται στην όψιμη φάση μαζί με το Ε1 σχηματίζοντας την Ε1ΛΕ4 

πρωτεΐνη. Συμβάλει στην παύση του κυτταρικού κύκλου στην φάση G2 .
Ε5 Καταστολή ογκοκατασταλτικών μηχανισμών π.χ φωσφορυλίωση του 

υποδοχέα του EGF.
Ε6 Μετασχηματισμός των κυττάρων του ξενιστή. Αναστέλλει την δράση της

ρ53, επάγει την αποδόμηση της οικογένειας των πρωτεϊνών PDZ, 
ενεργοποιεί την καταλυτική υπομονάδα της τελομεράσης hHERT.

Ε7 Μετασχηματισμός των κυττάρων του ξενιστή. Αναστέλλει την δράση της
pRb, ενισχύει την δράση των κυκλινών Α και Ε και των κινασών τους, 
αλληλεπιδρά με την απακετυλάση των ιστονών.

Ε8 Άγνωστη λειτουργία.
L1 ΓΙλεονάζουσα καψιδιακή πρωτεΐνη. Υπεύθυνη για τον σχηματισμό του 

ιικού καψιδίου.
L2 Ελάσσων καψιδιακή πρωτεΐνη. Πιθανώς εμπλέκεται στο πακετάρισμα του 

DNA.

Πίνακας 2: Περιληπτική αναφορά όλων των λειτουργιών των πρωτεϊνών του ιού.
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2.3 Μορφή του γενώματος.

Το γονιδίωμα του ιού μπορεί να βρίσκεται σε μορφή επισώματος ή ενσωματωμένο 

στο DNA του κυττάρου ξενιστή ή ταυτόχρονα και στις δύο μορφές. Σε μολυσμένα 

κύτταρα στα οποία ο ιός έχει “εγκατασταθεί”, διατηρεί το γονιδίωμα του υπό την μορφή 

πλασμιδίου. Το γονιδίωμα του ιού αντιγράφεται με συχνότητα μία φορά σε κάθε 

κυτταρικό κύκλο στην φάση S. Με αυτό τον τρόπο αντιγραφής ο ιός εξασφαλίζει την 

διατήρηση της μόλυνσης στα κύτταρα της βασικής στοιβάδας.

Επίσωμα

Εικόνα 2.9: Σχηματική αναπαράσταση της ρήξης των γονιδίων Ε1 και Ε2 και της 
ενσωμάτωσης του ιού στο κυτταρικό χρωμόσωμα

Η ενσωμάτωση του DNA των HPV μέσω μη ομόλογου ανασυνδυασμού στο 

γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή σταθεροποιεί την έκφραση των ογκογονιδίων Ε6 και Ε7 σε 

υψηλά επίπεδα και συνδέεται με πιο σοβαρές αλλοιώσεις. Σε μελέτες έχει παρατηρηθεί ότι ο 

ιός βρίσκεται σε επισωμική μορφή σε αλλοιώσεις τύπου CIN1 και συνδέεται με χαμηλά 

επίπεδα έκφρασης των Ε6 και Ε7 ενώ εμφανίζεται ως ενσωματωμένος στο 5% των 

αλλοιώσεων CIN2, στο 16% των αλλοιώσεων CIN3 και στο 87% των περιπτώσεων 

διηθητικού καρκίνου ( Klaes R et al 1999).

Η ενσωμάτωση του ιικού DNA γίνεται μέσω ρήξης της συνέχειας του γονιδίου Ε2 

με μεγαλύτερη συχνότητα στην θέση μεταξύ των νουκλεοτιδίων 3243 και 3539. Μελέτες 

ακόμα έχουν δείξει, ότι σε ορισμένες σπάνιες περιπτώσεις η ενσωμάτωση του ιικού DNA
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γίνεται μέσω διάσπασης της συνέχειας της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε θέσεις κοντά στο 

γονίδιο Ε1 και με μικρότερη συχνότητα στο γονίδιο Ε4 (Arias- Pulido Η. et al 2006, Klaes 

et al 1999). Η διάσπαση του E2 γονιδίου είναι ένα γεγονός που συμβαίνει νωρίς μετά την 

μόλυνση του κυττάρου από τον ιό. Επιπλέον είναι ένα κρίσιμο σημείο για την έναρξη 

τραχηλικής νεοπλασίας και ένας πιθανός μοριακός δείκτης της εξέλιξης της νόσου. Η 

θραύση των γονιδίων Ε2 και Ε1 απορυθμίζει τον έλεγχο της μεταγραφής των ογκογονιδίων 

Ε6 και Ε7 με αποτέλεσμα να μεταγράφονται σε υψηλότερα επίπεδα. Ακόμη τα μετάγραφα 

των ενσωματωμένων ογκογονιδίων είναι πιο σταθερά καθώς περιλαμβάνουν επιπλέον 

κυτταρικές αλληλουχίες (Lehn Η. et al 1988, Couturier J. et al 1991). Από όλα τα παραπάνω 

διαπιστώνουμε ότι τα τραχηλικά κύτταρα που φέρουν ενσωματωμένα ιϊκά ογκογονίδια 

έχουν ένα ισχυρό εξελικτικό πλεονέκτημα και έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα στο να 

μετατραπούν σε καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα.

Επιπλέον σε καρκινικά κύτταρα παρατηρούνται διάφορες κυτταρογενετικές αλλαγές, 

οι οποίες περιλαμβάνουν απώλεια ή κέρδος λειτουργίας πολλών κυτταρικών γονιδίων. 

Τέτοιες κυτταρογενετικές αλλαγές συμβαίνουν κατά την ενσωμάτωση του HPV με 

αποτέλεσμα να επηρεάζεται ένας μεγάλος αριθμός κυτταρικών γονιδίων. Μερικά γονίδια 

γνωστά για την επίδραση που ασκούν στην ανάπτυξη καρκίνου έχει παρατηρηθεί ότι 

διαρρηγνύονται λόγω ενσωμάτωσης του HPV. Μερικά από αυτά είναι τα MYC, ΤΡ63, 

NR4A2, ΑΡΜ-1, FANCC, TNFAIP2 και hTERT (Wentzensen Ν. et al 2004). Πιο 

συγκεκριμένα η ενσωμάτωση του HPV-16 κοντά στο πρώτο-ογκογονίδιο c-myc, 

συναντάται στο 10% των περιπτώσεων καρκίνου του τραχήλου της μήτρας και σχετίζεται 

με την αυξημένη έκφρασή του πρώτο-ογκογονιδίου (Durst Μ. et al 1987, Herrick J. et al 

2005, Wentzensen N. et al 2004). Επομένως εκτός από την εκτεταμένη ενεργοποίηση των 

ογκογονιδίων Ε6 και Ε7, η θέση στο κυτταρικό χρωμόσωμα όπου ο ιός έχει ενσωματωθεί 

προφανώς παίζει ένα πολύ σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη καρκινικών αλλοιώσεων.
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3. Ο κύκλος ζωής των HPV

3.1. Είσοδος του ιού στο κύτταρο

Ο κύκλος ζωής των HPV ακολουθεί το πρόγραμμα διαφοροποίησης των 

κερατινοκυττάρων του ξενιστή. Πιστεύεται ότι τα ιικά σωματίδια προσβάλουν τους 

επιθηλιακούς ιστούς μέσω μικροτραυματισμών, με αποτέλεσμα ο ιός να εισβάλει στα 

κύτταρα της βασικής στοιβάδας (εικόνα 3.1). Ο ιός εισέρχεται εντός των βασικών 

επιθηλιακών κυττάρων, μέσω της σύνδεσης του με την θειϊκή ηπαρίνη η οποία αποτελεί 

συστατικό των πρωτεογλυκανών, που αλληλεπιδρούν με την κυτταρική μεμβράνη (Shaft! 

Keramat S et al 2003). Όπως συμβαίνει και με πολλούς άλλους ιούς, ο HPV απαιτεί την 

παρουσία και δεύτερου υποδοχέα για την αποτελεσματική είσοδό του στο κύτταρο ξενιστή, 

όπως είναι οι α6 - ιντεγκρίνες (Yoon Cs et al 2001). Πρόσφατα έχει αποδειχθεί, ότι η 

λαμινίνη-5 είναι ένας ακόμα παράγοντας ικανός να λειτουργεί ως υποδοχέας των HPV 

στην επιφάνεια των κερατινοκυττάρων (Culp TD et al 2006).

MKV <§)

μ·1 διοφοροποιημίνα
KCpOCTIVIKUTTOpO

στοιβάδο 
(ΐτιθιιΛίου

ώριμη
πΛοκώδη
στοιβάδα

πΛακώδη
στοιβάδα

Εικόνα 3.1. Είσοδος του ιού στα κύτταρα της βασικής στοιβάδας

Στην συνέχεια ο ιός μετά την πρόσδεση στον υποδοχέα του, εισέρχεται εντός του 

κυττάρου με ενδοκυττάρωση σε κυστίδια κλαθρίνης ή καβεολίνης, ανάλογα με τον τύπο του 

ιού. Έχει προταθεί ότι οι HPV-16 και HPV-58 εισέρχονται σε κυστίδια κλαθρίνης ενώ ο 

HPV-31 συνδέεται με κυστίδια καβεολίνης ( Bousarghin L. et al 2003). Έπειτα τα ιικά 

σωμάτια αποσυναρμολογούνται στα ενδοσώματα ή/και στα λυσοσώματα και το ιικό DNA
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μεταφέρεται στον πυρήνα με την βοήθεια της καψιδιακής πρωτεΐνης L2. (Day P.M et al. 

2004).

3.2 Αντιγραφή του ιικού γενώματος

Οι papilloma ιοί αντιγράφουν το γένωμα τους σε διαφορετικές περιόδους κατά την 

διάρκεια του κύκλου ζωής τους και με διαφορετική συχνότητα. Σε πρώτο επίπεδο έχει 

προταθεί, ότι όταν τα κύτταρα της βασικής στοιβάδας μολυνθούν από τον ιό παρατηρείται 

εκτεταμένη ενίσχυση του ιικού γενώματος μεταξύ 50-400 αντιγράφων σε κάθε κύτταρο 

(Fields et al 1996). Σε αυτό το σημείο το ιικό γένωμα παραμένει εντός του πυρήνα ως 

επίσωμα. FI επόμενη φάση του πολλαπλασιασμού του ιικού γενώματος συμβαίνει κατά την 

διαίρεση των κυττάρων της βασικής στοιβάδας στην φάση S. Στην φάση αυτή το ιικό DNA 

αντιγράφεται μαζί με το DNA του κυττάρου ξενιστή, δημιουργώντας δύο αντίγραφα ένα σε 

κάθε θυγατρικό κύτταρο.

