
0 
 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 
Πρόγραµµα Μεταπτυχιακών Σπουδών 

του Τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας 
«ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ-ΜΟΡΙΑΚΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗ, 

∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΟ ∆ΕΙΚΤΕΣ» 
 
 
 

∆ΗΜΗΤΡΑ ΠΑΠΑ∆ΟΠΟΥΛΟΥ  

ΒΙΟΛΟΓΟΣ 
 
 

∆ΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ 

 
ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ HPV 16 ΚΛΙΝΙΚΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΣΤΙΣ 

ΓΕΝΩΜΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ E6 ΚΑΙ Ε7. ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΣΤΙΣ ΑΝΩΤΕΡΩ 

ΓΕΝΩΜΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΣΥΝ∆ΕΟΝΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΣΟΒΑΡΟΤΗΤΑ ΤΩΝ 

ΑΛΛΟΙΩΣΕΩΝ; ΤΑ ΜΗ ΕΥΡΩΠΑΪΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΣΥΝ∆ΕΟΝΤΑΙ 

ΠΕΡΙΣΣΟΤΕΡΟ ΜΕ ΤΙΣ ΝΕΟΠΛΑΣΙΕΣ; 

 

 
 
 

ΕΠΙΒΛΕΠΩΝ ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ: ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ Π. ΜΑΡΚΟΥΛΑΤΟΣ 
 
 
 

ΛΑΡΙΣΑ  2010 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Φυλογενετική ανάλυση HPV 16 κλινικών στελεχών στις 

γενωµικές περιοχές E6 και E7. Μεταλλάξεις στις ανωτέρω 

γενωµικές περιοχές συνδέονται µε τη σοβαρότητα των 

αλλοιώσεων; Τα µη Ευρωπαїκά στελέχη συνδέονται 

περισσότερο µε τις νεοπλασίες; 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



2 
 

Η πτυχιακή αυτή εργασία πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο Μικροβιολογίας-

Ιολογίας του τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου 

Θεσσαλίας. 

 

 

Επιβλέπων Καθηγητής :   Μαρκουλάτος Παναγιώτης 

 

 

 

Τριµελής Επιτροπή 

 

  

Π. Μαρκουλάτος :  Καθηγητής Εφαρµοσµένης 

    Μικροβιολογίας µε έµφαση στη Βιοτεχνολογία 

    Τµήµατος Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας  

Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας 

 

 

Ζ. Μαµούρης :       Καθηγητής Γενετικής Ζωικών Πληθυσµών  
Τµήµατος Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας  

    Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας 

 

 

∆. Μόσιαλος :     Λέκτορας Βιοτεχνολογίας Μικροβίων 
Τµήµατος Βιοχηµείας & Βιοτεχνολογίας  

    Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας 

 

 

Κατάθεση Πτυχιακής εργασίας :      1-10-2010 
 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



3 
 

 

 

 

 

 

 

                                                                         Στη µνήµη της  

                                                                                               µητέρας µου 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



4 
 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή κ. Μαρκουλάτο για την 

ανάθεση της εργασίας αυτής, γιατί µου έδωσε την ευκαιρία να ασχοληθώ µε τη 

διερεύνηση του ιού HPV-16, ο οποίος ευθύνεται για την ογκογόνο εξαλλαγή 

των κυττάρων του τραχήλου της µήτρας. Τον ευχαριστώ επίσης για τη στήριξη 

και τη βοήθεια που µου παρείχε καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπόνησης της 

εργασίας αυτής, αλλά και για την επίβλεψη της συγγραφής της. 

Επιπλέον, θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες µου στον Καθηγητή κ. 

Ζήση Μαµούρη και στον Λέκτορα κ. Μόσιαλο ∆ηµήτριο, ως µέλη της τριµελούς 

Συµβουλευτικής Επιτροπής για τις παραινέσεις και τη βοήθεια που µου 

παρείχαν κατά τη διάρκεια της εκπόνησης της εργασίας. 

Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω τον  υποψήφιο διδάκτορα κ.∆ηµήτριο 

Τσακογιάννη για την ουσιαστική βοήθεια που µου παρείχε στο εργαστηριακό 

τµήµα της εργασίας, αλλά και στην εξαγωγή των αποτελεσµάτων και 

συµπερασµάτων της µελέτης. 

Τέλος, ευχαριστώ θερµά τη φίλη ιατρό-µικροβιολόγο κ. Καλή Μακέδου 

για την υποστήριξή της στην επιµέλεια του κειµένου και για το ενδιαφέρον και 

την συµπαράσταση που µου έδειξε κατά την συγγραφή της µελέτης. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



5 
 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 
 
1. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ PAPILLOMA ΙΩΝ HPV ..................................... 7 

1.1. Γενικά χαρακτηριστικά ........................................................................................ 7 

1.2. Παράγοντες κινδύνου για την HPV λοίµωξη........................................................ 8 

1.3. Μετάδοση του ιού HPV ....................................................................................... 9 

1.4. Ταξινόµιση των ιών Papilloma ............................................................................ 9 

1.5. ∆οµή ανθρώπινων ιών Papilloma (HPV) .......................................................... 12 

1.5.1. Καψίδιο ......................................................................................................... 12 

1.5.2. Γονιδίωµα ...................................................................................................... 13 

1.5.2.1. Πρωτεϊνη Ε1 ............................................................................................... 14 

1.5.2.2.  Πρωτεϊνη Ε2 .............................................................................................. 15 

1.5.2.3. Πρωτεϊνη Ε4 ............................................................................................... 15 

1.5.2.4 Πρωτεΐνη Ε5 ................................................................................................ 16 

1.5.2.5 Πρωτεΐνες  Ε6 και Ε7 ................................................................................... 17 

            ∆οµή και δράση της ογκοπρωτεΐνης Ε6 ....................................................... 18 

            ∆οµή και δράση της ογκοπρωτεΐνης Ε7 ....................................................... 19 

1.5.2.6 LCR (Long Control Region) ......................................................................... 21 

1.6. ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ HPV ............................................................................ 23 

1.6.1. Είσοδος του ιού στο κύτταρο ..................................................................... 23 

1.6.2. Ενσωµάτωση του ιού ................................................................................ 24 

1.6.3. Αντιγραφή του ιικού γενώµατος ..................................................................... 25 

1.6.4. Μεταγραφή του ιικού γενώµατος ................................................................... 26 

1.6.5. ∆ηµιουργία ιοσωµατίου ................................................................................. 26 

2. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ ΤΟΥ HPV .............................................................. 28 

2.1. Test Παπανικολάου (test pap) .......................................................................... 28 

2.2. Μέθοδοι για τη διάγνωση του Ιού ..................................................................... 28 

2.2.1.  Μέθοδοι ενίσχυσης του σήµατος .................................................................. 28 

        α) Μέθοδος υγρής φάσης ( Hybrid Capture 2, HC2) ........................................ 28 

2.2.2. Μέθοδοι ενίσχυσης στόχου ............................................................................ 29 

2.2.2.1. Μικροσυστοιχίες ......................................................................................... 29 

2.2.2.2. PCR µε χρήση εκκινητών συναίνεσης ( conseusus primers) ....................... 29 

2.2.2.3. Τυπο-ειδική PCR ........................................................................................ 29 

2.2.2.4. Real Time PCR .......................................................................................... 29 

2.2.2.5. Ενίσχυση του mRNA του ιού ...................................................................... 30 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



6 
 

2.2.2.6. Nested PCR ............................................................................................... 30 

3. ΠΡΟΛΗΨΗ-ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ .............................................................................. 31 

4. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ ......................................................................................... 32 

4.1. Κλινικά δείγµατα ............................................................................................... 32 

4.2. Αποµόνωση  DNA από δείγµατα σε ThinPrep .................................................. 32 

4.3. Αποµόνωση DNA από κλινικά δείγµατα τραχηλικού επιχρίσµατος σε πλακάκι . 33 

4.4. Εκκινητές (primers) ........................................................................................... 34 

4.5. PCR (Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης) ..................................................... 35 

4.5.1. Ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης ..................................................... 35 

4.5.2. PCR  µε εκκινητικά µόρια 24-1071 και 21-934 ............................................... 36 

4.5.3. Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της PCR 
(Sequencing) ........................................................................................................... 37 

4.5.4. Μελέτη της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ........................................................ 37 

4.5.5. PCR  µε τους εκκινητές  41-757 ..................................................................... 38 

4.5.6. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR ..................................................... 38 

4.6. Κλωνοποίηση ................................................................................................... 39 

4.6.1. Αυtonested GoTaq Flexi PCR ....................................................................... 39 

4.6.2. Μοριακή κλωνοποίηση προϊόντων της Autonested GoTaq PCR ................... 40 

4.7. Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της PCR (Sequencing)
 ................................................................................................................................ 43 

5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ............................................................................................... 44 

5.1. Ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης ........................................................ 44 

5.2. PCR µε εκκινητές που σχεδιάστηκαν στην παρούσα εργασία ........................... 44 

5.3. Αποτελέσµατα από την ανάλυση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών ................. 45 

6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ......................................................................................................... 49 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ ....................................................................................................... 53 

 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



7 
 

  

1. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ PAPILLOMA ΙΩΝ HPV 
 

1.1. Γενικά χαρακτηριστικά  

Οι ιοί των θηλωµάτων αποτελούν µια οµάδα DNA ιών, που προκαλούν 

θηλώµατα στα ανώτερα θηλαστικά και στον άνθρωπο. Η ονοµασία των 

Papilloma ιών προέρχεται από την λατινική λέξη papilla: θήλυ ή φλύκταινα και 

την ελληνική κατάληξη oma που σηµαίνει όγκος. Οι ιοί αυτοί συγκροτούν µια 

ετερογενή οµάδα, την Papillomaviridae όπου ανήκει και ο HPV (human 

Papilloma virus) (Zur Hausen. H., 1996). 

Οι ιοί του ανθρώπινου θηλώµατος (HPV), διακρίνονται σε αυτούς που 

προσβάλλουν το δέρµα και προκαλούν δερµατικές βλάβες και σε αυτούς που 

προσβάλλουν τους βλεννογόνους και προκαλούν κονδυλώµατα (Howley 

P.M., Lowy D.R., 2001). Η οικογένεια των HPV περιλαµβάνει πάνω από 100 

τύπους, 35-40 από τους οποίους έχουν ιδιαίτερο τροπισµό στο επιθήλιο του 

γενετικού βλεννογόνου. Από αυτούς, οι HPV 6, 11 ευθύνονται για το 90% των 

γενετικών κονδυλωµάτων (Shew M.L., Fortenberg J.D., 2005). Η δράση του 

ιού ως αίτιο για τα κονδυλώµατα, είναι γνωστή από το 1923, από τον 

ερευνητή Ullman ο οποίος έκανε ένεση του ιού στο αντιβραχίο του. Η 

ογκογόνος δράση του ιού HPV στον τράχηλο της µήτρας είναι γνωστή από τη 

δεκαετία του ΄70. 

Μόλις το 1983, ανιχνεύθηκε ο ιός στα θηλώµατα του λάρυγγα, ενώ τα 

επόµενα χρόνια έγινε ανίχνευση του ιού σε καρκινώµατα κεφαλής και 

τραχήλου. Στη δεκαετία του ΄90 άρχισε να διατυπώνεται η άποψη για την 

εµπλοκή των ογκογόνων τύπων 16 και 18 στην καρκινογένεση στην περιοχή 

κεφαλής και τραχήλου. 

Τα ογκογόνα στελέχη HPV 16 και 18 ευθύνονται για το 71,5% του 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. Άλλοι ογκογόνοι τύποι, όπως οι HPV 31, 

33, 35, 45, 52, 56 ενοχοποιούνται για το υπόλοιπο 28,5% του καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας.  

Ανάµεσα στους HPV διακρίνονται οι δερµατικοί και εκείνοι που 

προσβάλουν το επιθήλιο του βλεννογόνου. Οι τελευταίοι κατηγοριοποιούνται 

σε τρεις οµάδες (Πίνακας 1). Επιδηµιολογικές µελέτες, έχουν δείξει ότι µια 
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οµάδα ιών του βλεννογόνου, έχει ογκογενετικό δυναµικό και είναι σηµαντικοί 

αιτιολογικοί παράγοντες στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και  για το 

λόγο αυτό ονοµάζονται υψηλού κινδύνου (high-risk HPV, hrHPV). Στο 

φυλογενετικό δένδρο των διαφορετικών τύπων  οι hr HPV΄s, βρίσκονται στις 

οµάδες Α5, Α6, Α7, Α9, Α1. Το DNA των hrHPVs ανιχνεύεται σε σχεδόν όλες 

τις περιπτώσεις καρκίνου του τραχήλου (>99,7%) (Doorbar J. 2006). Στη 

οµάδα ενδιάµεσης επικινδυνότητας (Middle risk, Mr HPV) ανήκουν τύποι HPV 

που βρίσκονται σε δυσπλασίες. Τέλος, στην οµάδα χαµηλής επικινδυνότητας, 

ή µη ογκογόνοι HPV΄s ανήκουν οι τύποι εκείνοι που προκαλούν τα 

κονδυλώµατα (Moliju A, et al,  2005; Βrink A.A., et al, 2007). 

 

Πίνακας 1: Οµάδες επικινδυνότητας των HPV 

  

1.2. Παράγοντες κινδύνου για την HPV λοίµωξη 

Είναι γνωστό ότι πριν την εµφάνιση του καρκίνου του τραχήλου, 

προηγείται µια µακρά περίοδος µε κυτταρολογικές και ιστολογικές αλλοιώσεις. 