Η τελευταία φάση αντιγραφής του ιικού γενώματος συμβαίνει στα μολυσμένα κύτταρα 

των ανώτερων στοιβάδων. Σε αυτά τα κύτταρα παρατηρείται έξαρση της αντιγραφής του 

ιικού γενώματος με σκοπό την σύνθεση του ιικού DNA που θα εισέλθει εντός των 

νεοσχηματιζόμενων ιικών σωματιδίων (Floffmann R et al 2006)

Εικόνα 3.2. a) Μια πρώτη ενίσχυση του ιικού γενώματος γίνεται αμέσως μετά την μόλυνση των 
κυττάρων της βασικής στοιβάδας, με την παραγωγή 50-400 αντιγράφων του σε κάθε κύτταρο, 
b) Στην συνέχεια έχουμε σταθεροποίηση του ιικού γενώματος και η αντιγραφή του γίνεται 
παράλληλα με την αντιγραφή του μολυσμένου κυττάρου στην φάση S. c) Τέλος στα μολυσμένα 
κύτταρα των ανώτερων στοιβάδων παρατηρείται μια παρατεταμένη αντιγραφική δραστηριότητα του 
ιού με στόχο την παραγωγή πολυάριθμων μορίων ιικού DNA για την σύνθεση νέων μολυσματικών 
ιικών σωματιδίων.
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Τα πρώτα γονίδια τα οποία εκφράζονται μετά από την μόλυνση είναι τα Ε1 και Ε2, τα 

οποία όπως έχει αναφερθεί στην προηγούμενη ενότητα επάγουν την αντιγραφή του DNA, 

με την πρωτεΐνη Ε2 να δρα ως μεταγραφικός ενεργοποιητής ή καταστολέας, ρυθμίζοντας 

την δράση των γονιδίων Ε6 και Ε7.

Έχει παρατηρηθεί ότι γενετικές αλλαγές, όπως είναι η ενσωμάτωση του ιικού γενώματος 

στο χρωμόσωμα του κυττάρου ξενιστή (ρήξη και απενεργοποίηση του Ε2) (Corden S. A. et 

al 1999, Pett M. R. et al 2006) ή μεταλλάξεις στο γονίδιο Ε2 οδηγούν στην αυξημένη 

έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7, οι οποίες με την σειρά τους επάγουν το κυτταρικό 

μετασχηματισμό προκαλώντας αποσταθεροποίηση του DNA του κυττάρου, οδηγώντας 

τελικά στην ανάπτυξη καρκίνου.

3.3 Μεταγραφή του ιικού γενώματος

Οι papilloma ιοί προσβάλουν τα κύτταρα της βασικής στοιβάδας του επιθηλίου. Η 

αντιγραφή και η έκφραση των γονιδίων του ιού εξαρτάται από το πρόγραμμα 

διαφοροποίησης των κερατινοκυττάρων. Όμως ο μηχανισμός με τον οποίο η διαφοροποίηση 

των κερατινοκυττάρων ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων των HPV δεν είναι πλήρως 

κατανοητός (Zhi-Ming Zheng et al 2006).

Έχει παρατηρηθεί ότι στα αδιαφοροποίητα κερατινοκύτταρα ή τα ενδιάμεσα 

διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα εκφράζονται έξι μη δομικές ρυθμιστικές πρωτεΐνες (Ε1, 

Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, και Ε7) από την πρώιμη περιοχή του ιικού γενώματος. Τα έξι πρώιμα 

ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των γονιδίων Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7 βρίσκονται υπό τον άμεσο 

έλεγχο του πρώιμου μεταγραφικού ενεργοποιητή (ρ97 για τον HPV-16, HPV-31 και ρ105 

για τον HPV-18). Ο παράγοντας ρ97 εντοπίζεται ανοδικά του ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης του Ε6 και είναι υπεύθυνος για την ενεργοποίηση όλων των πρώιμων γονιδίων. 

Από την άλλη πλευρά στα διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα εκφράζονται από την όψιμη 

περιοχή του ιικού γενώματος οι καψιδιακές πρωτεΐνες L1 και L2, οι οποίες είναι 

απαραίτητες για τον σχηματισμό του ιικού καψιδίου και το πακετάρισμα του ιικού 

γενώματος στα νεοσχηματιζόμενα ιικά σωμάτια. Τα όψιμα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης L1 

και L2 βρίσκονται υπό τον έλεγχο του πρώιμου μεταγραφικού ενεργοποιητή ρ670. Ο 

παράγοντας αυτός βρίσκεται εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου Ε7 και

[-29 -]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 22:44:10 EEST - 3.80.21.52



είναι υπεύθυνος για την έκφραση όλων των όψιμων ιικών γονιδίων (Grassmann Κ et al. 

1996).

Am JLruar pui<7i| 
του ιού

E4
E4/L1 Πακι τάρισμα

>E4

j> E7/E<

U
>

Αντιγραφή του 
ιού

Πολλαπλασιασμός

Διατήρηση

Εικόνα 3.3: Τα πρώιμα ιικά γονίδια Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7 εκφράζονται αμέσως μετά την μόλυνση 
των κυττάρων της βασικής στοιβάδας και βρίσκονται κάτω από τον αυστηρό έλεγχο του πρώιμου 
μεταγραφικού παράγοντα ρ97 (κόκκινο χρώμα). Τα προϊόντα των γονιδίων αυτών εμπλέκονται στην 
σταθεροποίηση και ενίσχυση του ιικού γενώματος (Ε1,Ε2) και στον ανεξέλεγκτο κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό (Ε4, Ε5, Ε6, Ε7). Στην όψιμη φάση της ζωής του ιού εκφράζονται τα όψιμα 
γονίδια LI, L2 τα οποία είναι υπεύθυνα για την σύσταση του ιικού καψιδίου και το πακετάρισμα του 
γενώματος. Η έκφραση των γονιδίων αυτών βρίσκεται κάτω από την επίδραση του μεταγραφικού 
παράγοντα ρ670 (πράσινο χρώμα). Επίσης τα γονίδια Ε1, Ε2, Ε4, Ε5 εκφράζονται σε μεγάλες 
ποσότητες κατά την όψιμη φάση της ζωής του ιού ενώ συνεχίζουν να εκφράζονται και στα πλήρως 
διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα. Η έκφραση των γονιδίων αυτών βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο 
του μεταγραφικού παράγοντα ρ670 (πράσινο χρώμα).

3.4 Σύνθεση των ιικών σωματιδίων και απελευθέρωση του ιού

Το τελευταίο στάδιο του κύκλου ζωής των papilloma ιών περιλαμβάνει την 

τοποθέτηση των πολλαπλών αντιγράφων του ιικού γενώματος εντός των 

νεοσχηματιζόμενων καψιδίων και την σύνθεση των ιικών σωματιδίων. Η συναρμολόγηση 

των νέων μολυσματικών ιικών σωματιδίων στην ανώτερη επιθηλιακή στοιβάδα εκτός από 

τις καψιδιακές πρωτεΐνες L1 και L2 απαιτεί την παρουσία της πρωτεΐνης Ε2 (Day P.M et al 

1998), η οποία όπως έχει παρατηρηθεί συμβάλει στην τοποθέτηση του ιικού γενώματος 

εντός των νεοσχηματιζόμενων καψιδίων (Buck C.B et al 2004). Έχει παρατηρηθεί ότι η 

καψιδιακή πρωτεΐνη L2 εντοπίζεται στον πυρήνα ενώ σε ορισμένες περιπτώσεις συνδέεται 

άμεσα με το DNA και επάγει το πακετάρισμα του ιικού γενώματος εντός του καψιδίου (Fay 

A. et al 2004). Από την άλλη πλευρά η καψιδιακή πρωτεΐνη L1 εντοπίζεται στο
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κυτταρόπλασμα καν είναι υπεύθυνη για τον σχηματισμό των L1 πενταμερών, που είναι 

βασική δομική μονάδα του καψιδίου των HPV (Florin et al 2002).

Η ωρίμανση των ιικών σωματίων συμβαίνει όταν τα μολυσμένα από τον ιό κύτταρα 

ανέρθουν στην επιθηλιακή στοιβάδα. Τελικά ο ιός απελευθερώνεται από το 

κερατινοποιημένο κάλυμμα που έχει σχηματιστεί στην κυτταρική επιφάνεια (Εικόνα 3.4).

Εικόνα 3.4: Απελευθέρωση των νεοσχηματιζόμενων ιικών σωματιδίων από το κερατινοποιημένο κάλυμμα 
που έχει σχηματιστεί στα μολυσμένα κύτταρα της ανώτερης επιθηλιακής στοιβάδας.

Οι HPV δεν προκαλούν λύση των μολυσμένων κερατινοκυττάρων και ο ακριβής 

μηχανισμός απελευθέρωσης από το κύτταρο δεν είναι γνωστός (Lehr Ε et al 2004). Στην 

διαδικασία αυτή μπορεί να εμπλέκεται η πρωτεΐνη Ε1ΛΕ4. Η πρωτεΐνη αυτή αλληλεπιδρά 

και καταστρέφει το δίκτυο ινιδίων κερατίνης, που αναπτύσσεται στην επιφάνεια των 

μολυσμένων κερατινοκυττάρων, με αποτέλεσμα να αποδεσμεύονται και να 

απελευθερώνονται τα νεοσχηματιζόμενα ιικά σωμάτια από το κύτταρο (Roberts S. et al 

1997).
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3.5 Ιστολογικές αλλοιώσεις.

Σε μοριακό επίπεδο οι αρχικές αλλοιώσεις στο επιθήλιο, που ιστολογικά ταξινομούνται 

ως CIN1, σχετίζονται με συνεχή αναπαραγωγή και διείσδυση του ιού (Mahdavi A et al 

2005). Η μετάπτωση σε μεγαλύτερου βαθμού δυσπλασίες (CIN2,3) και τελικά σε καρκίνο 

σχετίζεται συνήθως με τη μετάπτωση του ιικού γονιδιώματος από επισωμική σε 

ενσωματωμένη μορφή. Η ενσωμάτωση του γενετικού υλικού του ιού στο γονιδίωμα του 

κυττάρου ξενιστή από μόνη της δεν αρκεί για την κακοήθη εξαλλαγή. Η κακοήθης 

εξαλλαγή είναι ένα πολύπλοκο γεγονός στο οποίο συμβάλλουν πολλοί παράγοντες, όπως η 

έκφραση κυτταροκερατινών, γενετικές μεταλλάξεις, συμμετοχή ογκοπρωτεϊνών και 

ανοσολογικοί παράγοντες του ξενιστή. Η λοίμωξη από HPV αποτελεί το εναρκτήριο 

γεγονός που όμως απαιτεί μακρά διαδικασία για την τελική εξέλιξη σε καρκίνο (Heise A. et 

al 2003).

Εικόνα 3.5 Ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες του τράχηλου της μήτρας (CEN)
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4. Κλινικές Εκδηλώσεις

Η μόλυνση από HPV είναι μια σεξουαλικά μεταδιδόμενη διαδικασία και επηρεάζει 

περισσότερες από 400.000 γυναίκες ετησίως σε όλο τον κόσμο ενώ αντιπροσωπεύει την 

δεύτερη πιο συχνή ένδειξη κακοήθειας στον γυναικείο πληθυσμό μετά από τον καρκίνο του 

μαστού (Ferlay et al 2001), Πιν 4.1. Στις ΗΠΑ ο αριθμός των περιπτώσεων καρκίνου στον 

τράχηλο έχει αυξηθεί κατά 80% τα τελευταία 50 χρόνια (Singer et al 1995). Κάθε χρόνο 

σχεδόν 10.000 γυναίκες είναι θετικές στην εξέταση για καρκίνο του τραχήλου ενώ 5.000 

γυναίκες πεθαίνουν από την ασθένεια (Parkin et al 2001). Μελέτες έχουν υπολογίσει ότι 

περίπου 6 εκατομμύρια νέες HPV μολύνσεις συμβαίνουν κάθε χρόνο μόνο στις Ηνωμένες 

Πολιτείες Αμερικής και ένας στους πέντε ενήλικους αμερικάνους θα μολυνθούν από HPV. 

Προβλέπεται ότι στον γενικό πληθυσμό το 75% των ατόμων που βρίσκονται σε 

αναπαραγωγική ηλικία έχουν ήδη μολυνθεί με HPV που προσβάλουν το γενετικό σύστημα 

(Cates W Jr et al 1999).

Εικόνα 4.1: Παγγόσμια περιστατικά καρκίνου του τραχήλου ανά 100.000 
γυναίκες όλων των ηλικιών.

Η μόλυνση από τους HPV εμφανίζεται με μεγαλύτερη συχνότητα στις γυναίκες και 

αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα ανάπτυξης τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας 

(CIN) που μπορεί να εξελιχθεί σε καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. Όλοι οι HPV 

προσβάλουν την βασική στοιβάδα του επιθηλίου του δέρματος ή του βλεννογόνου. Όπως 

και πολλά από τα υπόλοιπα σεξουαλικώς μεταδιδόμενα νοσήματα, οι HPV συνήθως
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προκαλούν σε αρχικό στάδιο ασυμπτωτική μόλυνση του ασθενή. Έτσι η λοίμωξη δεν 

διαπιστώνεται και κατ’επέκταση δεν αντιμετωπίζεται, με αποτέλεσμα ο ιός να μπορεί να 

μεταδίδεται στον πληθυσμό. Στις περισσότερες μελέτες η συνηθέστερη ηλικία HPV 

μόλυνσης είναι μικρότερη των 25 ετών ενώ η συνηθέστερη ηλικία εμφάνισης καρκίνου 

κυμαίνεται στην ηλικία των 50 ετών (MunoZ et al 2004). Παρόλα αυτά ενδοεπιθηλιακές 

αλλοιώσεις μπορούν να εμφανιστούν σε οποιαδήποτε χρονική στιγμή μεταξύ τριών 

εβδομάδων και οχτώ μηνών μετά την μόλυνση με την μεγαλύτερη συχνότητα εμφάνισης 

των συμπτωμάτων στους τρεις μήνες.

Βάση επιδημιολογικών μελετών οι πιο επικρατείς τύποι HPV που προκαλούν 

τραχηλικές αλλοιώσεις και κατ’επέκταση καρκίνο είναι οι HPV-16 και HPV-18 σε 

ποσοστό 50% και 23 % αντίστοιχα και ακολουθούν οι HPV-45 σε ποσοστό 8%, και ο HPV- 

31 σε ποσοστό 5%.

□ HPV 16 
raHPV 18
□ HPV 45
□ HPV 31 
■ Other

Πίνακας 4.1: Αναγράφονται τα ποσοστά των τύπων HPV που ανευρίσκονται στον καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας (http://www-depdb.iarc.fr/globocan/GLOBOframe.htrn)

Αξίζει να σημειωθεί ότι οι τύποι HPV-16 και HPV-18 προκαλούν το 70% των 

περιστατικών καρκίνου του τραχήλου παγκοσμίως. Παρόλα αυτά παρατηρείται μια 

γεωγραφική και ειδική για κάθε χώρα μεταβλητότητα. Όπως για παράδειγμα στην υπό- 

Σαχάρια Αφρική και την Λατινική Αμερική όπου οι HPV-16 και HPV-18 είναι υπεύθυνοι 

για το 65% των περιπτώσεων διηθητικού καρκίνου. Επιπλέον έχει αναφερθεί σε μελέτες ότι 

οι τύποι των HPV κατανέμονται σε διαφορετικές περιοχές με διαφορετική συχνότητα. Για 

παράδειγμα ο HPV-45 επικρατεί στην Δυτική Αφρική ενώ στην Κεντρική και Ανατολική 

Αμερική επικρατούν με μεγαλύτερη συχνότητα οι HPV-39 και HPV-54 (Bosh et al 1995).
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4.1 Τρόπος μετάδοσης των HPV.

Η μετάδοση του ιού γίνεται μέσω δερματικής επαφής. Τα μολυσματικά ιικά σωματίδια 

μολύνουν τα κύτταρα της βασικής στοιβάδας της επιδερμίδας, τα οποία έχουν εκτεθεί στον 

ιό μέσω μικροτραυματισμών της επιθηλιακής στοιβάδας. Υπάρχουν τρεις τρόποι μετάδοσης 

του ιού:

a) Η σεξουαλική επαφή. Οι HPV προσβάλουν με μεγαλύτερη συχνότητα γυναίκες που 

εναλλάσσουν πολλαπλούς συντρόφους.

b) Μετάδοση από την μητέρα στο νεογέννητο.

c) Χωρίς σεξουαλική επαφή ( επαφή με ουρογενητικά εκκρίματα) (Fraiser 1994).

Μόλυνση με τους τύπους HPV υψηλής επικυνδυνότητας (High risk) και πιο 

συγκεκριμένα με τους τύπους 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, και 68, μπορεί να 

προκαλέσουν ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία τραχήλου (CIN), ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του 

αιδοίου (VIN), ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του πέους (PIN) και ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

του πρωκτού (ΑΙΝ). Αυτές είναι προ-καρκινικές δυσπλασίες και μπορεί να εξελιχθούν σε 

καρκίνο. Εκτός από τους τύπους των HPV που προσβάλουν το ουρογεννητικό σύστημα 

έχουν ταυτοποιηθεί και άλλοι τύποι των papilloma ιών που σχετίζονται με την εμφάνιση 

μιας σειράς δερματικών παθήσεων που εντοπίζονται σε διάφορα σημεία του σώματος.
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5. Υλικά και Μέθοδοι

5.1 Κλινικά δείγματα.

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν συνολικά 9 κλινικά δείγματα υψηλού και 

χαμηλού βαθμού τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής αλλοίωσης (High grade και Low grade) από 

τραχηλικά επιχρίσματα, τα οποία συλλέχτηκαν στο Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας. 

Ο προσδιορισμός της αλλοίωσης έγινε με την μέθοδο του test pap στο εργαστήριο 

Κυτταρολογίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας, ενώ η ταυτοποίηση των 

δειγμάτων ως HPV-16 πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Ιολογίας Μικροβιολογίας με την 

μέθοδο της Nested Multiplex PCR σύμφωνα με την δημοσίευση του K.Sotlar και των 

συνεργατών του, το 2004. Η κωδικοποίηση των δειγμάτων παρουσιάζεται στον πίνακα 5.1

Δείγματα από το Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας

Δείγματα Κλινική Εικόνα

A3 HG (CIN III in situ)

Α4 HG (CIN III)

Α6 HG (CIN III in situ)

Α13 HG (CIN III in situ)

Α15 HG (CIN III in situ)

Α17 LG (CIN I)

Α24 LG (CIN I)

Α31 HG

A3 8 HG

Πίνακας: 5.1: Κωδικοποίηση κλινικών δειγμάτων συνοδευόμενα με τον βαθμό τραχηλικής 
ενδοεπιθηλιακής αλλοίωσης.

5.2 Απομόνωση DNA και RNA.

Η απομόνωση RNA και DNA από την καλυπτρίδα πάνω στην οποία είχαν 

μονιμοποιηθεί κύτταρα για την εξέταση test pap έγινε με την χρήση πρωτεϊνάσης Κ. Από 

κάθε καλυπτρίδα απομακρύνθηκαν τα κύτταρα με νυστέρι, τοποθετήθηκαν μέσα σε 

σωληνάρια Eppendorf και αναμείχθηκαν με 0,5 έως 1,5 ml buffer I (10 mM Tris, ImM 

EDTA) ανάλογα με την ποσότητα των κυττάρων που απομονώθηκαν. Στην συνέχεια
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ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 min, απομάκρυνση του υπερκείμενου 

ενώ το ίζημα διαλύθηκε με την προσθήκη 1 ml buffer I (10 mM Tris, ImM EDTA) και 

επωάστηκε στους 4°C για 1 ώρα. Με το πέρας του χρόνου επώασης πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 10 min. διαλυτοποίηση του ιζήματος με 50 μΐ buffer II 

(50 mM KC1, 10 mM Tris pH 8.3, 2,5 mM MgC^, 0,5% Tween 20) και προσθήκη Ιμΐ 

πρωτεϊνάσης Κ (20μμ/μ1). Το μείγμα με το ένζυμο παρέμειναν στους 55°C για 60 min ενώ 

ακολούθησε επώαση του μείγματος στους 95°C για 10 min για την απενεργοποίηση του 

ενζύμου. Τέλος πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση των σωληνάριων στις 13.000 rpm για 5 

min και συλλογή του υπερκείμενου το οποίο πλέον περιέχει RNA και DNA.