Από αυτές όµως, δεν µπορούν να διακριθούν οι περιπτώσεις που θα 

υποχωρήσουν αυτόµατα ή θα εξελιχθούν σε διηθητική νόσο.  

∆εν υπάρχουν µελέτες στις οποίες να διαχωρίζονται οι παράγοντες 

κινδύνου για εµµένουσα λοίµωξη από τον ιό από τους παράγοντες εκείνους 

που συµβάλλουν στην εξαλλαγή σε νεοπλασία. Πάντως φαίνεται ότι η 

ΟΜΑ∆Α ΕΠΙΚΙΝ∆ΥΝΟΤΗΤΑΣ ΤΥΠΟΣ HPV 

Υψηλού κινδύνου (High risk) 

 

HPV-16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,55,56,58, 

59,68,73,82,83 

Ενδιάµεσου κινδύνου (middle risk) 

 

HPV-26,53,66 

 

Χαµηλού κινδύνου (Low risk) HPV-6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81 
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εµµένουσα λοίµωξη που προκαλεί ο ιός συνοδεύεται από εξαλλαγή σε 

νεοπλασία. (Hopman AH,  2004) 

1.3. Μετάδοση του ιού HPV 

Η µετάδοση του ιού στο δέρµα και τους βλεννογόνους, γίνεται µέσω 

σεξουαλικής επαφής, αυτοενοφλαλµισµού, µολυσµένων αντικειµένων ή απλής 

επαφής. Έχει επίσης περιγραφεί η κάθετη µετάδοση του ιού σε βρέφη από τη 

µητέρα τους κατά τον τοκετό.  

Στους παράγοντες που σχετίζονται µε τη µετάδοση του HPV στον 

τράχηλο της µήτρας, περιλαµβάνονται ο αριθµός των σεξουαλικών 

συντρόφων, η παρουσία γεννητικών θηλωµάτων στους συντρόφους καθώς 

και το ιστορικό σεξουαλικής µεταδιδόµενης νόσου στο παρελθόν. 

 

1.4. Ταξινόµιση των ιών Papilloma 

Οι ιοί των θηλωµάτων (Papillomaviruses) αρχικά είχαν ταξινοµηθεί µαζί 

µε τους  polyoma ιούς και τον ιό SV40 στην οικογένεια των papovaviridae. H 

ταξινόµηση βασίστηκε στις δοµικές οµοιότητες του καψιδίου και του 

γενώµατος (παρόµοιο δίκλωνο κυκλικό µόριο DNA) των ιών.  

Αργότερα, διαπιστώθηκε ότι οι δυο αυτές οµάδες έχουν διαφορετικά 

µεγέθη και διαφορετική οργάνωση του γονιδιώµατος και µικρές οµοιότητες 

στις αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων και των αµινοξέων τους (Dertant and Self 

1984). Με βάση τα ευρήµατα αυτά, η ∆ιεθνής Επιτροπή Ταξινόµησης Ιών 

(ICTV), ταξινόµησε τους παραπάνω ιούς σε διαφορετικές οικογένειες: στην 

οικογένεια των Papillomaviridae, η οποία περιλαµβάνει όλους τους ιούς των 

θηλωµάτων (papillomaviruses) και στην οικογένεια των polyomaviridae που 

περιλαµβάνει τους ιούς polyoma (polyomaviruses) (de Villiers E.M. et al., 

2004). 

Έτσι από την δεκαετία του 1990 έχουν γίνει προσπάθειες ταξινόµησης 

των ιών Papilloma (PV) µε την βοήθεια αλγορίθµων που συγκρίνουν την 

νουκλεοτιδική αλληλουχία τους. Από την σύγκριση ολόκληρων γενωµάτων, 

γονιδίων ή τµηµάτων των PV, έγινε φανερό ότι προκύπτουν πολύ όµοια 

φυλογενετικά δέντρα  (de Villiers 2004). Επειδή, όµως, αυτού του είδους 

φυλογενετικά δέντρα θεωρήθηκαν ασαφή, αφού δεν οµαδοποιούσαν τύπους 
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Papilloma µε παρόµοιες βιολογικές και παθολογικές ιδιότητες, η ICTV όρισε 

να χρησιµοποιείται η λέξη ¨γένος¨ για την περιγραφή Papilloma µε υψηλή 

συγγένεια καθώς και ελληνικά γράµµατα για την ονοµασία αυτών των γενών. 

Έτσι οι PVs κατηγοριοποιούνται σε 12 γένη. Η ταξινόµηση γίνεται βάσει του 

ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης (ORF) της L1 καψιδιακής πρωτεϊνης, οπότε 

όλα τα µέλη έχουν 60% οµοιότητα στο L1. Τα δυο κύρια γένη HPV είναι τα 

Alpha και Beta PVs στα οποία ανήκουν περίπου το 90% των µέχρι στιγµής 

χαρακτηρισµένων HPV (Πίνακας 2). 

Από τα 12 γένη, τα γένη Alpha, Beta, Gamma, Mu, Nu-Papilloma, είναι 

PVs του ανθρώπου, ενώ τα υπόλοιπα 7 γένη είναι PVs των ζώων (Σχήµα 1). 

Έτσι, ανάµεσα στο γένος διακρίνονται τύποι (types), υπότυποι (subtypes) και 

παραλλαγές (variants), ανάλογα µε το ποσοστό οµοιότητας της καψιδιακής 

πρωτεϊνης L1. Εάν η νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδίου L1 διαφέρει από 

άλλα τουλάχιστον 10%, έχουµε διαχωρισµό σε τύπους, εάν διαφέρει από 2-

10% σε υπότυπους και εάν διαφέρει λιγότερο από 2% σε variants (de Villiers  

E. M. et al,  2004). 

 
Σχήµα 1: Φυλογενετικό δένδρο µε τους 118 ιούς Papilloma (de Villiers et al, 2004) 
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1.4.1. Alpha Papillomavirus 

Το γένος Alpha-Papilloma, είναι το µεγαλύτερο αριθµητικά γένος και 

περιλαµβάνει τους Papilloma ιούς που προσβάλλουν το επιθήλιο του 

βλεννογόνου και το επιθήλιο του δέρµατος, όπως ο HPV2 ο οποίος προκαλεί 

µυρµηκίες, που σπάνια σχετίζονται µε καρκίνο.  

Περισσότεροι από 30 τύποι, προσβάλλουν το επιθήλιο του τραχήλου της 

µήτρας και κάποιοι από αυτούς σχετίζονται µε αλλοιώσεις που εξελίσσονται 

σε καρκίνο. Τέτοιοι τύποι, είναι αυτοί που χαρακτηρίζονται ως υψηλού 

κινδύνου µε τον HPV16, να αποτελεί τον πιο συχνό HPV υψηλού κινδύνου 

στο γενικό πληθυσµό και αιτία του 50% περίπου, των περιπτώσεων καρκίνου 

το τραχήλου της µήτρας. 

Οι υπόλοιποι τύποι Alpha-Papilloma viruses, κατηγοριοποιούνται ως 

ενδιάµεσου ή χαµηλού τύπου επικινδυνότητας, ανάλογα µε τη συχνότητα που 

προκαλούν καρκινικές αλλοιώσεις.  

Οι χαµηλής επικινδυνότητας HPV, όπως ο HPV11, σχετίζονται σπάνια µε 

τον καρκίνο του τραχήλου. Όµως, µπορούν να προκαλέσουν θηλώµατα του 

γεννητικού συστήµατος, που αποτελούν ένα σεξουαλικώς µεταδιδόµενο 

νόσηµα, το οποίο αφορά το 1-2% των νεαρών ενήλικων (Doorbar et al., 

2006). 

 

1.4.2. Beta Papillomavirus 

Οι Beta-Papillomavirus, τυπικά προσβάλλουν το δέρµα, αλλά χωρίς να 

προκαλούν αλλοιώσεις. Ωστόσο σε ανοσοκατασταλµένους ασθενείς αλλά και 

σε άτοµα που πάσχουν από µυρµηκιοειδή επιδερµοδυσπλασία (ΕΒ), 

µπορούν να προκαλέσουν µη µελανωµατικό καρκίνο του δέρµατος (Pfister 

2003).  

 

1.4.3. Gamma, Mu, Nu-Papillomavirus 

Στα τρία αυτά γένη περιέχονται τα υπόλοιπα στελέχη HPV, που 

προκαλούν δερµατικά θηλώµατα, τα οποία δεν εξελίσσονται σε καρκίνο 

(Doorbar et al., 2006).  
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Πίνακας 2: Γένη και στελέχη του HPV 

Γένος Στέλεχος 

Beta Papillomavirus HPV- 2, 5, 8, 107 

Gamma Papillomavirus HPV- 101, 103 

Mu Papillomavirus HPV- 1, 63 

Nu Papillomavirus HPV- 41 

 

1.5. ∆οµή ανθρώπινων ιών Papilloma (HPV) 

1.5.1. Καψίδιο 
Οι ιοί Papilloma, είναι DNA ιοί µε διάµετρο 55-60 nm,  έχουν σφαιρικό 

σχήµα χωρίς εξωτερικό περίβληµα. Η εξωτερική τους επιφάνειά αποτελείται 

από το καψίδιο, που συγκροτείται από πρωτεΐνες. Στις πρωτεΐνες του 

καψιδίου L (Late), ή όψιµες πρωτεΐνες, εντάσσονται οι δοµικές πρωτεΐνες του 

ιού ( L1 και L2), οι οποίες συµµετέχουν στη δηµιουργία του σωµατιδίου του 

ιού (Garnett, P.J.,et al 2006 ). 

Το καψίδιο αποτελείται από 72 πενταµερή, σχηµατίζοντας ένα ιικό κοχύλι 

µε συµµετρία Τ=7 (όπου το Τ είναι ο αριθµός που εξηγεί την εικοσαεδρική 

συµµετρία των καψιδίων) (Kirnbauer et al.,  1992) (Σχήµα 2). 

 
Σχήµα 2: Εικοσαεδρική συµµετρία του καψιδίου του HPV 16. 

 

Η πρωτεϊνη L1 είναι η κύρια πρωτεϊνη του καψιδίου και βρίσκεται σε 

µεγάλο ποσοστό στους περισσότερους τύπους του ιού, έχει M.B 55kD και 

συνιστά το 80% της συνολικής ιϊκής πρωτεϊνης. Η πρωτεΐνη αυτή συµβάλλει 
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στην αναγνώριση των ιικών σωµατιδίων από το ανοσολογικό σύστηµα του 

προσβεβληµένου ατόµου. Εσωτερικά της L1, είναι τοποθετηµένη η L2 

πρωτεΐνη,  η οποία συµµετέχει σε µικρότερο ποσοστό στη δηµιουργία του 

καψιδίου και έχει M.B 70 KD (Εικόνα 2). Κύριος ρόλος της L2 είναι το 

«πακετάρισµα» του ιικού γενώµατος στα νεοσυντεθέµενα ιικά σωµάτια σε 

συνεργασία µε την πρωτεΐνη Ε2. Οι δύο πρωτεΐνες συντίθενται στο 

κυτταρόπλασµα του ξενιστή και, στη συνέχεια, µεταφέρονται στον πυρήνα 

όπου συµµετέχουν στη συγκρότηση του ιικού σωµατιδίου.  

 

1.5.2. Γονιδίωµα 

Το γονιδίωµα των HPV αποτελείται από δίκλωνο DNA µεγέθους 8000 bp 

το οποίο αντιγράφεται ως ένα εξωχρωµοσωµικό πλασµίδιο στον πυρήνα των 

µολυσµένων κερατινοκυττάρων του ξενιστή (William Harvey,  1976). 

Τα ιικά γενώµατα έχουν 8 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs), τα οποία 

εκφράζονται από πολυκυστρονικά mRNA, που µεταγράφονται από την ίδια 

αλυσίδα DNA. Τα ORFs, διακρίνονται σε πρώιµες Ε (early), όψιµες περιοχές 

(late) καθώς και στη ρυθµιστική περιοχή LCR  (Long Control Region). Οι 

πρώιµες περιοχές κωδικοποιούν τις ρυθµιστικές πρωτεΐνες Ε1, Ε2, Ε3, Ε4, 

Ε5, Ε6 και Ε7. Οι όψιµες περιοχές κωδικοποιούν τις L1 και L2 πρωτεΐνες, που 

σχηµατίζουν το ιικό καψίδιο. Τέλος, η ρυθµιστική περιοχή LCR του 

γενώµατος, η οποία ονοµάζεται και URR (upstream regulatory region), έχει 

µέγεθος 850 bp και δεν περιέχει ORFs στην αλληλουχία της. Η περιοχή αυτή 

εντοπίζεται  µεταξύ του τέλους του γονιδίου L1 και της αρχής του γονιδίου Ε6 

(Demeret et al., 1995) (Σχήµα 3). 
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Σχήµα 3: Ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs) του HPV-16 
 

1.5.2.1. Πρωτεϊνη Ε1 
Η πρωτεΐνη Ε1 (Σχήµα 4) είναι µια ελικάση (πρωτεΐνη που συµβάλλει στο 

άνοιγµα της έλικας του DNA), µεγέθους περίπου 70-80kD , η οποία 

προσδένεται ειδικά στην περιοχή έναρξης αντιγραφής του ιικού DNA (origin of 

replication) (Ustav and Stelund, 1991), και «προσελκύει» κυτταρικά ένζυµα 

και παράγοντες αντιγραφής DNA για να πραγµατοποιηθεί ο αναδιπλασιασµός 

του ιικού DNA. 