Στην συνέχεια για να αυξήσουμε την ποιότητα του υπερκείμενου και να 

απομακρύνουμε επιπλέον κύτταρα και πρωτεΐνες που είχαν παραμείνει μετά το τέλος της 

πρώτης εκχύλισης πραγματοποιήθηκε μια δεύτερη σε σειρά απομόνωση DNA και RNA.

Η διαδικασία αυτή έγινε με την μέθοδο της θειοκυανιούχου γουανιδίνης (GuSCN) 

σύμφωνα με τον Casas I. et al, 1996. Κάθε υπερκείμενο της πρώτης αντίδρασης που 

αντιστοιχεί σε διαφορετικό κλινικό δείγμα, αναμίχθηκε με γλυκογόνο 20μg/tube και 

Lysis Buffer 600μ1 (GuSCN 4Μ, N-lauroyl sacrosine 0,5%, Dithiotreitol ImM, sodium 

citrate 25 mM) και επωάστηκαν για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου. Στην συνέχεια 

προστέθηκαν 400 μΐ παγωμένης ισοπροπανόλης (-20°C), καλή ανάδευση των δειγμάτων 

και επώαση για 20 min στους +4°C. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για lOrnin στις 14.000 

ref στους +4°C, απομάκρυνση του υπερκείμενου και πλύσιμο του ιζήματος με 500μ1 70% 

παγωμένης αιθανόλης. Έπειτα ακολούθησε καλή ανάδευση και φυγοκέντρηση για 1 Omin 

στις 14.000 ref στους +4°C. Το υπερκείμενο απομακρύνθηκε πλήρως και το ίζημα, το 

οποίο περιέχει το εκχειλισμένο κυτταρικό και ιικό DNA επαναδιαλύθηκε σε 100 μΐ ddHiO 

(RNase, Dnase free. Sigma Aldrich Inc, St Louis USA). To απομονωμένο DNA και RNA 

αποθηκεύτηκε στους -20°C μέχρι την περαιτέρω χρήση του.

5.3 PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β- γλοβουλίνης

Για την επιβεβαίωση της παρουσίας κυτταρικού DNA και για την διαπίστωση ότι τα 

δείγματα δεν περιέχουν αναστολείς της PCR πραγματοποιήθηκε PCR για την ενίσχυση 

του γονιδίου της β-γλοβουλίνης ενός ‘housekeeping’ γονιδίου. Για την διαδικασία της 

PCR χρησιμοποιήθηκαν τα εκκινητικά μόρια GH20 (5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA 

CC-3’) και PC04 (5’-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’)
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Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε στα 50μ1. Το μείγμα περιείχε από: 3 μΐ DNA 

από κάθε δείγμα, 2 μΐ εκκινητικών μορίων (PC04/GH20) συγκέντρωσης 25pmol, 5μ1 

ρυθμιστικού διαλύματος lOx (Paq reaction buffer), 6 μΐ μείγματος νουκλεοτιδίων 10mM 

(dNTPs), 2.5 U Paq DNA πολυμεράση (Paq5000™ DNA Polymerase, Stratagene, La Jolla 

USA) και απεσταγμένο και αποστειρωμένο νερό ελεύθερο νουκλεασών (Sigma Aldrich 

Inc, St Louis USA) έως τελικού όγκου 50μ1. Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε 

στον θερμικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του DNA 

στους 95°C για 2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησε η εφαρμογή των συνθηκών όπως 

αναγράφονται στον πίνακα.

Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

PC04/GH20

Θερμοκρασία αποδιάταξης : 94°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 40°C για 30sec S' 35 cycles 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για 60sec

Η PCR ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72°C για 5 λεπτά. Η 

PCR που πραγματοποιήθηκε περιέχει έναν θετικό μάρτυρα από DNA κυττάρων 

απομονωμένο από κυτταροκαλλιέργειες MRC5 και Rd. Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε ddLLO ελεύθερο από DNases και RNases.

5.4 Εκκινητικά μόρια για την ενίσχυση του Ε2 γονιδίου.

Τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν σχεδιάστηκαν στα πλαίσια της 

παρούσας εργασίας. Συνολικά δημιουργήθηκαν 6 ζευγάρια εκκινητών με βάση την πρότυπη 

αλληλουχία του Ε2 γονιδίου που είναι καταχωρημένη στο Gene Bank. Πιο συγκεκριμένα 

κατασκευάστηκαν 2 ζεύγη εκκινητών που ενισχύουν ολόκληρο το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης (ORF) του γονιδίου Ε2 ενώ άλλα 4 αλληλοεπικαλυπτόμενα ζεύγη εκκινητών 

ενισχύουν εσωτερικά το γονίδιο με απώτερο στόχο, εάν υπάρχει να προσδιοριστεί η ακριβής 

θέση ρήξης του γονιδίου. Η αλληλουχία των εκκινητικών μορίων και το μέγεθος των 

προϊόντων της PCR που προκύπτουν αναγράφονται στον πίνακα 6.
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Όνομα Θέση Πολικότητα Αλληλουχία ( 5'-3')
Μήκος

προϊόντος
PCR

HPV-16 2734 

HPV-16 3912

2734 Sense GACGAGGACAAGGAAAACGA
1176 bp

3912 Antisense GCACACAAAGCAAAGCAAAA

HPV-16 2736 
HPV-16 3862

2736 Sense GACGAGGACAAGGAAAACGA
1162 bp

3862 Antisense GCAAAAAGCACGCCAGTAAT

HPV-16 2732 
HPV-16 3364

2732 Sense GAGGACGAGGACAAGKAAAA
632 bp3364 Antisense CGTTGCTGCTAAACACAGATG

HPV-16 2931 
HPV-16 3912

2931 Sense CCAACACTGGCTGTATCAAAGA
980 bp

3912 Antisense GCACACAAAGCAAAGCAAAA

HPV-16 3312 
HPV-16 3912

3312 Sense ATGCGGGTGGTCAGGTAAT
598 bp

3912 Antisense GCACACAAAGCAAAGCAAAA

HPV-16 3442 
HPV-16 3912

3442 Sense CACCGAAGAAACACAGACGA
468 bp

nivaKac 6: Παρουσιάζονται τα ζεύγη των εκκινητικών μορίων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

εργασία καθώς επίσης η θέση τους στο γονιδίωμα του ιού, η αλληλουχία τους, η πολικότητά τους και το 

μέγεθος του προϊόντος της PCR

5.5 PCR για την Ενίσχυση του Ε2 γονιδίου

Στην συνέχεια όλα τα δείγματα υποβλήθηκαν σε PCR για την ενίσχυση του Ε2 

γονιδίου, ολόκληρου και των εσωτερικών τμημάτων του, με τα ζεύγη των εκκινητικών 

μορίων που περιγράφηκαν παραπάνω. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε μείγμα τελικού 

όγκου 50μ1. Το μείγμα αυτό περιείχε: 3 μΐ DNA από κάθε δείγμα, 2 μΐ από κάθε ζεύγος των 

παραπάνω εκκινητικών μορίων συγκέντρωσης 50pmol, 5μ1 ρυθμιστικού διαλύματος ΙΟχ 

(Paq reaction buffer), 6 μΐ μείγματος νουκλεοτιδίων lOmM (dNTPs), 2.5U Paq DNA 

πολυμεράσης (Paq5000™ DNA Polymerase, Stratagene, La Jolla USA) και απεσταγμένο και 

αποστειρωμένο νερό ελεύθερο νουκλεασών (Sigma Aldrich Inc, St Louis USA) έως τελικού 

όγκου 50μ1. Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή MJ 

minicycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του DNA στους 95°C για 2 λεπτά και στην συνέχεια 

ακολούθησαν 40 κύκλοι αποδιάταξης στους 95°C για 30sec, υβριδοποίησης στους 56°C για 

1 Osec και επιμήκυνσης στους 72 °C για 40sec.
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Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

2734-3912
2736-3862

Θερμοκρασία αποδιάταξης : 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 56°C για lOsec 40 cycles

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για 40sec

Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

2732-3364

2931-3912

3312-3912

3442-3912

Θερμοκρασία αποδιάταξης : 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 56°C για lOsec 40 cycles

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για 30sec

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο 

επώασης στους 72°C για 5 λεπτά. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ddH20 

ελεύθερο από DNases και RNases.

Η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των PCR έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης (Invitrogen Life Technologies, Pairsley, UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθμιστικό 

διάλυμα ΤΒΕ IX (Tris-Boric acid-EDTA) που περιέχει βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 

lpg/ml. Από το προϊόν κάθε PCR χρησιμοποιήθηκαν 10 μΐ, τα οποία αφού αναμίχθηκαν με 

2 μΐ χρωστικής, μεταφέρθηκαν στο πήκτωμα και αναλύθηκαν σε συσκευή ηλεκτροφόρησης 

όπου εφαρμόστηκε τάση 200V. Η οπτική παρατήρηση των προϊόντων της PCR στο 

πήκτωμα αγαρόζης έγινε μέσω συσκευής εκπομπής υπεριώδους ακτινοβολίας 

(Foto/Phoresis I, Fotodyne). Ο προσδιορισμός του μεγέθους των προϊόντων της αντίδρασης 

έγινε με την βοήθεια μάρτυρα μοριακού βάρους (100 bp DNA Ladder, Invitrogen UK).
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5.6 APOT assay- Μέθοδος ενίσχυσης μεταγράφων προερχόμενα από ενσωματωμένα 

ιικά ογκογονίδια.

Η μέθοδος ΑΡΟΤ είναι μια διαδικασία η οποία περιλαμβάνει την ενίσχυση HPV 

μεταγράφων με την χρήση των μεθόδων RT και PCR, επιτρέποντας τον διαχωρισμό ιικών 

mRNAs που προέρχονται από επισωμικό ή ενσωματωμένο HPV γονιδίωμα (Klaes R. et 

al., 1999). Η μέθοδος αυτή βασίζεται στις δομικές αλλαγές που παρατηρούνται στο 3’ άκρο 

μεταξύ των μεταγράφων.

Σχήμα 5.1: Σχηματική αναπαράσταση των τύπων των μεταγράφων που προκύπτουν όταν το 
γονιδίωμα του HPV-16 βρίσκεται στην επισωμική και ενσωματωμένη του μορφή.

Στο παραπάνω σχεδιάγραμμα βλέπουμε ότι όταν το γένωμα του ιού είναι σε 

επισωμική μορφή παίρνουμε ένα μετάγραφο το οποίο περιέχει αλληλουχίες από τα γονίδια 

Ε7, Ε1 και Ε4, δίνοντας μια ζώνη ενίσχυσης μεγέθους 1050bp. Αντιθέτως όταν το 

γονιδίωμα του ιού είναι ενσωματωμένο στο DNA του κυττάρου ξενιστή παρατηρούνται δύο 

τύποι μεταγράφων. Ο τύπος Α, ο οποίος περιλαμβάνει τμήματα των γονιδίων Ε7, Ε1 και
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κυτταρικού DNA ενώ ο τύπος Β περιλαμβάνει τμήματα των γονιδίων Ε7, El, Ε4 και 

κυτταρικές αλληλουχίες δίνοντας μια σειρά ζωνών ενίσχυσης κάτω από 650bp.

5.6.1 Αντίστροφη μεταγραφή (RT)

RNA (5 μΐ) από τα εννιά κλινικά δείγματα υποβλήθηκε σε αντίστροφη μεταγραφή 

(RT) χρησιμοποιώντας ένα oligo(dT)i7 εκκινητικό μόριο συνδεδεμένο με μία αλληλουχία 

προσαρμοστή (linker) [(dT)17-p3: 5'-GACTCGAGTCGACATCGA-TTTTTTTTTTTTTTT 

ΤΤ-3'] και 200U (Units) από την αντίστροφη ματαγραφάση Superscript II (Invitrogen 

superscript II) για 52 min στους 42°C σε τελικό όγκο 20 μΐ.

5.6.2 PCR

Η μέθοδος ΑΡΟΤ περιλαμβάνει δύο στην σειρά αντιδράσεις PCR στις οποίες 

υποβάλονται τα cDNA που προέκυψαν από την αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής 

(RT). Η πρώτη αντίδραση πραγματοποιείται με την χρήση του ζεύγους των εκκινητικών 

μορίων pi -16 (5 '-CGGACACAGAGCCCATTACAAT-3') και ρ3 (5'-

GACTCGAGTCGACATCG-3'), τα οποία είναι σχεδιασμένα ειδικά για τον HPV-16. Η 

αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε μείγμα τελικού όγκου 50μ1. Το μείγμα αυτό περιείχε: 3 μΐ 

cDNA από κάθε δείγμα, 2 μΐ από το ζεύγος των παραπάνω εκκινητικών μορίων 

συγκέντρωσης 50pmol, 5μ1 ρυθμιστικού διαλύματος lOx (Paq reaction buffer), 6 μΐ 

μείγματος νουκλεοτιδίων 10mM (dNTPs), 2,5U Paq DNA πολυμεράση (Paq5000™ DNA 

Polymerase, Stratagene, La Jolla USA) και απεσταγμένο και αποστειρωμένο νερό ελεύθερο 

νουκλεασών (Sigma Aldrich Inc, St Louis USA) έως τελικού όγκου 50μ1. Η αντίδραση της 

PCR πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler. Προηγήθηκε 

αποδιάταξη στους 95°C για 2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησαν 30 κύκλοι 

αποδιάταξης στους 95°C για 30sec, υβριδοποίησης στους 59°C για 30sec και επιμήκυνσης 

στους 72°C για lmin.
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Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

pl-16/ ρ3
Θερμοκρασία αποδιάταξης : 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 59°C για 30sec 30 cycles

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για lmin

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο 

επώασης στους 72°C για 5 λεπτά. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ddH20 

ελεύθερο από DNases και RNases.

5.6.3 Nested PCR

Η δεύτερη PCR της μεθόδου πραγματοποιήθηκε με το ζεύγος των εκκινητών ρ2~16 

(5 '-CTTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACG-3') και (dT)n-p3 που χρησιμοποιήθηκε στην 

RT. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε μείγμα τελικού όγκου 50μ1. Το μείγμα αυτό 

περιείχε: 5μ1 από το προϊόν ενίσχυσης της 1ης PCR, 2 μΐ από το ζεύγος των παραπάνω 

εκκινητικών μορίων συγκέντρωσης 50pmol, 5μ1 ρυθμιστικού διαλύματος lOx ( Paq reaction 

buffer), 6 μΐ μείγματος νουκλεοτιδίων lOmM (dNTPs), 2,5U Paq DNA πολυμεράση 

(Paq5000™ DNA Polymerase, Stratagene, La Jolla USA) και απεσταγμένο και 

αποστειρωμένο νερό ελεύθερο νουκλεασών (Sigma Aldrich Inc, St Louis USA) έως τελικού 

όγκου 50μ1. Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή 

Eppendorf Master Cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη στους 95°C για 2 λεπτά και στην 

συνέχεια ακολούθησαν 35 κύκλοι αποδιάταξης στους 95°C για 30sec, υβριδοποίησης στους 

67°C για 30sec και επιμήκυνσης στους 72°C για lmin.

Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

ρ2-16/ρ3
Θερμοκρασία αποδιάταξης : 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 67°C για 30sec 35 cycles

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για lmin
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Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο 

επώασης στους 72°C για 5 λεπτά.

Επιπλέον για την αύξηση της ευαισθησίας της μεθόδου και για την αύξηση της 

ποσότητας του προϊόντος της PCR πραγματοποιήθηκε Auto Nested PCR για 25 επιπλέον 

κύκλους. Η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε σε gel αγαρόζης 2%, 

όπως περιγράφτηκε στην ενότητα 5.5.

5.6.4 Απομόνωση των PCR προϊόντων από gel αγαρόζης.

Τα προϊόντα της Nested PCR όγκου 50μ1, ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα αγαρόζης 

2%, το οποίο περιέχει βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση lpg/ml. Για τον προσδιορισμό 

του μήκους των επιθυμητών προϊόντων χρησιμοποιείται μάρτυρας μοριακού βάρους (100 

bp DNA Ladder, Invitrogen UK). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε ένταση 120Volts. 

Στην συνέχεια οι επιθυμητές ζώνες απομακρύνονται από το πήκτωμα και μεταφέρονται σε 

σωλήνες Eppendorf των 2ml. Ακολουθεί καθαρισμός των προϊόντων από το πήκτωμα 

χρησιμοποιώντας το QIAquick® Gel Extraction Kit (Quiagen, Germany), ακολουθώντας τις 

οδηγίες του κατασκευαστή.

5.6.5 PCR για την ανίχνευση τμημάτων των Ε7 και Ε4 γονιδίων.

Για την ανίχνευση των ειδικών EIPV μεταγράφων πραγματοποιήθηκαν PCR για την 

ενίσχυση μικρών τμημάτων των γονιδίων Ε7 και Ε4 που περιέχονται στα ιικά μετάγραφα 

συνολικού μεγέθους 138bp και 251 bp αντίστοιχα. Οι αντιδράσεις αυτές 

πραγματοποιήθηκαν στις ζώνες ενίσχυσης που απομονώθηκαν από το πήκτωμα αγαρόζης. 

Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν για το κομμάτι του γονιδίου Ε7 το ζευγάρι των 

εκκινητων HPV-16 700 [5’- CGGACAGAGCCC ATTACAATA -3’] και HPV-16 838 [5’- 

TGGGGCACACAATTCCTAGT -3'] ενώ για το τμήμα του Ε4 γονιδίου το ζευγάρι HPV- 

16 3347 [5’-TCTGTGTTTAGCAGCAACGAA-3’] και HPV-16 3598 [5’-

AATCCGTCCTTTGTGTGAFC-3’].
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Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε και για τις δύο PCR σε μείγμα τελικού όγκου 50μ1. 

Το μείγμα αυτό περιείχε για κάθε αντίδραση: 3 μΐ DNA από κάθε απομονωμένη ζώνη 

ενίσχυσης, 2 μΐ από κάθε ζεύγος των παραπάνω εκκινητικών μορίων συγκέντρωσης 

50pmol, 5μ1 ρυθμιστικού διαλύματος lOx (Paq reaction buffer), 5 μΐ μείγματος 

νουκλεοτιδίων lOmM (dNTPs), 2.5U Paq DNA πολυμεράσης (Paq5000™ DNA 

Polymerase, Stratagene, La Jolla USA) και απεσταγμένο και αποστειρωμένο νερό ελεύθερο 

νουκλεασών (Sigma Aldrich Inc, St Louis USA) έως τελικού όγκου 50μ1. Η αντίδραση της 

PCR πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler. Προηγήθηκε 

αποδιάταξη του DNA στους 95°C για 2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησαν 40 κύκλοι 

αποδιάταξης στους 95°C για 30sec, υβριδοποίησης στους 55°C για 30sec και επιμήκυνσης 

στους 72 °C για 30sec.

Εκκινητικά μόρια Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

700-838
3347-3598

Θερμοκρασία αποδιάταξης : 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης : 55°C για 30sec γ”- 40 cycles 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C για 30sec

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο 

επώασης στους 72°C για 5 λεπτά
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6. Αποτελέσματα

6.1 Αποτελέσματα PCR β-γλοβουλίνης.

Στην εικόνα 6.1 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της PCR για την ενίσχυση του 

γονιδίου της β-γλοβουλίνης δύο ενδεικτικών κλινικών δειγμάτων. Όλα τα κλινικά δείγματα 

υποβλήθηκαν στην διαδικασία αυτή για τον έλεγχο της ύπαρξης DNA καθώς επίσης και για 

τον έλεγχο της ποιότητας του κυτταρικού DNA.

Μ 1 2 3 4

Εικόνα 6.1. Αποτελέσματα PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης.