Η Ε1 έχει µικρή συγγένεια µε την περιοχή έναρξης αντιγραφής του ιικού 

DNA και η πρόσβασή της στην περιοχή αυτή, υποβοηθείται από την Ε2 µε 

την οποία σχηµατίζει σύµπλοκο Ε1-Ε2 και έτσι προσδένεται µε υψηλή 

συγγένεια στην περιοχή έναρξης της αντιγραφής.  

 

 

 
Σχήµα 4: Σχηµατική απεικόνιση της περιοχής της πρωτεΐνης Ε1. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/05/2024 23:57:51 EEST - 52.15.218.133



15 
 

 

1.5.2.2.  Πρωτεϊνη Ε2 

Η πρωτεΐνη Ε2 (Σχήµα 5) έχει µέγεθος περίπου 50 kDa και είναι διµερής. 

Έχει ως στόχο την αναγνώριση από το µεταγραφικό σύστηµα του ξενιστή της 

θέσης έναρξης των Ε πρωτεϊνών του ιού, δηλαδή την αναγνώριση του 

σηµείου ori (αφετηρία αντιγραφής) που συνορεύει µε τα γονίδια του 

πρωτεϊνικού διδύµου Ε6 και Ε7 που είναι κυρίως υπεύθυνα για την ογκογόνο 

δράση του ιού (Deug W, et al, 2004). Σε χαµηλές συγκεντρώσεις, η Ε2 

συνδέεται σε αποµακρυσµένες από τον εκκινητή του Ε6 γονιδίου περιοχές, 

γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα την σύνδεση κυτταρικών µεταγραφικών 

παραγόντων (Sp1, TFIID) και την έκφραση των Ε6 και Ε7 γονιδίων. Αντίθετα, 

σε υψηλές συγκεντρώσεις η Ε2 δρα ως καταστολέας της µεταγραφής καθώς 

προσδένεται σε Ε2BSs, οι οποίες επικαλύπτουν τις θέσεις πρόσδεσης του 

Sp1 και του TFIID (Demeret C. et al., 1997, Dostathi N. et al., 1991). Έτσι, 

παρεµποδίζεται η σύνδεση των παραπάνω µεταγραφικών παραγόντων και, 

συνεπώς, καταστέλλεται η µεταγραφή.  

Αξίζει να σηµειωθεί ότι η εµφάνιση του καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας σχετίζεται µε την απενεργοποίηση του γονιδίου Ε2 κατά την 

ενσωµάτωση του ιϊκου γενώµατος στο κυτταρικό.  

 

 
Σχήµα 5: Σχηµατική απεικόνιση της περιοχής της πρωτεΐνης Ε2 

 

1.5.2.3. Πρωτεϊνη 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 

ORF της Ε4 εκφράζεται µαζί µε τα πέντε πρώτα αµινοξέα της Ε1, αφού από 

την Ε4 απουσιάζει το κωδικόνιο AUG, σχηµατίζοντας την σύνθετη πρωτεΐνη 
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Ε1ˆΕ4 (Howley P.M. et al., 1996). Η πρωτεΐνη Ε1ˆΕ4 του HPV-16 µπορεί να 

διαχωριστεί σε τρεις λειτουργικές περιοχές: ένα αµινοτελικό άκρο πλούσιο σε 

λευκίνη, µια κεντρική περιοχή πλούσια σε προλίνη και µια καρβοξυτελική 

περιοχή.  Η σύνθετη αυτή πρωτεΐνη εκφράζεται σε όλους τους ιούς Papilloma 

στην όψιµη φάση του κύκλου της ζωής τους και φαίνεται ότι αλληλεπιδρά µε 

τον κυτταροσκελετό των διαφοροποιηµένων κερατινοκυττάρων, επάγοντας 

την καταστροφή του δικτύου. Έτσι, συµβάλλει στην απελευθέρωση των 

νεοσχηµατιζόµενων ιικών σωµατίων. Στους HPV-16 και 11 η κοινή έκφραση 

της Ε4 µε την Ε1 έχει ως στόχο το σταµάτηµα του κύκλου στη φάση G2 πριν 

τη µίτωση µε αποτέλεσµα τη συσσώρευση των ογκοπρωτεϊνών Ε6/Ε7 ( 

Wilson R, et al, 2007; Kim S.W. and Yang J.S., 2006)   

Συνεπώς, η E4 φαίνεται ότι είναι απαραίτητη για τον πολλαπλασιασµό 

του ιικού γενώµατος, επηρεάζοντας τη διαδικασία κυτταρικής διαίρεσης. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι µια από τις δράσεις της Ε4 είναι η αναστολή της 

ανάπτυξης µέσω της δέσµευσης της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης P53 

(Massimi P. et al, 1999).  

 

1.5.2.4 Πρωτεΐνη Ε5 

Είναι µια µικρή υδρόφοβη πρωτεϊνη, που αποτελείται από 83 αµινοξέα 

και  εντοπίζεται στις ενδοσωµικές µεµβράνες και στα συστήµατα Golgi και 

περιστασιακά σε κυτταρικές µεµβράνες. 

H πρωτεΐνη E5 εκφράζεται τόσο στο όψιµο όσο και στο πρώιµο στάδιο 

της ζωής του HPV. Κύριος ρόλος της είναι η αποσταθεροποίηση της 

λειτουργίας πολλών µεµβρανικών πρωτεϊνών του µολυσµένου κυττάρου. 

Πιθανολογείται ότι η Ε5 δρα µέσω σύνδεσης µε τον υποδοχέα του 

επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGF receptor), αφού όταν έχουµε 

υπερέκφραση της HPV Ε5 αυξάνεται η φωσφορυλίωση  του υποδοχέα του 

EGF µε συνέπεια να αναστέλλεται η αποδόµησή του (Straight et al., 1993). Τα 

αποτελέσµατα πρόσφατης µελέτης δείχνουν ότι η Ε5 πιθανόν 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). 
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Τέλος, εικάζεται ότι η Ε5 συµµετέχει στην αρχή της διαδικασίας 

καρκινογένεσης και όχι στην πρόοδο της νόσου ( Kim SW, Yang JS, 2006).  

1.5.2.5 Πρωτεΐνες  Ε6 και Ε7  

Είναι οι κύριες ογκοπρωτεΐνες του ιού. Εκφράζονται ως ένα ενιαίο 

µεταγραφικό προϊόν και προκαλούν πολλαπλές διαταραχές στο βιολογικό 

κύκλο του ξενιστή (Σχήµα 6). Τα γονίδια των ογκοπρωτεϊνών, βρίσκονται σε 

συνεχόµενες θέσεις στο γονιδίωµα. Στοιχεία συνηγορούν στο ότι οι δύο 

πρωτεΐνες δρουν µε συµπληρωµατικό τρόπο. Ωστόσο, το κυριότερο τους 

κοινό χαρακτηριστικό είναι ότι φέρουν περιοχές που τις καθιστούν ικανές να 

συνδέονται µε το DNA αλλά και να σχηµατίζουν σύµπλοκα µε άλλες 

πρωτεΐνες του ξενιστή που συνδέονται µε το DNA (µεταγραφικοί παράγοντες).  

Η δοµή η οποία επιτρέπει στις πρωτεΐνες αυτές, να συνδέονται µε το 

DNA, είναι οι περιοχές, γνωστές και ως δάκτυλοι ψευδαργύρου (zinc finger) 

(Garnett, PJ Duerksen-Hughes 2006, Mclutyr MG, 1993 ) 

Οι δάκτυλοι ψευδαργύρου, µπορούν να αναγνωρίσουν περιοχές του DNA 

που  συχνά προηγούνται της θέση έναρξης µεταγραφής, όπου συνδέεται η 

RNA πολυµεράση. Με την ιδιότητά τους αυτή, οι πρωτεΐνες µε δακτύλους 

ψευδαργύρου, µπορούν να επηρεάσουν τη δηµιουργία “µεταγραφικού 

συµπλόκου” τη δέσµευση της RNA πολυµεράσης και συνεπώς την έκφραση 

γονιδίων.  

 
Σχήµα 6: Συµβολή πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 στην πρόκληση καρκίνου τραχήλου της 

µήτρας. 
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∆οµή και δράση της ογκοπρωτεΐνης Ε6 

Η Ε6 είναι µια µικρή πρωτεΐνη 150 αµινοξέων µε µοριακό βάρος 19kD 

που διαθέτει 2 περιοχές δακτύλων ψευδαργύρου και έτσι µπορεί να 

αναγνωρίσει περιοχές του DNA (Σχήµα 7) (Ishiji T., 2000 και Garnett TJ and 

Duerksen-Hughes PJ 2006). Εντοπίζεται στον πυρήνα των µολυσµένων 

κυττάρων και παίζει σηµαντικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις του ιού µε το 

κύτταρο ξενιστή. Είναι πρωτεΐνη πολύ σηµαντική για τον αναπαραγωγικό 

κύκλο του ιού και έχει ενοχοποιηθεί ότι συµβάλλει στην σταθερή διατήρηση 

του DNA του ιού στα κερατινοκύτταρα. 

 
Σχήµα 7: Η πρωτεΐνη Ε6 του HPV 16 

 

Ο µηχανισµός µε τον οποίο η Ε6 επιδρά στο κύτταρο και συµβάλλει στην 

ογκογένεση, είναι η δηµιουργία συµπλόκου µε την ογκοκατασταλτική 

πρωτεΐνη p53, µε αποτέλεσµα να προσδίδεται αθανασία σε µερικά είδη 

επιθηλιακών κυττάρων (Fau X, Chen JI, 2004 και Fau X, et al, 2005). Το 

σύµπλοκο Ε6-p53 “σηµαίνεται” µε ένα µόριο ουβικιτίνης, µε αποτέλεσµα να 

οδηγείται στο πρωτεάσωµα και να αποδοµείται, δηλαδή να διασπάται σε 

πεπτίδια. Η καταστροφή της p53, έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή των 

µηχανισµών στους οποίους συµµετέχει η p53, µε πολλά ανεπιθύµητα 

αποτελέσµατα (Σχήµα 8) (Fau X et al, 2005) όπως:  

α. Απώλεια ελέγχου πριν την έναρξη της φάσης S (διπλασιασµός DNA). 

Συγκεκριµένα, η “καθυστέρηση” πριν την είσοδο στη φάση S του κυτταρικού 

κύκλου επιτρέπει την διόρθωση τυχών λαθών που προκύπτουν από 

µεταλλαξιγόνους παράγοντες ( Fau X et al, 2005)  

β. Απώλεια ελέγχου του µηχανισµού απόπτωσης µε αποτέλεσµα να 

επιβιώνουν κύτταρα µε ατυπίες (Veldman T et al, 2001) . 
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Σχήµα 8: Αναστολή της δράσης της πρωτεΐνης p53 από την πρωτεΐνη Ε6 

 

Υπάρχουν ωστόσο και άλλοι µηχανισµοί µέσω των οποίων η 

ογκοπρωτεϊνη Ε6 των HPV υψηλού κινδύνου, καθιστά  τα κύτταρα αθάνατα. 

Ένας τέτοιος µηχανισµός είναι η ενεργοποίηση της έκφρασης της 

τελοµεράσης. Η τελοµεράση είναι ένα ριβονουκλεϊκο-πρωτεϊνικό σύµπλεγµα, 

το οποίο αποτελείται τουλάχιστον από την ανάστροφη καταλυτική 

τρανσκριπτάση (hTERT) και από ένα RNA συστατικό (hTR). H πρωτεΐνη Ε6 

προάγει την υπερέκφραση της υποµονάδας hTERT της τελοµεράσης µε 

αποτέλεσµα το ένζυµο να δρα ασταµάτητα και να αποτρέπεται η γήρανση των 

προσβεβληµένων από τον HPV-16 κυττάρων (Nguyen ML, Kraft RM, 2007 

και Veldman T et al, 2001)  

Τέλος, η πρωτεΐνη Ε6 των hrHPV  συµβάλλει στην ογκογένεση και µέσω 

αλληλεπίδρασης µε τις πρωτεΐνες που περιέχουν την περιοχή PDZ, όπως οι 

DLG, MAGI, MUPPI, PSD95 και hScribb. Η προκαλούµενη από την Ε6 

αποδόµηση αυτών των πρωτεϊνών έχει ως αποτέλεσµα την απώλεια της 

συνοχής µεταξύ των κυττάρων και τη διαταραχή της δράσης των G-

πρωτεϊνών (Narisawa – Saito M, 2007). 

 

∆οµή και δράση της ογκοπρωτεΐνης Ε7 
Η πρωτεΐνη Ε7 των HPV είναι µια µικρή πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη 

(Σχήµα 9). Η κύρια δράση της Ε7 των ιών υψηλού κινδύνου (hr HPV) ασκείται 

µέσω της πρωτεΐνης Rb (πρωτεϊνη ρετινοβλαστώµατος, pRb). H E7 xωρίζεται 
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σε τρεις περιοχές: την CR1, η οποία βρίσκεται στο Ν-τελικό άκρο και περιέχει 

τα κατάλοιπα 1-20, την CR2 που περιέχει ένα µοτίβο LXCXE στο οποίο 

προσδένεται η Rb πρωτεΐνη (Dyson N. et al., 1989). Η pRb παίζει σηµαντικό 

ρόλο στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, αφού αναστέλλει την είσοδο του 

κυττάρου στη φάση G1 και την µετάβαση στη φάση αναδιπλασιασµού του 

DNA δεσµεύοντας και αναστέλλοντας τη δράση των µεταγραφικών 

παραγόντων E2F.  