Στην παραπάνω εικόνα παρατηρούμε ότι τα κλινικά δείγματα έχουν ενισχυθεί σωστά 

καθώς όλες οι ζώνες των προϊόντων βρίσκονται στο σωστό ύψος των 250bp σύμφωνα με το 

μάρτυρα μοριακού βάρους των lOObp της εταιρίας Invitrogen. Ο μάρτυρας μοριακού 

βάρους της Invitrogen δείχνει το μοριακό βάρος κάθε ζώνης, η οποία απέχει από την 

γειτονική της lOObp. Στις θέσεις 1 και 2 είναι τοποθετημένα τα δείγματα A3 και Α4 ενώ 

στην θέση 3 και 4 υπάρχει θετικός μάρτυρας, ο οποίος είναι εκχυλισμένο δείγμα από 

κύτταρα Rd και αρνητικός μάρτυρας που είναι ddH^O. Η διαδικασία αυτή 

πραγματοποιήθηκε για όλα τα κλινικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

εργασία.
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6.2 PCR για την ενίσχυση του Ε2 γονιδίου

Από τα εννέα συνολικά κλινικά δείγματα που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία 

σε δύο κλινικά δείγματα υψηλής αλλοίωσης (high grade) και σε ένα δείγμα χαμηλής 

αλλοίωσης (low grade) ενισχύθηκε ολόκληρο το γονίδιο Ε2 με τα δύο εξωτερικά ζεύγη 

εκκινητικών μορίων HPV-16-2734-3912 και HPV-16-2736-3862. Στον παρακάτω πίνακα 

6.1 αναγράφονται τα ζεύγη των εκκινητών, το μέγεθος των προϊόντων ενίσχυσης, καθώς 

επίσης και τα δείγματα τα οποία έδωσαν το επιθυμητό προϊόν.

Εκκινητές Δείγματα

2734-3912 1176bp

Α17, Α24 και Α382736-3862 1162bp

Πίνακας 6.1: Εκκινητές και δείγματα που έδωσαν το επιθυμητό προϊόν ενίσχυσης.

Τα υπόλοιπα έξι κλινικά δείγματα τα οποία είναι υψηλής αλλοίωσης (HG) δεν 

ενισχύθηκαν με τα εξωτερικά εκκινητικά μόρια αλλά μόνο με τα εσωτερικά αλληλο- 

επικαλυπτόμενα ζεύγη εκκινητών. Πιο συγκεκριμένα και τα έξι δείγματα ενισχύθηκαν με 

τα ζέυγη HPV-16 2732-3364, 3312-3912 και 3442-3912 ενώ τα δείγματα Α13 και Α15 

ενισχύθηκαν μόνο με τους εκκινητές HPV-16 2931-3912.

Στον πίνακα 6.2 παρουσιάζονται τα ζεύγη των εσωτερικών εκκινητών και τα 

δείγματα στα οποία ενισχύθηκε η επιθυμητή περιοχή. Στην εικόνα 6.1 παρουσιάζεται η 

σχηματική απεικόνιση των εκκινητικών μορίων και του μεγέθους των ζωνών ενίσχυσης για 

τα έξι HG δείγματα όπως προέκυψαν από τα αποτελέσματα των αντιδράσεων της PCR.

Εκκινητές Δείγματα

2732-3364 632 bp A3,A4,A6,A13,A15A31

3312-3912 598 bp A3,A4,A6,A13,A15,A31

3442-3912 468 bp A3,A4,A6,A13,A15,A31

2931-3912 980 bp A13,A15

Πίνακας 6.2. Δείγματα και ζεύγη εκκινητών με τους οποίους ενισχύθηκαν
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Εικόνα 6.1: Σχηματική αναφορά των αποτελεσμάτων της PCR για τα HG δείγματα. Τα δέιγματα 
A3, Α4, Α6, A13, A15, A31 ενισχύονται με τα εκκινητικά μόρια HPV-16 2732-3364, 3312-3912, 
και 3442-3912 όπως φαίνονται με την μαύρη γραμμή. Τα δείγματα A13 και Α15 ενισχύονται και 
με το ζεύγος HPV-16 2931-3912, όπως φαίνεται με την μπλε γραμμή.

Το γεγονός ότι τα δείγματα υψηλής αλλοίωσης ενισχύονται μόνο από τα εσωτερικά 

μόνο ζεύγη εκκινητών, υποδηλώνει ότι η περιοχή Ε2 (συνηθέστερη θέση ρήξης και 

ενσωμάτωσης του HPV-16) έχει υποστεί ρήξη εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης και 

κατά συνέπεια ο ιός βρίσκεται σε ενσωματωμένη μορφή εντός του κυττάρου ξενιστή. Το 

πρότυπο αυτό ενίσχυσης παρατηρείται μόνο στα κλινικά δείγματα υψηλής αλλοίωσης με 

εξαίρεση το δείγμα A3 8 στο οποίο όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα φέρει την Ε2 σε 

ακέραιη κατάσταση.

Όπως φαίνεται στην παραπάνω εικόνα στα HG δείγματα ενισχύεται η περιοχή Ε2 με 

την βοήθεια των αλληλεπικαλυπτόμενων εκκινητών. Από την μοριακή κλωνοποίηση και 

αλληλούχηση που διεξήχθη από μελέτη που πραγματοποιήθηκε παράλληλα με την παρούσα 

εργασία στο εργαστήριο ευρέθη, ότι στις περιοχές στις οποίες προσδένονται οι εξωτερικοί 

εκκινητές (HPV-16-2734-3912 και HPV-16-2736-3862) δεν παρατηρήθηκαν μεταλλάξεις 

που να αποτρέπουν τον υβριδισμό των μορίων και την αναστολή της PCR. Ακόμα στις 

θέσεις όπου προσδένονται οι εκκινητές HPV-16 2931-3912 οι οποίοι εμπλέκονται μόνο σε 

δύο δείγματα HG (Α13, Α15) δεν παρατηρήθηκαν επίσης νουκλεοτιδικές αλλαγές που να
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αναστέλλουν την PCR στα δείγματα A3, Α4, Α6, Α31. Από τα δεδομένα αυτά μπορούμε να 

υποθέσουμε ότι σε δείγματα HG διαφορετικά στελέχη HPV-16 έχουν υποστεί ρήξη σε 

διαφορετικές θέσεις εντός της αλληλουχίας του γονιδίου Ε2. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να 

μην ενισχύεται το Ε2 γονίδιο με τους εξωτερικούς εκκινητές καθώς δεν υπάρχει ολόκληρο 

το ORF του γονιδίου και να ενισχύονται μόνο συγκεκριμένα τμήματα του, τα οποία έχουν 

παραμείνει ακέραια μετά την διάσπαση του γενετικού τόπου Ε2 και την ενσωμάτωση του 

ιού στο χρωμόσωμα του κυττάρου ξενιστή.

6.3 Αποτελέσματα ΑΡΟΤ

Στην παρακάτω εικόνα (εικόνα 6.2) στο πήκτωμα αγαρόζης έχουν ηλεκτροφορηθεί 

όλα τα δείγματα τα οποία χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία (HG και LG) και 

υποβλήθηκαν στην μέθοδο ΑΡΟΤ που περιγράφθηκε στην ενότητα 6.5. Οι ζώνες ενίσχυσης 

που φαίνονται στη εικόνα είναι μετά από τη auto nested PCR στους 25 κύκλους.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14

Εικόνα 6.2: Πήκτωμα αγαρόζης στο οποίο έχουν ηλεκτοφορηθεί τα αποτελέσματα της μεθόδου 
ΑΡΟΤ. Δύο δείγματα LG στις θέσεις 8 και 9 και έξι δείγματα HG στις θέσεις 2, 3, 4, 6, 7, 11, 12. Στις 
θέσεις 5, 10 και 14 είναι τοποθετημένοι αρνητικοί μάρτυρες ddH20.
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Στην παραπάνω εικόνα έχουν ηλεκτροφορηθεί τα προϊόντα που έχουν προκόψει από 

την διαδικασία της μεθόδου ΑΡΟΤ. Όπως έχει αναφερθεί και στην βιβλιογραφία οι ζώνες οι 

οποίες βρίσκονται στο ύψος των 11 OObp υποδηλώνουν ότι το γονιδίωμα του ιού βρίσκεται 

σε επισωμική μορφή, καθώς ενισχύεται το μετάγραφο το οποίο περιέχει αλληλουχίες από τα 

γονίδια Ε7, Ε1 και Ε4. Όλες οι άλλες ζώνες κάτω από 650 βάσεις υποδηλώνουν ότι το 

γονιδίωμα του ιού βρίσκεται σε ενσωματωμένη κατάσταση, καθώς ενισχύεται ένας από τους 

δύο τύπους μεταγράφων (Klaes et al. 1999).

Βάσει των στοιχείων αυτών το προϊόν στην θέση 2 στην οποία αντιστοιχεί το δείγμα 

A3 (HG) έχει τρεις ζώνες. Μια ζώνη στην θέση 11 OObp στην θέση 800bp και μια αχνή ζώνη 

στην θέση 350bp. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι στο δείγμα A3 το γονιδίωμα του ιού 

βρίσκεται ταυτόχρονα σε επισωμική (11 OObp) και σε ενσωματωμένη μορφή (350bp). Το 

δείγμα Α4 στην θέση 3 φέρει μία ζώνη ενίσχυσης στις 500bp επομένως ο ιός βρίσκεται 

μόνο σε ενσωματωμένη μορφή. Τα δείγματα Α6, Α13, Α15, Α17 (LG), Α31 και Α38 στις 

θέσεις 4, 6, 7, 8, 11, και 12 αντίστοιχα φέρουν διάφορες ζώνες ενίσχυσης κάτω από τις 800 

bp άρα ο ιός βρίσκεται σε ενσωματωμένη μορφή. Τέλος το δείγμα Α24 στην θέση 9 φέρει 

μία ζώνη ενίσχυσης στις 11 OObp (επισωμική μορφή) και στα ύψη των 700bp, 400bp και 

250bp (ενσωματωμένη μορφή).