 

 
Σχήµα 9: ∆οµή της πρωτεΐνης Ε7 του HPV 

 

Ο παράγων E2F µπορεί να δράσει ως µεταγραφικός παράγοντας µόνο 

εφόσον απελευθερωθεί, µετά από φωσφορυλίωση, από την pRb η οποία τον 

κρατάει δεσµευµένο και ανενεργό. (Xin L et al, 2006) Επειδή η E7 έχει την 

ικανότητα να δεσµεύεται στη µη φωσφορυλιωµένη pRb, έχει την ικανότητα να 

διασπά το σύµπλοκο Ε2F-pRb απελευθερώνοντας τον παράγοντα E2F, ώστε 

να ανοίξει ο δρόµος προς τους απεριόριστους κυτταρικούς κύκλους. Για την 

αναγνώριση του συµπλόκου pRb-E2F, παίζει ρόλο η δοµή της πρωτεϊνης Ε7 

και συγκεκριµένα η παρουσία δακτύλων ψευδαργύρου (Σχήµα 10). 

 
Σχήµα 10. ∆ράση της πρωτεΐνης Ε7 του HPV 
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Από όσα αναφέρθηκαν, οι HPV και ιδιαίτερα οι HPV16, επιτυγχάνουν σε 

µικρότερο ή µεγαλύτερο βαθµό την διαταραχή µηχανισµών που εξασφαλίζουν 

τον έλεγχο της µεταγραφής των γονιδίων, της επιδιόρθωσης των 

χρωµοσωµάτων και των µηχανισµών κυτταρικού θανάτου.  

Η ταχεία είσοδος σε συνεχόµενες κυτταρικές διαιρέσεις, έχει ως 

αποτέλεσµα την απώλεια ελέγχου της δράσης της pRb από τον Ε7 και, κατά 

συνέπεια, την ανεπαρκή επιδιόρθωση του DNA, τη συσσώρευση 

µεταλλάξεων και χρωµοσωµικών ατυπιών.  

Τέλος, τόσο η πρωτεΐνη Ε7, όσο και η Ε6, έχουν την ικανότητα να 

απενεργοποιούν τον παράγοντα που ρυθµίζει την ιντερφερόνη (IRF) και µε 

τον τρόπο αυτό οι HPV προκαλούν εµµένουσες, ασυµπτωµατικές λοιµώξεις 

(Narisawa-Saito M, 2007). 

 

1.5.2.6 LCR (Long Control Region)  

Η ρυθµιστική περιοχή LCR (Long Control Region), έχει µέγεθος µέχρι και 

1000bp και είναι γνωστή και ως URR (Upstream Regulatory Region). Περιέχει 

θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων και την θέση έναρξης της 

αντιγραφής του γενετικού υλικού του ιού, αλλά δεν φέρει ανοιχτά πλαίσια 

ανάγνωσης (ORFs). Εντοπίζεται µεταξύ του γονιδίου L1 και του γονιδίου E6 

(Demeret et al. 1995).  

Η LCR περιοχή χωρίζεται σε τρία λειτουργικά τµήµατα (Σχήµα 11):  

α) το 5΄ τµήµα, µε µέγεθος 300bp, που είναι πλούσιο σε Α-Τ και απαντά 

σε HPV που ευθύνονται για µολύνσεις του ουρογεννητικού συστήµατος. 

Περιέχει παράγοντες τερµατισµού της µεταγραφής και περιοχές 

πολυαδενυλίωσης (pA) για τα όψιµα µετάγραφα.  

β) το κεντρικό τµήµα, µε µέγεθος 400bp, που λειτουργεί ως ενισχυτής της 

µεταγραφής ειδικός για συγκεκριµένους τύπους επιθηλίου (epithelial specific 

transcription enhancer). Σε αυτό το τµήµα προσδένονται πολλοί µεταγραφικοί 

παράγοντες, όπως οι NF1, AP1, CEBP, NF-IL, YY1 (Chong T, et. al 1991,  

Garcia–Carrauca A et al, 1988). Το τµήµα αυτό, απαντά επίσης σε HPV που 

µολύνουν το ουρογεννητικό σύστηµα. 
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γ) το 3΄ τµήµα της LCR των HPV που µολύνουν το ουρογεννητικό 

σύστηµα, έχει µέγεθος 140bp και φέρει το σηµείο πρόσδεσης της Ε1, ένα 

τµήµα περίπου 45bp που περιλαµβάνει το σηµείο πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα SP1, τα δυο σηµεία πρόσδεσης της Ε2 πρωτεϊνης 

και ένα ΤΑΤΑ Box του επαγωγέα (promoter) του Ε6 γονιδίου που 

ακολουθεί.Αυτές οι τέσσερις αλληλουχίες αποτελούν το σύστηµα ελέγχου του 

Ε6/Ε7 προαγωγέα  (Dostathin et al. 1991, Gloss B et al.1990, Bouvard N et 

al. 1994). 

 

 

 
Σχήµα 11: Η LCR του HPV-16  
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1.6. ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ HPV  
 

1.6.1. Είσοδος του ιού στο κύτταρο 

Ο ιός εισέρχεται στο επιθήλιο του γεννητικού βλεννογόνου µετά από 

µικροτραυµατισµούς και εγκαθίσταται στα κύτταρα της βασικής στιβάδας του 

επιθηλίου (Stanley M.A, 2003) (Σχήµα 12). 

 

 
Σχήµα 12: Τα στάδια της µόλυνσης του επιθηλιακού ιστού από τον HPV 

 

Ως ειδικοί υποδοχείς σύνδεσης του HPV στην κυτταρική µεµβράνη 

αναγνωρίζονται οι πρωτεογλυκάνες της κυτταρικής επιφάνειας (HSPGs) 

(Giroglou T et al, 2001; Joyce JC et al, 1999) µεταξύ των οποίων οι πιο 

σηµαντικές η CD44 και η γλυπικάνη. Οι συγκεκριµένες πρωτεογλυκάνες, 

παρουσιάζουν τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης στις ανώτερες στοιβάδες τoυ 

επιθηλίου. Η διαµεµβρανική πρωτεϊνη α6- ιντεγκρίνη, η οποία εκφράζεται µε 

ειδικότητα στα µιτωτικά ενεργά κερατινοκύτταρα της βασικής στοιβάδας 

αποτελεί ένα δεύτερο υποδοχέα, που βοηθά την είσοδο του HPV στο κύτταρο 

ξενιστή (Culp et al, 2006).  

Η ενδοκυττάρωση των ιοσωµάτων του HPV, πραγµατοποιείται µέσω 

κυστιδίων κλαθρίνης (Day P et al, 2003) µε αργούς ρυθµούς . Κατά αυτόν τον 

τρόπο, ένας αριθµός ιοσωµάτων ενδοκυτταρώνεται απευθείας στα 

κερατινοκύτταρα. Ένα ποσοστό ιοσωµάτων αποδεσµεύεται από τους 

υποδοχείς HSPGs των κερατινοκυττάρων και δεσµεύεται στο εξωκυτταρικό 

στρωµατικό παράγοντα Λανίνη-5 (LN5). Ο LN5, παρουσιάζει υψηλό δυναµικό 

δέσµευσης των ιοσωµάτων του HPV και διαχέεται στο επιθήλιο του τραχήλου 
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(Aumailley M, et al 2003). Η α6- ιντεγκρίνη, παρουσιάζει υψηλή συγγένεια 

σύνδεσης µε τον παράγοντα LN5. Έτσι, µέσω του παράγοντα LN5 και της α6-

ιντεγκρίνης και του συστήµατος κλαθρίνης, τα HPV ιοσωµάτια αποκτούν 

πρόσβαση στα κερατινοκύτταρα της βασικής στοιβάδας.  

Μετά την είσοδό τους στα κύτταρα, τα ιικά σωµάτια 

αποσυναρµολογούνται στα ενδοσώµατα ή/και στα λυσοσώµατα και το ιικό 

DNA µεταφέρεται στον πυρήνα µε τη βοήθεια της καψιδιακής πρωτεΐνης L2 

(Σχήµα 13). 

 

.  

Σχήµα 13: Είσοδος του HPV στο κύτταρο-ξενιστή  

 

1.6.2.  Ενσωµάτωση του ιού  

Το ιικό DNA στα πλαίσια της καλοήθους εξεργασίας διατηρείται στον 

πυρήνα των κυττάρων, συνήθως σε επισωµατική µορφή. Αντίθετα, στα 

καρκινικά κύτταρα ο HPV ανευρίσκεται τόσο ως επίσωµα όσο και ως 

ενσωµατωµένος στο γονιδίωµα του κυττάρου ( Doorbar J, 2006).  

Στην περίπτωση που ο HPV παραµένει ως επίσωµα, έχουµε τη δράση 

των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7. Οι συγκεκριµένες ογκοπρωτεΐνες παίζουν 

κύριο ρόλο στην αθανοτοποίηση των προσβεβληµένων κυττάρων. Από την 

άλλη πλευρά, η ενσωµάτωση του ιικού DNA στο ανθρώπινο γονιδίωµα, 

µπορεί να επηρεάσει τις βιολογικές λειτουργίες του κυττάρου, εξαιτίας της 

µεταβολής του πλαισίου ανάγνωσης (ORI) ( Yu T et al,  2005)  
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Η ενσωµάτωση δηλαδή, µπορεί να προκαλέσει µεταλλάξεις σε γονίδια 

που είναι ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου, γέννηση του πρώτου καρκινικού 

κυττάρου. Σύγχρονα δεδοµένα, συνηγορούν στο ότι υπάρχει αυξηµένη 

συχνότητα ενσωµάτωσης σε γονιδιακές θέσεις οι οποίες χαρακτηρίζονται από 

αυξηµένη γενετική αστάθεια, τα επονοµαζόµενα “κοινά εύθραστα σηµεία” 

common fragile sites, common IRAs)                 ( Thorland EG, 2003).  

Η τυχαία ενσωµάτωση είναι δυνατόν να επηρεάσει το ανθρώπινο 

γονιδίωµα από ελάχιστα έως καταλυτικά. Η τελική έκβαση δεν είναι δυνατόν 

να καθοριστεί. Ίσως αυτός να είναι ο λόγος που στην HPV λοίµωξη, η έκβαση 

κυµαίνεται από υποκλινική λοίµωξη ως δυσπλασία και καρκίνο. 

 

1.6.3. Αντιγραφή του ιικού γενώµατος 

Ο HPV πολλαπλασιάζεται σε πολύστιβα επιθήλια, αφού αποκτήσει 

πρόσβαση στα βλαστικά κύτταρα της βασικής στιβάδας. Ο ιός διατηρείται και 

αναδιπλασιάζεται κατά την φάση της κυτταρικής διαίρεσης και 

διαφοροποίησης των βλαστικών κυττάρων του επιθηλίου. Το ιικό γένωµα 

αντιγράφεται κατά µέσο όρο µια φορά σε κάθε κυτταρικό κύκλο, ταυτόχρονα 

µε το γένωµα του ξενιστή.  

Το γένωµα του HPV κωδικοποιεί ένα µικρό αριθµό πρωτεϊνών, γεγονός 

που τον καθιστά εξαρτώµενο για την αναπαραγωγή του από τον 

αναδιπλασιασµό του DNA του ξενιστή (Collins Y. et al, 2006)  

Το ιικό γένωµα, κωδικοποιεί έξι πυρηνικές πρωτεΐνες από τις οποίες η Ε1 

και Ε2 είναι υπεύθυνες για τον αναδιπλασιασµό του ιικού DNA που λαµβάνει 

χώρα κατά φάση (S) του κυτταρικού κύκλου. Η πρωτεϊνη Ε1 είναι µια ελικάση 

η οποία προσδένεται στην περιοχή έναρξης αντιγραφής του ιικού DNA (ORI) 

και προσελκύει κυτταρικά ένζυµα και παράγοντες αντιγραφής του DNA για να 

πραγµατοποιηθεί ο αναδιπλασιασµός του DNA. Η Ε1 έχει µικρή συγγένεια µε 

την περιοχή έναρξης αντιγραφής του ιικού DNA και η πρόσβαση της 

υποβοηθάται από την Ε2.  

Η Ε1 και η Ε2 σχηµατίζουν ένα σύµπλοκο που προσδένεται µε υψηλή 

συγγένεια κοντά στην περιοχή έναρξης αντιγραφής του ιικού DNA. Η 

πρωτεΐνη Ε2 δρα και ως µεταγραφικός παράγοντας, ενεργοποιώντας την 

µεταγραφή σε χαµηλές συγκεντρώσεις και καταστέλλοντάς την σε υψηλές 
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συγκεντρώσεις. (Frazer J, 2004). Μετά την αντιγραφή του ιικού γενώµατος και 

τη διαίρεση του κυττάρου, τα θυγατρικά κύτταρα, µεταναστεύουν από τη 

βασική στοιβάδα και έτσι ξεκινά η διαφοροποίηση (Stubenrauch and Laimins, 

1999).  

 

1.6.4. Μεταγραφή του ιικού γενώµατος 

Η οµάδα των πρώιµων γονιδίων εκφράζεται µε την µόλυνση των 

κυττάρων της βασικής στοιβάδας και εξαρτώνται από τον έλεγχο του πρώιµου 

µεταγραφικού παράγοντα Ρ97 (Grassman K. et al, 1996). ∆υο από τις µη 

δοµικές πρωτεΐνες ( Ε1 και Ε2) έχουν ως αποστολή την αντιγραφή και την 

DNA µεταγραφή (Stanley M, 2005). 

Ειδικά η Ε2 έχει ως στόχο την αναγνώριση από το µεταγραφικό σύστηµα 

του ξενιστή, της θέσης έναρξης αντιγραφής των Ε πρωτεϊνών του ιού, δηλαδή 

την αναγνώριση του σηµείου ORI.  