Το γεγονός ότι υπάρχει διακύμανση στο μέγεθος των ζωνών ενίσχυσης κάτω των 

800bp ίσως να οφείλεται στο ότι κάποια από τα μετάγραφα που ενισχύθηκαν είναι μη 

ειδικά, προερχόμενα από κυτταρικές αλληλουχίες ή λόγω εναλλακτικού ματίσματος που 

υφίστανται τα mRNAs του HPV-16. Επομένως για να απομονώσουμε μόνο τα ειδικά ιικά 

μετάγραφα και να διευκρινίσουμε με ακρίβεια την μορφή του γονιδιώματος του ιού, 

πραγματοποιήθηκε PCR για συγκεκριμένα τμήματα των γονιδίων Ε7 και Ε4 του HPV-16 

όπως αναφέρθηκε στην ενότητα 5.6.5.
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6.4 Αποτελέσματα ενίσχυσης των τμημάτων Ε7 και Ε4.

Στις παρακάτω εικόνες (εικόνες 6.3 και 6.4) που ακολουθούν, φαίνονται οι ζώνες 

ενίσχυσης που έχουν προκόψει μετά από την απομόνωση μόνο των PCR προϊόντων από το 

πήκτωμα αγαρόζης της auto nested PCR (απομόνωση μόνο των έντονων ζωνών ενίσχυσης) 

και υποβολή των απομονωμένων ζωνών σε PCR με εκκινητικά μόρια που ενισχύουν μικρά 

τμήματα των γονιδίων Ε7 και Ε4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Εικόνα 6.3: Αποτελέσματα PCR σε πήκτωμα αγαρόζης από την ενίσχυση τμήματος του γονιδίου 
Ε7 από την θέση 700 εώς την θέση 838. Συνολικό μέγεθος προϊόντων PCR 138 bp.

Στην εικόνα 6.3 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την ενίσχυση τμήματος του 

Ε7 γονιδίου συνολικού μεγέθους 138bp. Οι εκκινητές υβριδίζονται και ενισχύουν την 

περιοχή του Ε7 γονιδίου από την θέση 700 έως την θέση 838. Στις θέσεις 5, 9, 13, 18 και 22 

είναι τοποθετημένοι αρνητικοί μάρτυρες (ddEEO). Στα υπόλοιπα “πηγαδάκια” αντιστοιχούν 

τα αποτελέσματα ενίσχυσης από τις απομονωμένες ζώνες όπως φαίνονται στην εικόνα 6.2. 

Στις θέσεις 2 και 3 είναι οι ζώνες του δείγματος A3 των 1100bp και 750bp αντίστοιχα, στην 

θέση 4 είναι η ζώνη του δείγματος Α4 των 500bp. Στις θέσεις 6 και 7 βρίσκονται οι ζώνες 

του δείγματος Α6 των 500bp και 550bp, στην θέση 8 και 10 το δείγμα Α13 των 300bp και 

750bp ενώ στις θέσεις 11 και 12 το δείγμα Α15 των 350bp και 550bp. Επιπλέον στις θέσεις 

15, 16, 17 είναι οι ζώνες του δείγματος Α17 των 300bp, 850bp και 900bp αντίστοιχα στις 

θέσεις 19 και 20 το δείγμα Α24 των 1100bp και 250bp, στις θέσεις 21 και 23 το δείγμα Α31
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των 300bp και 350bp και τέλος στις θέσεις 24, 25 το δείγμα Α38 των 700 και 800bp 

αντίστοιχα.

Επιπλέον όλα τα δείγματα και οι ζώνες ενίσχυσης της autonested PCR που 

αναφέρθηκαν παραπάνω υποβλήθηκαν σε PCR για την ενίσχυση τμήματος του γονιδίου Ε4 

γονιδίου συνολικού μεγέθους 25 lbp. Τα αποτελέσματα φαίνονται στο πήκτωμα αγαρόζης 

της εικόνα 6.4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

. ϊ9*

Εικόνα 6.4: Αποτελέσματα PCR σε πήκτωμα αγαρόζης από την ενίσχυση τμήματος του 
γονιδίου Ε4 από την θέση 3347 εώς την θέση 3598. Συνολικό μέγεθος προϊόντων PCR 
25lbp.

Στις θέσεις 5, 9, 15 είναι τοποθετημένοι αρνητικοί μάρτυρες της αντίδρασης της 

PCR (ddEEO). Από την όλη διαδικασία τα δείγματα που έδωσαν αποτελέσματα στην 

περιοχή του γονιδίου Ε4 είναι οι ζώνες στην θέση 4 που βρίσκεται το δείγμα Α17 (900bp), 

στην θέση 6 το δείγμα Α24 (1100bp), στην θέση 10 το δείγμα Α31 (350bp) και στις θέσεις 

11, 12, 13 το δείγμα Α38 (700bp, 800bp,750bp).

Συνολικά από τα παραπάνω αποτελέσματα που πήραμε συμπεραίνουμε ποιες ζώνες 

ενίσχυσης που προέκυψαν από την μέθοδο ΑΡΟΤ ανήκουν στον HPV-16. Πιο 

συγκεκριμένα σχεδόν όλες οι ζώνες που καταφέραμε να απομονώσουμε από το πήκτωμα 

έδωσαν ζώνες ενίσχυσης για το τμήμα του γονιδίου Ε7 εκτός από το δείγμα Α13 στις 750bp. 

Επομένως η ζώνη αυτή αποτελεί μη ειδικό προϊόν της μεθόδου ΑΡΟΤ. Όπως φαίνεται και 

στην εικόνα 6.5 όλα τα ικά μετάγραφα, που προέρχονται είτε από ενσωματωμένο είτε από 

επισωμικό ιϊκό γένωμα, φέρουν τμήματα του γονιδίου Ε7.
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Από την ενίσχυση του τμήματος του γονιδίου Ε4 μεγέθους 251 bp δεν δούλεψαν όλα 

τα δείγματα παρά μόνο τέσσερα (Α17, Α24, Α31 και A3 8) από τα συνολικά εννιά που 

χρησιμοποιήθηκαν. Παρατηρούμε ότι ενισχύθηκαν για την περιοχή του γονιδίου Ε4, ζώνες 

που έχουν μέγεθος πάνω από 700bp με εξαίρεση το δείγμα Α31 ενώ δύο από αυτά τα 

δείγματα τα Α17 και Α24 προέρχονται από χαμηλού βαθμού αλλοιώσεις.

Μετάγραφο προερχόμενο από Μετάγραφο προερχόμενο από
επισωμικό HPV-16 γένωμα ενσωματωμένο HPV-16 γένωμα

type A

pi ρ2

I AAA

(dT)17 - p3 

_ cellular DNA

pi p2

E7-E1 E4

I AAA

(dT)1 7 - p3

type B

E7- El E4 - cellular DNA

Εικόνα 6.5: ιικά μετάγραφα προερχόμενα από επισωμικά και ενσωματομένα HPV-16 γενώματα.

Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα από την διαδικασία που ακολουθήσαμε για τον 

προσδιορισμό της κατάστασης του Ε2 γονιδίου και από την μέθοδο ΑΡΟΤ παρατηρούμε ότι 

ο ιός μπορεί να βρίσκεται στο εσωτερικό του κυττάρου ξενιστή ταυτόχρονα και στις δύο 

μορφές (επισωμική και ενσωματωμένη). Χαρακτηριστικά παρατηρήσαμε ότι στα δείγματα 

LG η περιοχή του Ε2 γονιδίου βρίσκεται ολόκληρη συμπεραίνοντας σε ένα πρώτο επίπεδο 

ότι ο ιός βρίσκεται σε επισωμική μορφή. Επιπλέον από την διαδικασία της ΑΡΟΤ τα 

δείγματα αυτά δίνουν ενδείξεις ότι ο ιός ταυτόχρονα βρίσκεται και σε ενσωματωμένη 

κατάσταση. Επομένως βλέπουμε ότι ο ιός σε χαμηλού βαθμού αλλοιώσεις βρίσκεται 

ταυτόχρονα και στις δύο μορφές ενώ σε υψηλού βαθμού αλλοιώσεις βρίσκεται κυρίως 

ενσωματωμένος. Στον πίνακα 6.3 αναγράφονται τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την 

ενίσχυση του Ε2 γονίδιου και τα αποτελέσματα από την μέθοδο ΑΡΟΤ.
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IIS*
■ΙΙ

• ■■ :

λέσματα
Ενίσχυση 
τμήματος 
Ε4 μετά 

από 
ΑΡΟΤ

Ενίσχυση 
τμήματος 
Ε7 μετά 

από 
ΑΡΟΤ

A3
HG (CIN III) Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο +

Α4
HG (CIN III) Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο - +

Α6
HG (CINIII) Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο - +

Α13
HG (CIN III) Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο “ +

Α15
HG (CIN III) Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο - +

Α17
LG (CIN I) Ολόκληρο το 

ORF
Επίσωμα και 

ενσωματωμένο
+ +

Α24
LG (CIN I) Ολόκληρο το 

ORF
Επίσωμα και 

ενσωματωμένο
+ +

Α31
HG Ρήξη εντός ORF Ενσωματωμένο + +

Α38
HG Ολόκληρο το 

ORF
Επίσωμα και 

ενσωματωμένο
+ +

Πίνακας 6.3: Στον πίνακα αναφέρονται συνοπτικά τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την ενίσχυση 
του Ε2 γονιδίου και τα αποτελέσματα από την πραγματοποίηση της διαδικασίας ΑΡΟΤ. Ταυτόχρονα 
αναγράφονται τα αποτελέσματα από τις PCR για την ενίσχυση συγκεκριμένων τμημάτων των γονιδίων Ε4 
και Ε7 για την ταυτοποίηση των ειδικών HPV-16 μεταγράφων.
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7. Συζήτηση

Η έκφραση ίων ογκογονιδίων Ε6 και Ε7 είναι αναγκαία προϋπόθεση για την έναρξη 

καρκίνου του αναπαραγωγικού συστήματος. Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων καρκίνου 

του τραχήλου της μήτρας το γονιδίωμα των HPV ιών υψηλής επικινδυνότητας είναι 

ενσωματωμένο στο DNA του κυττάρου ξενιστή. Η ενσωμάτωση του ιού αποτελεί 

καθοριστικό παράγοντα για την απορύθμιση της έκφρασης των HPV ογκογονιδίων στα 

κύτταρα της βασικής στοιβάδας του επιθηλίου και οδηγεί σε μία εκτεταμένη χρωμοσωμική 

αστάθεια στα πρώιμα στάδια ανάπτυξης της δυσπλασίας. Η αποσταθεροποίηση του 

γονιδιώματος του ευκαριωτικού κυττάρου έχει σαν αποτέλεσμα την συσσώρευση μιας 

σειράς ποιοτικών και ποσοτικών μεταλλάξεων που οδηγούν στην εμφάνιση καρκίνου.

Πολλά in vitro πειράματα έχουν αποδείξει ότι η ενσωμάτωση του ιού οδηγεί σε 

αύξηση της έκφρασης των Ε6 και Ε7 ογκογονιδίων και σε αύξηση της σταθερότητας των 

ιικών-κυτταρικών μεταγράφων (Doeberitz et al 1991, Jeon S. al 1995). Επομένως, η 

ενσωμάτωση του ιού δίνει ένα εξαιρετικό πλεονέκτημα για τον πολλαπλασιασμό των 

μολυσμένων επιθηλιακών κυττάρων και αποτελεί ένα σημαντικό στάδιο ανάπτυξης 

δυσπλασίας που προκαλείται από HPV στελέχη υψηλού κινδύνου. Για τον λόγο αυτό η 

ανίχνευση ενσωματωμένων HPV γονιδιωμάτων μπορεί να αποτελέσει ένα κατάλληλο 

μοριακό δείκτη για την πρόγνωση της δυνατότητας μετατροπής προνεοπλαστικών 

τραχηλικών αλλοιώσεων σε διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της μήτρας.

Για τον σκοπό αυτό στην παρούσα εργασία ασχοληθήκαμε με τον προσδιορισμό της 

κατάστασης του γονιδιώματος του στελέχους HPV-16, το οποίο απαντάται με συχνότητα 

σχεδόν 50% σε περιπτώσεις καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. Η μελέτη έγινε σε 

συνολικά εννιά κλινικά δείγματα τραχηλικού επιχρίσματος, εκ των οποίων επτά 

προέρχονταν από υψηλού βαθμού ενδοεπιθηλιακής αλλοίωσης (CINII, CINIII) και δύο από 

χαμηλού βαθμού αλλοίωσης (CINI). Μελετήσαμε σε ένα πρώτο στάδιο την κατάσταση του 

γονιδίου Ε2, το οποίο όπως έχει αναφερθεί αποτελεί την συνηθέστερη θέση στην οποία ο 

HPV-16 υφίσταται ρήξη και ενσωματώνεται στο DNA του κυττάρου ξενιστή (Μ. Cricca et 

al 2009). Για τον λόγο αυτό, σχεδιάσαμε εκκινητικά μόρια με βάση την πρότυπη αλλλουχία 

του HPV-16, που είναι καταχωρημένη στην βάση δεδομένων. Συνολικά σχεδιάστηκαν έξι 

ζεύγη εκκινητικών μορίων δύο εκ των οποίων συμβάλουν στην ενίσχυση ολόκληρου του 

ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του Ε2 γονιδίου. Τα υπόλοιπα τέσσερα εσωτερικά 

αλληλεπικαλυπτόμενα ζεύγη εκκινητών συμβάλουν στην ενίσχυση των επιμέρους
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τμημάτων του Ε2 γονιδίου με βασικό στόχο να προσδιοριστεί η θέση ρήξης του 

γονιδιώματος του ιού.

Με βάση τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την ενίσχυση του Ε2 γενετικού 

τόπου παρατηρήθηκε, ότι στα δύο κλινικά δείγματα LG (Α17 και Α24) και σε ένα δείγμα 

HG (Α38) ενισχύθηκε ολόκληρη η αλληλουχία του Ε2 γονιδίου. Επομένως, μπορούμε να 

συμπεράνουμε ότι ο ιός βρίσκεται σε επισωμική μορφή. Αντιθέτως σε όλα τα υπόλοιπα 

δείγματα HG παρατηρήθηκε ότι ο ιός βρίσκεται ενσωματωμένος εντός του DNA του 

κυττάρου, καθώς ενισχύθηκαν μόνο συγκεκριμένα επιμέρους τμήματα του γονιδίου από 

τους εσωτερικούς εκκινητές δίνοντας ένα χαρακτηριστικό πρότυπο ενίσχυσης. Από τα 

δεδομένα αυτά συμπεράναμε ότι διαφορετικά στελέχη HPV-16 διαρρηγνύονται σε 

διαφορετικές θέσεις εντός της αλληλουχίας του Ε2 γονιδίου. Βάση της υπόθεσης αυτής, τα 

τμήματα του Ε2 γονιδίου που ενισχύθηκαν απο τις αντιδράσεις της PCR προφανώς 

προέρχονται από διαφορετικά ιικά στελέχη HPV-16. Το συμπέρασμα αυτό ενισχύθηκε με τα 

δεδομένα που προέκυψαν από παράλληλη εργασία σύμφωνα με την οποία δεν 

ταυτοποιήθηκαν μεταλλάξεις στις θέσεις υβριδισμού των εξωτερικών εκκινητικών μορίων, 

που ίσως να ανάστελλαν τις αντιδράσεις των PCR για την ενίσχυση ολόκληρου του 

γονιδίου.

Για να διερευνήσουμε περαιτέρω την μορφή του γονιδιώματος του ιού 

χρησιμοποιήσαμε την μέδοδο ΑΡΟΤ, την πλέον διαδεδομένη μέθοδο που χρησιμοποιείται 

για τον προσδιορισμού της μορφής του DNA του HPV-16. Η διαδικασία αυτή διαχωρίζει τα 

ιικά μετάγραφα που προέρχονται από διαφορετικές μορφές ιικών γονιδιωμάτων (επισωμικά 

η ενσωματωμένα). Η όλη μέθοδος βασίζεται στην ενίσχυση μεταγράφων του ιού, 

χρησιμοποιώντας έναν poly-A εκκινητή συνδεδεμένο με ένα μόριο “προσαρμοστή” (linker) 

για την πραγματοποίηση της αντίστροφης μεταγραφής. Επιπλέον για την ενίσχυση των 

μεταγράφων πραγματοποιήθηκε PCR χρησιμοποιώντας εκκινητές που υβριδίζονται σε 

αλληλουχία του Ε7 γονιδίου και της αλληλουχίας του “προσαρμοστή”.

Από τα αποτελέσματα αυτής της μεθόδου με βάση το μέγεθος της ζώνης ενίσχυσης 

παρατηρείται ότι ο ιός βρίσκεται σε ενσωματωμένη μορφή στις HG αλλοιώσεις. Τα 

αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με τα δεδομένα από την ενίσχυση του Ε2 γονιδίου. 

Αντιθέτως στις LG αλλοιώσεις παρατηρήσαμε ότι ο ιός βρίσκεται ταυτόχρονα σε επισωμική 

και ενσωματωμένη μορφή και ότι ο ιός φέρει ακέραιη την αλληλουχία του Ε2 γονιδίου. 

Επομένως η θέση ρήξης του ιού στα ενσωματωμένα στελέχη των δειγμάτων αυτών είναι 

πιθανόν να συμβαίνει εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου Ε1 καθώς όπως 

έχει αναφερθεί αποτελεί την δεύτερη πιο συχνή θέση ρήξης του γονιδιώματος του HPV-16.
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Για τον λόγο αυτό ένας μελλοντικός στόχος είναι η παράλληλη μελέτη του γονιδίου Ε1. 

Συμπεραίνουμε ότι για να προσδιορίσουμε με ακρίβεια την κατάσταση του γονιδιώματος 

του ιού είναι αναγκαία η μελέτη των γονιδίων Ε1 και Ε2 σε συνδυασμό με την μέθοδο 

ΑΡΟΤ.

Από τα δεδομένα αυτά συμπεραίνουμε ότι καθώς αυξάνεται ο βαθμός αλλοίωσης ο 

ιός βρίσκεται με μεγαλύτερη συχνότητα σε ενσωματωμένη κατάσταση, ενώ σε χαμηλού 

βαθμού δυσπλασίες ο ιός βρίσκεται ταυτόχρονα και στις δύο μορφές επισωμική και 

ενσωματωμένη. Παράλληλα παρατηρήσαμε ότι η ρήξη συμβαίνει σε τυχαίες περιοχές εντός 

του γονιδίου Ε2, ενώ η απόκλιση των αποτελεσμάτων μεταξύ της μελέτης του Ε2 γονιδίου 

και της μεθόδου ΑΡΟΤ σε κλινικά δείγματα χαμηλής αλλοίωσης, ίσως να οφείλεται λόγω 

ταυτόχρονης ρήξης του γονιδιώματος του HPV-16 εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης 

και άλλων γενωμικών περιοχών εκτός του γονιδίου Ε2 όπως το γονίδιο Ε1. Συμπεραίνουμε 

λοιπόν ότι η ενσωμάτωση αποτελεί ένα σημαντικό βήμα για την ανάπτυξη ενδοεπιθηλιακής 

αλλοίωσης. Επομένως μπορούμε να πούμε ότι ο προσδιορισμός της ενσωμάτωσης του 

στελέχους HPV-16 μπορεί να αποτελέσει ένα καλό μοριακό δείκτη για την εμφάνιση 

νεοπλασίας.

Τέλος μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον και ένας μελλοντικός στόχος είναι ο 

προσδιορισμός της περιοχής ενσωμάτωσης του ιού στο χρωμόσωμα του ξενιστή με στόχο 

να μελετηθεί ο ρόλος που μπορεί να παίζει η θέση αυτή στην ανάπτυξη ενδοεπιθηλιακών 

αλλοιώσεων και την εμφάνιση καρκίνου. Ο στόχος αυτός είναι δυνατόν να επιτευχθεί με 

την διαδικασία της ΑΡΟΤ. Τα μετάγραφα που προέρχονται από ενσωματωμένα ιικά 

γονιδιώματα φέρουν επιπλέον κυτταρικές αλληλουχίες. Η απομόνωση των προϊόντων της 

PCR και η αλληλούχηση μπορούν να μας δώσουν την κυτταρική αλληλουχία έτσι ώστε να 

προσδιορίσουμε με την βοήθεια προγραμμάτων βιοπληροφορικής την ακριβή περιοχή 

ένθεσης του ιού.
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