Οι Ε6 και Ε7, έχουν την ιδιότητα να συνδέονται µε το DNA και να 

σχηµατίζουν σύµπλοκα µε άλλες πρωτεΐνες (µεταγραφικούς παράγοντες) του 

ξενιστή, οι οποίες έχουν ογκοκατασταλτική δράση ή σχετίζονται µε την πορεία 

του κυττάρου προς την απόπτωση ή δρουν καθοριστικά στη µεταγραφή 

(Garnett TO, Duerksen-Hughes PJ, 2006). 

Στην όψιµη φάση του ιού, εκφράζονται τα όψιµα γονίδια L1 και L2, που 

είναι υπεύθυνα για τη δηµιουργία του καψιδίου. Η έκφραση των γονιδίων 

αυτών, επηρεάζεται από τον µεταγραφικό παράγοντα Ρ670. Τα γονίδια Ε1, 

Ε2, Ε4, Ε5 κατά την όψιµη φάση της ζωής του ιού, βρίσκονται υπό τον έλεγχο 

του Ρ670 (Grassman K et al, 1996).  

 

1.6.5. ∆ηµιουργία ιοσωµατίου  

Το τελικό στάδιο του κύκλου ζωής, ολοκληρώνεται µε την τοποθέτηση 

των ιικών αντιγράφων µέσα στα καψίδια. Οι δοµικές πρωτεΐνες L1 και L2, 

συµµετέχουν στη δηµιουργία του ιοσωµατίου ( Garnett TO, PJ Duerksen-

Hyghes, 2006). Και οι δυο πρωτεΐνες, συντίθενται στο κυτταρόπλασµα του 

ξενιστή και στη συνέχεια µεταφέρονται στον πυρήνα όπου συµµετέχουν στο 

σχηµατισµό ιοσωµατίου (Σχήµα 14).  
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Από τις πρώιµες πρωτεΐνες, εκτός από τις Ε1 και Ε2, οι υπόλοιπες 

αλληλεπιδρούν µε τις κυτταρικές πρωτεΐνες του κυτταρικού γενώµατος, µε 

σκοπό την ενίσχυση του και τον σχηµατισµό του καψιδίου. Η Ε4 σταµατά στο 

στρώµα κερατίνης, η Ε5 εγκαθίσταται σε ορισµένα σηµεία της κυτταρικής 

µεµβράνης, ενώ οι Ε6 και Ε7 µαζί µε τις L1 και L2, εκφράζονται στην 

επιφανειακή στοιβάδα. Μετά την ολοκλήρωση της δηµιουργίας του, ο ιός 

απελευθερώνεται από την επιφάνεια του κερατινοκυττάρου. Στη διαδικασία 

αυτή, συµµετέχει και η πρωτεϊνη Ε4 η οποία αποδιοργανώνει το πλέγµα 

κερατίνης του κυττάρου (Doorbar J et al,1991; Waug et al, 2004).  

 

 
Σχήµα 14: Κύκλος ζωής του HPV 
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2. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ ΤΟΥ HPV 

2.1. Test Παπανικολάου (test pap)  

To τεστ Παπανικολάου από το 1950 αποτελεί την πιο επιτυχηµένη 

µέθοδο δευτερογενούς πρόληψης οποιασδήποτε µορφής καρκίνου. Αποτελεί 

µια κυτταρολογική εξέταση που βασίζεται στην µικροσκοπική ανίχνευση 

εξαλλαγµένων τραχηλικών επιθηλιακών κυττάρων. Με το test pap, µπορούν 

να διαγνωστούν βλάβες µετά την έναρξη ή µετά την ολοκλήρωση της 

διαδικασίας καρκινογένεσης.  

Η ευαισθησία των κυτταρολογικών εξετάσεων, ποικίλλει για κάθε 

εργαστήριο, ανάλογα µε την εµπειρία του κυτταρολόγου και τον ποιοτικό 

έλεγχο που διεξάγει.   

 

2.2. Μέθοδοι για τη διάγνωση του Ιού 

2.2.1.  Μέθοδοι ενίσχυσης του σήµατος 

α) Μέθοδος υγρής φάσης ( Hybrid Capture 2, HC2) 

Αυτή η µέθοδος, χρησιµοποιεί µίγµα από ανιχνευτές RNA, που 

αντιστοιχούν στους τύπους hrHPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 

59, 68. Πριν από την ανάλυση τα δείγµατα µετουσιώνονται και ο υβριδισµός 

του ανιχνευτή του HPV DNA που υπάρχει στα δείγµατα, ανιχνεύεται µε 

αντισώµατα επισηµασµένα µε υπεροξείδαση, τα οποία αναγνωρίζουν το 

υβρίδιο RNA/DNA και απεικονίζονται µε χηµειοφωταύγεια. 

Η ευαισθησία της µεθόδου αντιστοιχεί σε περίπου 105 αντίγραφα του 

γονιδιώµατος του ιού HPV16 και είναι χαµηλότερη από αρκετές µεθόδους 

ενίσχυσης του στόχου. Έχουν παρατηρηθεί περιπτώσεις ψευδώς θετικών για 

άλλα στελέχη του ιού (Brink AA et al, 2007). 

β) Μορφολογική 

Σε αυτή την τεχνική γίνεται υβριδισµός in situ σε κυτταρολογικά ή 

ιστολογικά παρασκευάσµατα (Hesselink AT et al, 2004). Αυτό µπορεί να 

επιτευχθεί µε φθορισµό ή εναπόθεση έγχρωµου υποστρώµατος και 

µικροσκοπία φωτεινού πεδίου. Η µέθοδος του υβριδισµού αυξάνει σηµαντικά 

την ευαισθησία, αλλά είναι αρκετά επίπονη για να χρησιµοποιηθεί σε µεγάλης 

κλίµακας δοκιµές για τον HPV.  
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2.2.2. Μέθοδοι ενίσχυσης στόχου  

Πρόκειται για µεθόδους µε κοινό χαρακτηριστικό την ενίσχυση 

διαφορετικών περιοχών του ιικού γονιδιώµατος µέσω αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR). 

 

2.2.2.1. Μικροσυστοιχίες 

Η µέθοδος αυτή µπορεί να ανιχνεύσει ταυτόχρονα 24 διαφορετικούς 

τύπους του ιού. Βασίζεται στην τεχική της PCR µετά από ενίσχυση του 

γονιδιώµατος του ιού και υβριδισµό µε τυπο-ειδικά ολιγονουκεοτίδια, τα οποία 

έχουν ακινητοποιηθεί σε στερεή φάση.  

 

2.2.2.2. PCR µε χρήση εκκινητών συναίνεσης ( conseusus primers) 

Με τη µέθοδο αυτή, οι τυπο-ειδικοί εκκινητές µπορεί να είναι 

εκφυλισµένοι,  όπως στα συστήµατα MYO9/11 και CPI/II ( Gravitt Pe et al, 

1998  και Tieben LM et al, 1993). Εναλλακτικά µπορεί να περιέχουν µη-

οµόλογες περιοχές αποδεκτές κάτω από συνθήκες PCR χαµηλής 

αυστηρότητας, όπως τα συστήµατα GP5+/6+, IU/IWDO, SPF και Amplicοr 

(van den Brule AI, 2002; Gregoire L, 1981 και Monsonego J, 2005) . 

 

2.2.2.3. Τυπο-ειδική PCR  

Για την ανίχνευση συγκεκριµένου τύπου του HPV µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί η τυπο-ειδική PCR, στην οποία επιλέγονται µεταβλητές 

περιοχές νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του συγκεκριµένου τύπου, ώστε να 

αποκλειστεί ο υβριδισµός µε οµόλογες περιοχές άλλου τύπου ( Snijders PI 

2003).  

 

2.2.2.4. Real Time PCR 

Ένα µεγάλο πλεονέκτηµα της PCR πραγµατικού χρόνου, είναι η 

δυνατότητα ποσοτικοποίησης του HPV στα δείγµατα. Επίσης η Real Time 

PCR, είναι ενδεικτική για παρουσία ή την απουσία κακοηθειών του τραχήλου 

(Snijders PJ, 2003).  
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2.2.2.5. Ενίσχυση του mRNA του ιού 

Η ανάλυση των hrHPV µπορεί να γίνει και µέσω της ανίχνευσης του ιικού 

mRNA και ιδιαίτερα των περιοχών εκείνων που κωδικοποιούν για τις 

ογκοπρωτεΐνες Ε6 και Ε7. Πιστεύεται ότι η παρουσία του ιικού Ε6 και Ε7 στο 

τραχηλικό επίχρισµα, έχει καλύτερη προγνωστική αξία για τις κακοήθειες 

υψηλού βαθµού, επειδή η παρουσία αυτού του mRNA δηλώνει ενεργή 

µόλυνση ενώ το ιικό DNA µπορεί να είναι παρόν και σε περιπτώσεις που δεν 

παρουσιάζουν απαραίτητα κλινικό ενδιαφέρον.  

 

2.2.2.6. Nested PCR  

Στη Nested PCR, χρησιµοποιούνται δυο ζεύγη εκκινητών. Το πρώτο 

ζεύγος, χρησιµοποιείται για την ενίσχυση ενός µεγαλύτερου τµήµατος του 

γενώµατος, ενώ το δεύτερο ζεύγος εκκινήτων ενισχύει ένα εσωτερικό τµήµα 

του. Με τη Nested PCR, µειώνεται η πιθανότητα να ενισχυθεί ξανά ένα λάθος 

τµήµα. 
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3. ΠΡΟΛΗΨΗ-ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ 
 

Τα τελευταία χρόνια η ερευνητική προσπάθεια, οδήγησε στην παραγωγή 

εµβολίων, τα οποία περιέχουν φυσικές ή ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες της 

κάψας του HPV. Τα εµβόλια αυτά, έχουν προφυλακτικό ρόλο, βελτιώνοντας 

το χηµικό σκέλος της ανοσίας του κυττάρου του ξενιστή και η εφαρµογή τους, 

στην κλινική πράξη, αναµένεται να περιορίσει τις λοιµώξεις από τους HPV, µε 

αποτέλεσµα τη µείωση της επίπτωσης του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας 

στις γυναίκες.  

Στη χώρα µας κυκλοφορούν δυο εµβόλια, ένα τετράδυναµο (Gardasil) 

που περιέχει τους ορότυπους 6,11,16 και 18 του HPV και ένα διδύναµο 

(Cervanix) που περιέχει τους ορότυπους 16 και 18. Οι ορότυποι 16 και 18, 

ευθύνονται για το 70% των περιπτώσεων του καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας. Η αποτελεσµατικότητά των εµβολίων αγγίζει το 100%. Το 

τετραδύναµο προστατεύει και από τους ορότυπους 6 και 11 των οξυτενών 

κονδυλωµάτων. 

Ο εµβολιασµός ενάντια στον HPV, αποτελεί την πρώτη γραµµή άµυνας 

ενάντια στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Με το συνδυασµό 

εµβολιασµού και προληπτικού ελέγχου, ο κίνδυνος για καρκίνο, µειώνεται 

σηµαντικά και ανοίγονται νέοι ορίζοντες για την προαγωγή της δηµόσιας 

υγείας. 
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4. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

4.1. Κλινικά δείγµατα 

Τα έξι δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στη συγκεκριµένη εργασία, ήταν 

από τραχηλικά επιχρίσµατα του αντικαρκινικού νοσοκοµείου Άγιος Σάββας. 

Τα δείγµατα αυτά συλλέχθηκαν σε υγρό µέσο ThinPrep και διατηρήθηκαν 

στους -20οC. Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν επτά δείγµατα από το 

Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας, µε τη µορφή τραχηλικών επιχρισµάτων 

σε πλακάκια. Τα δείγµατα του Πίνακα 3 και 4 είχαν ταυτοποιηθεί ως HPV 16 

στο εργαστήριο σε προηγούµενη µελέτη µε τη µέθοδο NMPCR.  

 

Πίνακας 3:  Κωδικοποίηση δειγµάτων από το Νοσοκοµείο Άγιος Σάββας 

∆είγµατα από το Νοσοκοµείο Άγιος Σάββας 

∆είγµατα  Κλινική Εικόνα  

793  LG (CIN I)  

796  HG (CIN III)  

858  HG (CIN III)  

868  LG (CIN I)  

1143  Normal  

1620  Normal  

 

4.2. Αποµόνωση  DNA από δείγµατα σε ThinPrep 

Η αποµόνωση DNA από τα κλινικά δείγµατα έγινε µε την µέθοδο της 

θειοκυανιούχου γουανιδίνης (GuSCN) (Casas I. et al, 1996). Από κάθε 

κολπικό επίχρισµα χρησιµοποιήθηκαν 100 µl, τα οποία αναµίχθηκαν καλά µε 

γλυκογόνο 10µg/tube και lysis Buffer 300µl (GuSCN 4M, N-lauroyl sacrosine 

0,5%,  Dithiotreitol 1mM, sodium citrate 25 mM) και επωάστηκαν για 20 min 

σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400 µl παγωµένης 

ισοπροπανόλης (-20οC), έγινε ανάδευση των δειγµάτων και ακολούθησε 

επώαση για 20 min στους +4οC. Φυγοκεντρήθηκαν 10min στις 14.000 rcf 

στους +4οC, ακολούθησε αποµάκρυνση του υπερκείµενου και πλύσιµο του 
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ιζήµατος µε 500µl 70% παγωµένης αιθανόλης. Έπειτα έγινε καλή ανάδευση 

και φυγοκέντρηση για 10min στις 14.000 rcf στους +4οC. Το υπερκείµενο 

αποµακρύνθηκε πλήρως και το ίζηµα, το οποίο περιέχει το εκχειλισµένο 

κυτταρικό και ιικό DNA, επαναδιαλύθηκε σε 100 µl ddH2O (RNase, DNase 

free, Sigma Aldrich Inc, St Louis USA). Tο εκχυλισµένο DNA αποθηκεύτηκε 

στους -20οC µέχρι την χρησιµοποίηση του. 

 

Πίνακας 4:  Κωδικοποίηση των δειγµάτων από το Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο 
Λάρισας 

∆είγµατα από το Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας 

∆είγµατα Κλινική Εικόνα 

Α6 HG (CIN III) 

Α13 HG (CIN III) 

Α15 HG (CIN III) 

Α17 LG (CIN I) 

Α24 LG (CIN I) 

A31 HG (CIN III) 

Α38 LG (CIN III) 

 

4.3. Αποµόνωση DNA από κλινικά δείγµατα τραχηλικού επιχρίσµατος 

σε πλακάκι 

 Ακολουθήθηκαν τα εξής βήµατα: 

1) Αποµάκρυνση των κυττάρων από την καλυπτρίδα µε ένα 

αποστειρωµένο tip µέσα σε ένα σωληνάριο Eppendorf. 

2)  Προσθήκη 0,5-1,5 ml buffer Ι (10 mM Tris, 1mM EDTA) και δυνατή 

ανάδευση (vortex). 

3)  Φυγοκέντρηση των σωληναρίων στις 13.000 rpm για 1 min και 

αποµάκρυνση του υπερκείµενου. 

4)  ∆ιαλυτοποίηση του ιζήµατος µε ένα 1 ml buffer Ι (10 mM Tris, 1mM 

EDTA) και vortex. 

5) Επώαση  στους 4oC  για 1 ώρα. 
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6)  Φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 10 min.  

7)  ∆ιαλυτοποίηση του ιζήµατος µε 50 µl buffer ΙI (50 mM ΚCl, 10 mM Tris 

pΗ 8,3, 2,5 mM MgCl2, 0,5% Tween 20). 

8)  Προσθήκη 1µL proteinase K (20µg/µl). 

9)  Επώση στους 55oC  για 60 min και βρασµός για 10 min για την 

απενεργοποίηση της proteinase K. 

10) Φυγοκέντρηση των σωληναρίων στις 13.000 rpm για 5 min. 

11)  Συλλογή του υπερκείµενου.  

 
 

4.4. Εκκινητές (primers) 

Για την συγκεκριµένη εργασία αρχικά σχεδιάστηκαν 2 ζεύγη εκκινητών οι 

HPV-16 24 / HPV-16 1071 και HPV-16 21 / HPV-16 934, µε βάση την 

πρότυπη αλληλουχία του HPV16 που είναι καταχωρηµένη στην βάση 

δεδοµένων Gene Bank. Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος Primer 3, έτσι ώστε  να ενισχύουν τα γονίδια, E6 και Ε7 του 

HPV-16. Τα ζεύγη αυτά δούλεψαν µόνο σε τρία δείγµατα προερχόµενα από 

ThinPrep, τα 747, 793 και 796. Οι αλληλουχίες των γονιδίων Ε6 και Ε7 που 

προέκυψαν από τα δείγµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για το σχεδιασµό 

καινούριων εκκινητικών µορίων (HPV-16 41 / HPV-16 757). Οι εκκινητές και η 

αλληλουχία τους αναγράφονται στον Πίνακα 5. 
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Πίνακας 5:  Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR µε κατεύθυνση 5΄-3΄, η 

αλληλουχία τους και το µέγεθος του τελικού προϊόντος.   

Εκκινητές Αλληλουχίες Ενισχυµένο 
τµήµα (bp) 

24 CTA  AGG  GCG  TAA CCG AAA TC  

1047 
1071 

CGC ATG  TGC  TGT  CTC  TGT  
TT 

21 AAA CTA AGG GCG TAA CCG AAA 

913 
934 

CAG CCT CTA CAT AAA ACC ATC 
CA 

41 AGC GAC CCA GAA AGT TAC CA 
716 

757 ATG GGG CAC ACA ATT CCT AG 

 

4.5. PCR (Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης) 

4.5.1. Ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης 

Για την επιβεβαίωση ότι η διαδικασία της εκχύλισης έχει πραγµατοποιηθεί 

σωστά και 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 

οι εκκινητές GH20 (5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’) και PC04 (5’-

GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’). 

Ο τελικός όγκος της PCR ήταν 50 µl. To µείγµα περιείχε: 3 µl DNA από 

κάθε δείγµα, 2 µl εκκινητές (PC04/GH20) συγκέντρωσης 25pmol, 5µl 

ρυθµιστικού διαλύµατος 10x (Paq reaction buffer), 6 µl µείγµατος 

νουκλεοτιδίων 10mM (dNTPs), 2.5 U Paq DNA πολυµεράση και απεσταγµένο 

και αποστειρωµένο νερό. H αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στον 

θερµικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του 

DNA στους 95οC για 2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησε η εφαρµογή των 

συνθηκών όπως αναγράφονται στον Πίνακα 6: 
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Πίνακας 6:  Συνθήκες αντίδρασης PCR γλοβουλίνης.  

Εκκινητικά µόρια  Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

PCO4 και GH20 

Θερµοκρασία αποδιάταξης  :     95oC για 40sec 

Θερµοκρασία  υβριδοποίησης : 55oC για 50sec               40 κύκλοι      

Θερµοκρασία  επιµήκυνσης:     72oC για 1 min  

 

Η PCR ολοκληρώθηκε µε ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72oC για 

5 λεπτά. Η PCR που πραγµατοποιήθηκε περιείχε ως θετικό µάρτυρα DNA 

κυττάρων αποµονωµένο από κυτταροκαλλιέργειες  MRC5 και Rd. Ως 

αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε ddH20 ελεύθερο από DNases και 

RNases. 

 

4.5.2. PCR  µε εκκινητικά µόρια 24-1071 και 21-934 

Σε όλα τα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 24-1071 και 21-934, οι 

οποίοι σχεδιάστηκαν µε βάση την πρότυπη αλληλουχία του στελέχους HPV-

16 για την πραγµατοποίηση της PCR. Τα εκκινητικά αυτά µόρια ενισχύουν 

δίνουν ένα προϊόν µεγέθους 1047bp και 913bp, αντίστοιχα. Η αντίδραση της 

PCR πραγµατοποιήθηκε στα 50 µl.  To µείγµα περιείχε από: 3 µl DNA από 

κάθε δείγµα, 2 µl εκκινητικών µορίων τελικής συγκέντρωσης  50 pmol, 5 µl 

ρυθµιστικού διαλύµατος 10x (Paq reaction buffer), 6µl µείγµατος 

νουκλεοτιδίων 10mM (dNTPs), 2,5U Paq DNA πολυµεράση και 

απεσταγµένο/αποστειρωµένο νερό ελεύθερο νουκλεασών µέχρι τελικού όγκου 

50µl. H αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στον θερµικό κυκλοποιητή 

Eppendorf Master Cycler.  Προηγήθηκε αποδιάταξη του DNA στους 95οC για 

2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησε η εφαρµογή των συνθηκών όπως 

αναγράφονται στον Πίνακα 7. 
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Πίνακας 7:  Συνθήκες αντίδρασης PCR 

Εκκινητικά 
µόρια  

Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

24-1071 και 21-
934 

Θερµοκρασία αποδιάταξης  :     95oC για 40sec 

Θερµοκρασία  υβριδοποίησης : 55oC για 50sec                       40 κύκλοι 

Θερµοκρασία  επιµήκυνσης:     72oC για 1 min  

 

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

5 λεπτά. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε ddΗ2Ο ελεύθερο από 

DNases και RNases. 

 

4.5.3. Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της 

PCR (Sequencing) 

Από τα προϊόντα της Αutonested PCR των δειγµάτων 747, 793, 796 και 

µε το ζεύγος των εκκινητικών µορίων HPV-16 24-1071 και 21-934, 40µl 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2%, που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο 

σε συγκέντρωση 1µg/ml. Οι PCR ζώνες που προέκυψαν από την πηκτή 

αγαρόζης κόπηκαν και µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένα σωληνάρια τύπου 

Eppendorf των 1,5ml. Στη συνέχεια, έγινε καθαρισµός των προϊόντων της 

PCR από την πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιώντας το προϊόν QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen), ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Ακολούθησε η εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων PCR 

από την Macrogen Inc (Seoul, Korea). 

 

4.5.4. Μελέτη της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας  

Η επεξεργασία των αλληλουχιών που προέκυψαν από την αλληλούχιση 

των προϊόντων της PCR µε τα εκκινητικά µόρια 24-1071 έγινε µε 

προγράµµατα βιοπληροφορικής. Αρχικά, υποβλήθηκαν οι αλληλουχίες σε 

οµοπαράθεση µε αλληλουχίες στη βάση δεδοµένων για την ταυτοποίησή τους 

ως HPV-16 µε τη βοήθεια του προγράµµατος Blast. Στη συνέχεια, για την 

επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων Ε6 και Ε7 

χρησιµοποιήθηκαν τα προγράµµατα GeneRuner, Chromas και Mega.    
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4.5.5. PCR  µε εκκινητές  41-757 

Σε όλα τα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 41-757 για την 

ενίσχυση µε PCR. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στα 50 µl.  To 

µείγµα περιείχε από: 3 µl DNA από κάθε δείγµα, 2 µl εκκινητών τελικής 

συγκέντρωσης  50 pmol, 5 µl ρυθµιστικού διαλύµατος 10x (Paq reaction 

buffer), 6µl µείγµατος νουκλεοτιδίων 10mM (dNTPs), 2,5U Paq DNA 

πολυµεράση και απεσταγµένο/αποστειρωµένο νερό ελεύθερο νουκλεασών, 

µέχρι τελικού όγκου 50µl. H αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στον 

θερµικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler.  Προηγήθηκε αποδιάταξη του 

DNA στους 95οC για 2 λεπτά και στην συνέχεια ακολούθησε η εφαρµογή των 

συνθηκών όπως αναγράφονται στον Πίνακα 8. 

 

Πίνακας 8:  Συνθήκες αντίδρασης PCR 

Εκκινητικά 
µόρια  

Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

41-757 

Θερµοκρασία αποδιάταξης  :     95oC για 40sec 

Θερµοκρασία  υβριδοποίησης : 55oC για 50sec                            40 κύκλοι 

Θερµοκρασία  επιµήκυνσης:     72oC για 1 min  

 

Η PCR ολοκληρώθηκε µε ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72oC για 

5 λεπτά. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε ddΗ2Ο ελεύθερο από 

DNases και RNases.     

                                                                                                                                                                                                                                                          

4.5.6. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR  

Η επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων της Autonested PCR έγινε µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Invitrogen Life Technologies, Pairsley, 

UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 1Χ (Τris-Boric acid-EDTA) 

που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 1µg/ml. Από το προϊόν της 

PCR χρησιµοποιήθηκαν 10 µl, τα οποία αφού αναµίχθηκαν µε 2 µl χρωστικής, 

µεταφέρθηκαν στην πηκτή και αναλύθηκαν σε συσκευή ηλεκτροφόρησης, 

όπου εφαρµόστηκε τάση 140V. Η οπτική παρατήρηση των προϊόντων στην 
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πηκτή αγαρόζης έγινε µέσω συσκευής εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας 

(Foto/Phoresis I, Fotodyne). Η ανίχνευση της ύπαρξης της ζώνης ενίσχυσης 

των 716bp έγινε µε τη βοήθεια µάρτυρα µοριακού βάρους (100 bp DNA 

Ladder, Invitrogen UK).  

 

4.6. Κλωνοποίηση 

4.6.1. Αυtonested GoTaq Flexi PCR 

Στην συνέχεια ακολουθήθηκε η διαδικασία της µοριακής κλωνοποίησης 

στα δείγµατα που ενισχύθηκαν µε PCR µε τους εκκινητές 41-757. Η 

κλωνοποίηση πραγµατοποιείται, διότι στα τραχηλικά δείγµατα HPV16 

θεωρείται πολύ πιθανή η ταυτόχρονη µόλυνση από διαφορετικά στελέχη 

ΗPV16. Έτσι µε τη διαδικασία της κλωνοποίησης, θα προκύψουν 

µεµονωµένοι κλώνοι, ο καθένας από τους οποίους περιέχει το γενωµικό 

τµήµα από ένα µόνο διακριτό στέλεχος.   

Η Autonested  GoTaq Flexi PCR είναι απαραίτητη για την µοριακή 

κλωνοποίηση των προϊόντων των PCR αντιδράσεων (θετικών δειγµάτων), η 

οποία ακολούθησε. Έτσι, η Autonested GoTaq Flexi PCR πραγµατοποιήθηκε 

για την περαιτέρω αύξηση της συγκέντρωσης των προϊόντων, καθώς επίσης 

για την προσθήκη συµπληρωµατικών µε την περιοχή ένθεσης του φορέα 

κλωνοποίησης poly(Α) µονόκλωνων άκρων, µια ιδιότητα του ενζύµου 

πολυµερισµού που χρησιµοποιήθηκε για αυτή την αντίδραση. Το µείγµα της 

αντίδρασης αποτελείται από 2 µl προϊόντος της autonested PCR το οποίο έχει 

καθαριστεί από πηκτή αγαρόζης (όπως περιγράφεται παρακάτω), 2µl των 

αντίστοιχων κάθε φορά εκκινητών τελικής συγκέντρωσης 50 pmol, 10µl 5x 

ρυθµιστικού διαλύµατος (Colorless Go Taq Flexi Buffer), 5µl µείγµατος 

νουκλεοτιδίων (dNTPs 10mM), 0,25µl GoTaq Flexi DNA πολυµεράση 

(1,25u/tube, 5u/µl, Promega, USA), 4µl MgCl2 solution 25mM και ddH2O 

ελεύθερου νουκλεασών (Sigma, USA), µέχρι τελικό όγκο 50µl.  Προηγήθηκε 

αποδιάταξη του DNA στους 95οC για 2 λεπτά και, στην συνέχεια, ακολούθησε 

η εφαρµογή των συνθηκών για κάθε µείγµα εκκινητών ξεχωριστά, όπως 

αναγράφονται στον Πίνακα 9. 
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Πίνακας 9:  Συνθήκες GoTag PCR 

Εκκινητές  Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

41-757 

Θερµοκρασία αποδιάταξης  :     95oC για 40sec 

Θερµοκρασία  υβριδοποίησης : 55oC για 30sec (41-757)                30                                                                                               

ή                                                                                                     κύκλοι 

Θερµοκρασία  επιµήκυνσης:     72oC για 1 min  

 

Η PCR ολοκληρώθηκε µε ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72oC για 

5 λεπτά. Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε ddH2Ο ελεύθερο από 

DNases και RNases. Στη συνέχεια, ακολούθησε καθαρισµός των προϊόντων 

της Autonested PCR από την πηκτή αγαρόζης, που πραγµατοποιήθηκε µε το 

ένζυµο Go Taq, όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα 4.5.3. 

 

4.6.2. Μοριακή κλωνοποίηση προϊόντων της Autonested GoTaq 

PCR 

Τα  βήµατα της διαδικασίας είναι τα εξής: 

Α) Αντίδραση λιγάσης: χρησιµοποιείται ο φορέας κλωνοποίησης pGEM®-T 

Easy Vector System (Promega, USA) για την κλωνοποίηση PCR προϊόντων, 

έτσι ώστε να ενσωµατωθεί σε αυτόν, το ενισχυµένο γενωµικό τµήµα από τις 

αντιδράσεις PCR (Σχήµα 15). Τα προϊόντα της Autonested GoTaq PCR 

διαθέτουν πολύ-(Α) άκρα, τα οποία ενώνονται συµπληρωµατικά µε τα πολύ-

(Τ) άκρα που διαθέτει ο φορέας. Η αντίδραση λιγάσης έλαβε χώρα στους 

25οC για 2h. Το µίγµα της αντίδρασης περιείχε 1µl pGEM®-T Easy Vector 

50ng, προϊόν autonested GoTaq PCR 3µl, 1µl Τ4 DNA Ligase (3u/µl) και 2x 

Rapid Ligation Buffer 5µl. 

Β) Παραγωγή δεκτικών κυττάρων µε χηµική µέθοδο (χλωριούχο ασβέστιο - 

CaCl2): Για την ανάπτυξη των ανασυνδυασµένων φορέων κλωνοποίησης 

χρησιµοποιήθηκαν βακτηριακά κύτταρα E.coli DH5α. Από απόθεµα 

γλυκερόλης στους -80οC συλλέχθηκαν βακτηριακά κύτταρα και µεταφέρθηκαν 

υπό άσηπτες συνθήκες σε 1ml αποστειρωµένου µέσου ανάπτυξης LB Broth 

(20g/L, Sigma, USA) ακολουθώντας επώαση για 16h (overnight) στους 37οC 

στις 210 στροφές/λεπτό. Εν συνεχεία, 1ml από την καλλιέργεια αυτή 

µεταφέρθηκε σε 50ml LB Broth και ακολούθησε επώαση για 2h στους 37οC 
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στις 210 στροφές/λεπτό (ανανέωση καλλιέργειας). Έπειτα, πραγµατοποιήθηκε 

λήψη 1ml από την καλλιέργεια έτσι ώστε να µετρηθεί η απορρόφηση σε 

OD600 και να σταµατήσουµε την κυτταρική ανάπτυξη όταν τα κύτταρα 

βρεθούν σε εκθετική φάση αύξησης, δηλαδή όταν η απορρόφησή τους φτάσει 

στα 0,450-0,550. Όταν τα κύτταρα έφτασαν στο κατάλληλο σηµείο ανάπτυξης 

τοποθετήθηκαν στον πάγο για 10min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

4000rpm για 10min στους 4οC και, στο τέλος της φυγοκέντρησης, αποχύθηκε 

το υπερκείµενο. Στη συνέχεια, διαλυτοποιήσαµε το ίζηµα σε 10ml παγωµένου 

CaCl2 συγκέντρωσης 0,1M και πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 

4000rpm για 10min στους 4οC, στο τέλος της οποίας αποχύθηκε το 

υπερκείµενο. Τέλος, διαλυτοποιήθηκε το ίζηµα σε 2ml παγωµένου CaCl2 

0,1M (0,55g CaCl2, Sigma, USA, διαλύονται σε ddH2O µέχρι τελικού όγκου 

50ml). 

Γ) Μετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων: Η διαδικασία ενσωµάτωσης του 

ανασυνδυασµένου φορέα κλωνοποίησης στα επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα 

ξεκινά µε τη µεταφορά, για κάθε δείγµα, 200µl από τα δεκτικά κύτταρα σε 

αποστειρωµένα µικροσωληνάρια (microfuge tubes). Ακολούθησε προσθήκη 

του µισού ποσού της αντίδρασης λιγάσης κάθε δείγµατος στο αντίστοιχο 

µικροσωληνάριο και, ύστερα από ήπια ανάδευση, τοποθετήθηκαν τα 

µικροσωληνάρια στον πάγο για 30min. Έπειτα τα µικροσωληνάρια 

τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο προθερµασµένο στους 42οC για 90sec 

ακριβώς και, ακολούθως, µεταφέρθηκαν γρήγορα στον πάγο για 2min (heat 

shock). Στη συνέχεια, 200µl των µετασχηµατισµένων δεκτικών κυττάρων 

µεταφέρθηκαν σε falcon µε 800µl LB Broth  και επωάστηκαν στους 37οC στις 

180 στροφές/λεπτό για 1h (επαναφορά πλασµατικής µεµβράνης των 

βακτηριακών κυττάρων – «επούλωση»). Εν συνεχεία, 300µl από την κάθε 

καλλιέργεια επιστρώθηκαν σε τρυβλίο που περιείχε LB Agar (30g/L, Scharlau, 

Spain) και αµπικιλλίνη 1,5µl/ml LB Agar (6,6mg/ml) και προστέθηκαν 12µl X-

gal (50mg/ml, Promega, USA), ενώ ακολούθησε επώαση για 16h στους 37οC. 

Ο φορέας κλωνοποίησης περιέχει γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό 

αµπικιλλίνη και, έτσι, όταν τα βακτήρια αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο που 

περιέχει την άχρωµη χηµική ουσία (X-gal), η διάσπαση της ουσίας αυτής από 

την β-γαλακτοσιδάση παράγει ένα αδιάλυτο προϊόν µπλε χρώµατος. Ωστόσο, 

όταν γίνεται ένθεση του προϊόντος, δεν παράγεται ενεργό ένζυµο και οι 
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αποικίες είναι άσπρες διότι το αναγνωστικό πλαίσιο της β-γαλακτοσιδάσης 

διαταράσσεται. Έτσι έγινε συλλογή λευκών αποικιών και συγκεκριµένα τριών 

από κάθε τρυβλίο καλλιέργειας, δηλαδή από κάθε δείγµα. Έπειτα, κάθε 

αποικία µεταφέρθηκε σε 2ml LB Broth (20g/L) µε αµπικιλλίνη 1,5µl/ml LB 

Broth (6,6mg/ml) και ακολούθησε επώαση για 16h στους 37οC σε 210 

στροφές/λεπτό. Τέλος, ακολούθησε εκχύλιση του πλασµιδιακού DNA µε τη 

χρήση του NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Germany), σύµφωνα µε 

τις οδηγίες του κατασκευαστή, έτσι ώστε να αποµονωθεί ο ανασυνδυασµένος 

φορέας που περιείχαν οι λευκές αποικίες. 

∆) Πέψη µε EcoRI: Για την επιβεβαίωση της ένθεσης ολόκληρου του 

ενθέµατος στην θέση ένθεσης του πολυσυνδέτη του φορέα κλωνοποίησης, 

πραγµατοποιήθηκε πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο EcoRI, του οποίου θέσεις 

αναγνώρισης στον πλασµιδιακό φορέα υπάρχουν µόνο εκατέρωθεν της θέσης 

ενσωµάτωσης στον πολυσυνδέτη. Για την αντίδραση χρησιµοποιήθηκαν 2µl 

από το εκχυλισµένο πλασµιδιακό DNA, 2µl 10x H Buffer, 1µl Restriction 

Enzyme EcoRI (Takara Biomedical group, Shiga, Japan) και 15µl ddH2O έτσι 

ώστε ο συνολικός όγκος της αντίδρασης να είναι 20µl. Ακολούθησε επώαση η 

οποία πραγµατοποιήθηκε στους 37οC για 2h, ενώ µε το πέρας της επώασης 

προστέθηκαν 3µl 10x Loading Buffer για να σταµατήσει η αντίδραση. Τα 23µl 

που προέκυψαν ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2%, που περιέχει 

βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 1µg/ml. Η οπτική παρατήρηση των 

προϊόντων στην πηκτή αγαρόζης έγινε µέσω συσκευής εκποµπής 

υπεριώδους ακτινοβολίας (Foto/Phoresis I, Fotodyne). Ο προσδιορισµός του 

µήκους των επιθυµητών προϊόντων έγινε µέσω της ύπαρξης της 

χαρακτηριστικής µπάντας των bp µε τη βοήθεια µάρτυρα γνωστού µοριακού 

βάρους (100 bp DNA Ladder, Invitrogen UK).  
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Σχήµα 15 : Ο φορέας κλωνοποίησης της pGEM®-T Easy Vector System. Φαίνονται 

τα γονίδια ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη και β-γαλακτοσιδάσης, 

καθώς και οι θέσεις κοπής τoυ περιοριστικού ενζύµου EcoRI. (Από 

www.promega.com). 

 
 

4.7. Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της 

PCR (Sequencing)  

Η µελέτη και η επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των 

προϊόντων έγινε µε την χρησιµοποίηση προγραµµάτων βιοπληροφορικής. Πιο 

συγκεκριµένα, για την εύρεση γνωστών αλληλουχιών, οι οποίες είναι 

καταχωρηµένες στις παγκόσµιες γονιδιακές τράπεζες δεδοµένων (GenBank), 

χρησιµοποιήσαµε το πρόγραµµα BLAST. Η επεξεργασία των αλληλουχιών 

πραγµατοποιήθηκε µε το GeneRunner και τέλος, η πολλαπλή στοίχιση, η 

σύγκριση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και η δηµιουργία φυλογενετικών 

δέντρων έγιναν µε το πρόγραµµα MEGA.
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5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

5.1. Ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης  

Σε όλα τα δείγµατα έγινε PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-

γλοβουλίνης. Στην Εικόνα 1 φαίνεται το αποτέλεσµα της ηλεκτροφόρησης 

κάποιων από τα δείγµατα, που ακολούθησε την PCR, όπου φαίνεται ότι η 

διαδικασία της εκχύλισης έχει πραγµατοποιηθεί σωστά και ότι τα δείγµατα δεν 

περιέχουν αναστολείς.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Αποτέλεσµα PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της β-γλοβουλίνης. 

 

 

5.2. PCR µε εκκινητές που σχεδιάστηκαν στην παρούσα εργασία 

Τα αποτελέσµατα των PCR που πραγµατοποιήθηκαν µε το ζεύγος των 

εκκινητικών µορίων που σχεδιάστηκαν για την παρούσα ερευνητική εργασία 

(41-747) παρουσιάζονται στην Εικόνα 2. Από το αποτέλεσµα της 

ηλεκτροφόρησης φαίνονται τα δείγµατα 796, 858, 868 και 1620. 
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Εικόνα 2: Αποτέλεσµα PCR µε τη χρήση των νέων εκκινητών  

 

5.3. Αποτελέσµατα από την ανάλυση των νουκλεοτιδικών 
αλληλουχιών 

 
Στους Πίνακες 10 και 11 φαίνονται συνοπτικά οι νουκλεοτιδικές και 

αµινοξικές αλλαγές που εντοπίστηκαν στα γονίδια Ε6 και Ε7.  

 
Πίνακας 10: Μεταλλάξεις του HPV για το ογκογονίδιο Ε6 και οι αντίστοιχες 

αµινοξικές αλλαγές στα δείγµατα που µελετήθηκαν 
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Πίνακας 11: Μεταλλάξεις του HPV για το ογκογονίδιο Ε7 και οι αντίστοιχες 

αµινοξικές αλλαγές στα δείγµατα που µελετήθηκαν  

 

 

 

Μετά από τη σύγκριση και τη νουκλεοτιδική στοίχιση των κλινικών 

δειγµάτων µε τις αλληλουχίες άλλων στελεχών HPV-16 [European (E), Aian 

(As), American-Asian (AA), African type-1 (Af-1), African type-2 (Af-2)] από το 

GenBank σχεδιάστηκαν τα φυλογενετικά δέντρα που παρουσιάζονται στα 

Σχήµατα 17 και 18. Από τα σχήµατα αυτά παρατηρούµε ότι τα κλινικά 

δείγµατα που χρησιµοποιήσαµε για την κατασκευή των φυλογενετικών 

δέντρων ανήκουν τόσο στο ευρωπαϊκό στέλεχος (Ε), όσο και στα ΑΑ  και Αf-1 

στελέχη. 
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  A15 c1 E6

 A15 c2 E6

 Asian American E6

 793 E6

 A13 c1 E6

 E E6

 747 E6

 A13 c3 E6

 868 E6 2

 858 E6 2

 868 E6 1

 858 E6 1

 A17 c2 E6

 A24 c2 E6

 A24 c3 E6

 793 E6 1

 A31 E6 1

 A24 c1 E6

 1620 E6 1

 1620 E6 2

 A17 c1 E6

 A17 c3 E6

 Af1 E6

 Af2 E6

 796 E6 1

 796 E6 2

 796 E6

 HPV-16 E6

 As E6

 A6 E6 1

 A13 c2 E6

 793 E6 2

 A38 C3 E6

 1143 E6 1

 1143 E6 2

 A38 c2 E6

 A38 c1 E6

97

77

93

67

59

58

18

38

39

35

32

21

30

28

20

19

14

12

6

5

3

1

82

55

77

64

1

5

0.002

Σχήµα 17: Φυλογενετικό δένδρο για τα γονίδια που ελέγχουν την περιοχή Ε6  
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 A15 c1 E7

 A15 c2 E7

 AA E7

 796 E7

 793 E7

 A38 C3 E7

 858 E7 2

 A24 c2 E7

 858 E7 1

 868 E7 2

 793 E7 2

 A13 c1 E7

 868 E7 1

 A24 c3 E7

 796 E7 1

 E E7

 793 E7 1

 A38 c2 E7

 A24 c1 E7

 1620 E7 1

 1620 E7 2

 HPV-16 E7

 796 E7 2

 A17 c2 E7

 1143 E7 2

 747 E7

 A13 c3 E7

 A6 E7 1

 A13 c2 E7

 A38 c1 E7

 1143 E7 1

 A31 E7 1
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86
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Σχήµα 18: Φυλογενετικό δένδρο για τα γονίδια που ελέγχουν την περιοχή Ε7  
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6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας έχει αναµφισβήτητα συνδεθεί 

αιτιολογικά µε τον ιό των ανθρώπινων θηλωµάτων (HPV) που προσβάλλει 

τους βλεννογόνους. Από αυτούς άλλοι έχουν υψηλό ογκογενετικό δυναµικό 

και αποκαλούνται υψηλού κινδύνου (high risk), άλλοι είναι ενδιάµεσης 

επικινδυνότητας (middle risk) και ανευρίσκονται σε δυσπλασίες και άλλοι είναι 

µη ογκογόνοι και προκαλούν τα κανδυλώµατα (Molijun A, et al, 2005). Ο 

επικρατέστερος τύπος HPV που προκαλεί αυτόν τον τύπο καρκίνου είναι ο 

HPV-16, και ακολουθούν οι τύποι 18, 45, 31 οι οποίοι ανήκουν στους HPV 

υψηλού κινδύνου (Moliju A, et al,  2005; Βrink A.A., et al, 2007).  

Το γονιδίωµα του ιού αποτελείται από ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης 

(ORFs), τα οποία χωρίζονται στις εξής περιοχές: επτά πρώιµες (Ε1-Ε7), δύο 

όψιµες (L1 και L2) και µια περιοχή LCR (Demeret et al., 1995).  Από τις 

περιοχές αυτές, οι Ε6 και Ε7 είναι υπεύθυνες για την ογκογόνο δράση του ιού 

(Deug W, et al, 2004) και φαίνεται ότι ρυθµίζονται από την έκφραση της 

περιοχής Ε2.  

Οι HPVs κατηγοριοποιούνται σε 12 γένη βάσει του LCR, βάσει του 

ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης (ORF) της L1 καψιδιακής πρωτεϊνης, οπότε 

όλα τα µέλη έχουν 60% οµοιότητα στο L1. Τα δυο κύρια γένη HPV είναι τα 

Alpha και Beta PVs στα οποία ανήκουν περίπου το 90% των µέχρι στιγµής 

χαρακτηρισµένων HPV. Από τα 12 γένη, τα γένη Alpha, Beta, Gamma, Mu, 

Nu-Papilloma, είναι PVs του ανθρώπου. Ανάµεσα στο γένος διακρίνονται 

τύποι (types), υπότυποι (subtypes) και παραλλαγές (variants), ανάλογα µε το 

ποσοστό οµοιότητας της καψιδιακής πρωτεϊνης L1. Εάν η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του γονιδίου L1 διαφέρει από άλλα τουλάχιστον 10%, έχουµε 

διαχωρισµό σε τύπους, εάν διαφέρει από 2-10% σε υπότυπους και εάν 

διαφέρει λιγότερο από 2% σε variants (de Villiers  E. M. et al, 2004). 

Στην παρούσα µελέτη έγινε PCR σε δείγµατα από το Αντικαρκινικό 

Νοσοκοµείο Αθηνών Άγιος Σάββας, τα οποία ήταν σε υγρό µέσο ThinPrep και 

από το Γενικό Νοσοκοµείο Λάρισας, µε τη µορφή τραχηλικών επιχρισµάτων 

σε πλακάκι. Οι περιοχές Ε6 και Ε7, που θεωρούνται ότι είναι υπεύθυνες για 

την ογκογόνο δράση του ιού, ενισχύθηκαν µε εκκινητές που σχεδιάσθηκαν, 
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χρησιµοποιώντας το λογισµικό Primer3, µε βάση την κατατεθειµένη 

αλληλουχία στο GenBank του πρότυπου HPV-16. Η PCR έδειξε ότι τα 

δείγµατά µας περιείχαν τον HPV-16. 

Μετά την ενίσχυση των περιοχών Ε6 και Ε7 ακολούθησε κλωνοποίηση 

και αλληλούχιση για να διαπιστωθεί αν υπήρχε στα δείγµατα ταυτόχρονη 

µόλυνση από διαφορετικά HPV-16 variants. Για την υλοποίηση της 

κλωνοποίησης αρχικά πραγµατοποιήθηκε η Autonested GoTaq Flexi PCR για 

την περαιτέρω αύξηση της συγκέντρωσης των προϊόντων και, εν συνεχεία, 

ακολούθησε καθαρισµός των προϊόντων και επεξεργασία µε πρόγραµµα 

βιοπληροφορικής. Με τον τρόπο αυτό προέκυψε ότι τα κλινικά δείγµατα που 

φέρουν τα γονίδια Ε6 και Ε7 φέρουν µεταλλάξεις σε σχέση µε την αντίστοιχη 

πρότυπη αλληλουχία.  

Οι σηµαντικότερες µεταλλάξεις που διαπιστώθηκαν στην περιοχή Ε6 

ήταν οι ακόλουθες: η G126C, που προκαλεί την αµινοξική αλλαγή R15P και 

διαπιστώθηκε σε όλους τους κλώνους και η Τ350G, που προκαλεί την 

αµινοξική αλλαγή L90V και υπάρχει σε όλους σχεδόν τους κλώνους εκτός από 

τους A17C1, A17C3 και A38C3. Η ύπαρξη της συγκεκριµένης µετάλλαξης έχει 

συνδεθεί µε την µετάβαση από ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις τύπου CIN3 σε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας  ICC.  

Αναφορικά µε την περιοχή Ε7 διαπιστώθηκαν 4 διαφορετικές 

µεταλλάξεις: η Τ789C, που προκαλεί την αµινοξική αλλαγή Ι76Ι, η T795G, 

που προκαλεί την Τ78Τ, η G814A, που προκαλεί την αλλαγή G85S, και η 

G815A, που ευθύνεται για την αλλαγή G85D. Oι τρεις από αυτές τις 

µεταλλάξεις (Τ789C, T795G και G814A) βρέθηκαν στον κλώνο Α17C1 και οι 

δύο από αυτές (Τ789C, T795G) βρέθηκαν και στους κλώνους Α15C1 και 

Α15C2. Η  µετάλλαξη Τ789C υπήρχε και στον κλώνο Α24C2, η G814A 

βρέθηκε και στον κλώνο Α38C1, ενώ η τέταρτη µετάλλαξη, η G815A υπήρχε 

µόνο στους κλώνους Α13C2 και A13C3. 

Επιπλέον, έγινε σύγκριση µε αλληλουχίες του Ε6 και Ε7 γονιδίου άλλων 

στελεχών HPV-16 [European (E), Asian (As), American-Asian (AA), African 

type-1 (Af-1), African type-2 (Af-2)] και σχεδιάστηκαν τα  φυλογενετικά δένδρα 

για τις περιοχές Ε6 και Ε7. Από τα φυλογενετικά δένδρα για το Ε6 προέκυψε 

ότι τα Α24C1, A24C2 και A24C3, όπως και τα Α38C1, A38C2 και A38C3 

οµαδοποιούνται µε το Ευρωπαϊκό (Ε) στέλεχος, τα Α15C1 και Α15C2 στην 
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Asian American  (ΑΑ) και οι κλώνοι Α17C1 µε τα Αφρικανικού τύπου-1 (Af-1) 

στελέχη.  

Αναφορικά µε την κλινική εικόνα και τη σχέση της µε τις µεταλλάξεις που 

παρατηρήθηκαν στην περιοχή του Ε6, προέκυψαν οι εξής παρατηρήσεις: α) 

το Ε στέλεχος Α24 σχετίστηκε µε low-grade (LG) καρκίνο τραχήλου και µε τις 

µεταλλάξεις Α184Τ και G201A, ενώ το Ε στέλεχος Α38 σχετίστηκε µε high-

grade (HG) και µε τη µετάλλαξη C143G, β) το ΑΑ στέλεχος Α15 σχετίστηκε µε 

HG στην κλινική εικόνα και µε τις µεταλλάξεις G145T, G201A, T286A, A289G 

και C335T, γ) το Af-1 στέλεχος Α17 συνδέθηκε µε τις µεταλλάξεις G145T, 

T286A, A289G και C335T και µε κλινική εικόνα LG.  

Στην περιοχή Ε7, το Ε στέλεχος Α24, που προκαλεί LG κλινική εικόνα, 

είχε τη µετάλλαξη Τ789C και τα Ε στελέχη Α38 και Α13, µε κλινική εικόνα HG, 

είχαν τις µεταλλάξεις G814A και G815A, αντίστοιχα. Τα ΑΑ στελέχη A15 

σχετίστηκαν τόσο µε LG όσο και µε HG κλινική εικόνα και µε τις µεταλλάξεις 

Τ789C και T795G. Τέλος, το Af-1 στέλεχος Α17 σχετίστηκε µόνο µε LG 

κλινική εικόνα και µε τις µεταλλάξεις Τ789C, T795G και G814A.  

Από τα αποτελέσµατα της µελέτης, προκύπτουν αξιόλογα συµπεράσµατα 

που δίνουν απαντήσεις στα ερωτήµατα που έχουν τεθεί. Συγκεκριµένα, στην 

περιοχή Ε6 οι µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν σχετίζονται τόσο µε LG όσο και 

µε HG κλινική εικόνα, µε εξαίρεση τη µετάλλαξη Α184Τ, η οποία συνδέεται 

µόνο µε LG κλινική εικόνα. Αντίθετα, στην περιοχή Ε7 µόνο µια από τις 

µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν σχετίζεται µόνο µε HG καρκίνο, ενώ οι τρεις 

υπόλοιπες σχετίζονται και µε LG και µε HG κλινική εικόνα. Συνεπώς, δεν 

υπάρχει συσχέτιση ανάµεσα στη σοβαρότητα της νόσου και στη µετάλλαξη.  

Από την άλλη πλευρά, φάνηκε να υπάρχει συσχέτιση ανάµεσα στην 

προέλευση του στελέχους και την κλινική εικόνα, αφού τα Ε στελέχη 

εµφάνιζαν τόσο LG όσο και HG κλινική εικόνα, ενώ από τα µη ευρωπαϊκά 

στελέχη, τα ΑΑ σχετίζονται περισσότερο µε νεοπλασίες (HG) και τα Af-1 

συνδέονται µε χαµηλού σταδίου καρκίνο (LG).  

Η παρούσα εργασία δίνει πολύ χρήσιµες πληροφορίες για τη φυλετική 

προέλευση του HPV-16 που περιέχεται σε δείγµατα της χώρας µας, αλλά για 

τις µεταλλάξεις που υπάρχουν σε αυτόν στις περιοχές Ε6 και Ε7 του 

γονιδιώµατος, οι οποίες είναι οι περιοχές του ιού µε την ογκογόνο δράση. 

Έτσι, τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης έρχονται να προστεθούν σε αυτά 
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άλλων εργασιών για να σχηµατιστεί µια πιο ολοκληρωµένη εικόνα για τους 

HPV. ∆ηµιουργήθηκαν φυλογενετικά δένδρα από τα οποία µπορεί να βρεθεί 

µε ποιο HPV variant οµαδοποιείται ο κάθε κλώνος. Οδηγεί, εποµένως, σε 

χρήσιµα συµπεράσµατα για την ογκογόνο δράση του HPV, τα οποία µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν για τη µελέτη ακόµη µεγαλύτερου αριθµού δειγµάτων και 

σε σύγκριση µε διεθνή βιβλιογραφικά δεδοµένα να βοηθήσουν στη δηµιουργία 

ενός αποτελεσµατικού τρόπου αντιµετώπισής του ιού. 
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