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Η προαναφερθείσα συγχρηματοδοτούμενη πράξη ΕΚΤ-ΕΣΠΑ 2007-2013 έχει ως

σκοπό να εξετάσει την υπόθεση ότι η ελαττωματική ωρίμανση της φυσικής ανοσίας

νωρίς στη ζωή, επηρεαζόμενη από λοιμώξεις, συμβάλλει στην ανάπτυξη

αλλεργικών παθήσεων του αναπνευστικού συστήματος.

Στόχοι της πράξης είναι να περιγραφεί η ωρίμανση της φυσικής ανοσίας σε υγιείς

και ασθματικούς δότες, να διευκρινιστεί η επιρροή των λοιμώξεων στην ωρίμανση

της φυσικής ανοσίας και την ανάπτυξη/επιμονή αλλεργικών αντιδράσεων στους

αεραγωγούς, να προσδιοριστεί η συσχέτιση ιϊκών λοιμώξεων με τη μικροβιακή

αποικιοποίηση του ανώτερου αναπνευστικού και να αποσαφηνιστεί ο ρόλος του

αναπνευστικού επιθηλίου και την αναδόμησης των αεραγωγών στην ανάπτυξη

αλλεργίας και άσθματος. Σκοπός του προγράμματος είναι να αποκαλύψει

σημαντικές βιολογικές διαδικασίες που ενεργοποιούνται στα πρώτα στάδια της

ζωής και συμβάλλουν στην ανάπτυξη αλλεργικών παθήσεων του αναπνευστικού

συστήματος με σημαντική διαγνωστική και θεραπευτική σημασία.

Στο πλαίσιο της πράξης, υλοποιείται το Υποέργο 1 με τίτλο «Ωρίμανση της μη-

ειδικής ανοσίας: επιρροή των λοιμώξεων και ρόλος τους στην ανάπτυξη ατοπίας

και άσθματος» και θα εκτελεστούν επτά (8) Δράσεις.

Το παρόν παραδοτέο 3.3 αποτελεί μέρος της Δράσης 3: «Μελέτη της ωρίμανσης

της φυσικής ανοσίας του πνευμονικού επιθηλίου και συσχέτιση με την ανάπτυξη

αλλεργίας και άσθματος» και περιλαμβάνει όλες τις ενέργειες για τη περιγραφή

των μη ειδικών ανοσιακών αποκρίσεων του επιθηλίου.

Σκοπός του Π.Ε.3 είναι να διερευνηθεί ο ρόλος του αναπνευστικού επιθηλίου στη

διαμόρφωση της μη-ειδικής και ειδικής ανοσιακής απάντησης σε ιογενείς λοιμώξεις

σε διάφορες ηλικιακές ομάδες ενώ τα αποτελέσματα θα συσχετιστούν με την

παρουσία ατοπίας.



3 Παραδοτέο Π.3.3 του Υποέργου 1 της πράξης MIS 377047

Δράση 3:Μελέτη της ωρίμανσης της φυσικής ανοσίας του πνευμονικού επιθηλίου

και συσχέτιση με την ανάπτυξη αλλεργίας και άσθματος.

3.3 Αναφορά για την ανάπτυξη μη ειδικών ανοσιακών αποκρίσεων του

επιθηλίου.

Ύστερα από τη συλλογή επιθηλιακών κυττάρων του αναπνευστικούαπό

διαστρωματοποιημένη ως προς την ηλικία δειγματοληψία σε αλλεργικούς ασθενείς

και υγιείς, μη ατοπικούς μάρτυρες (παραδοτεό 3.2), έγινε η καλλιέργεια των

ρινικών επιθηλιακών κυττάρων.Τα κύτταρα αυτά καλλιεργήθηκαν μέχρι τη τρίτη

γενεά (p=3)σεειδικά καλλιεργητικάμέσα. Ένα ποσοστό (23%) αυτών των

κυττάρων δεν κατάφεραν να καλλιεργηθούν μέχρι τη τρίτη γεννεά, λόγω

ανεπάρκειας ικανοποιητικού αριθμού κυττάρων κατά τη λήψη ή δευτερευόντως

λόγω επιμολύνσεων.Ο συνολικός αριθμός των ατόμων που τα κύτταρα του

αναπνευστικού επιθηλίου κατάφεραν να καλλιεργηθούν είναι 45. Το ποσοστό

επιτυχίας της καλλιέργειας φτάνει το 77%.

Επιπλέον, αφού καλλιεργήθηκαν τα ρινικά επιθηλιακά κύτταρα έως τη τρίτη γενεά

(p=3)και εισήλθαν σε κατάσταση «εφησυχασμού» μετά από επώαση σε θρεπτικό

υλικό χωρίς ορό και συμπληρώματα, ακολούθησε η μόλυνση με έναν ελάσσονα

(HRVA1B) ορότυπο ρινοϊού και έναν μείζονα (HRVA16). Έγινε συλλογή

νουκλεϊκών οξέων (RNA, DNA, πρωτεΐνες), καθώς και των υπερκειμένων των

καλλιεργειών σε 0, 6, 8, 24, 48 και 72 ώρες μετά τη μόλυνση και επακόλουθη

αποθήκευσή τους στους -80οC.

1. Υπολογίστηκε ο χρόνος διπλασιασμού των κυττάρων με τη χρήση του

αλγορίθμου Least Squares Fitting—Exponential (Weisstein, Eric

W. "LeastSquaresFitting--

Exponential."http://mathworld.wolfram.com/LeastSquaresFittingExponenti

al.html).

2. Έγινε αξιολόγηση της κυτταροτοξικότητας των ρινοϊώνHRVA1B και

HRVA16με τη χρήση της τεχνικής crystalviolet στις 24, 48 και 72 ώρες μετά

τη μόλυνση.

3. Έγινε εκτίμηση του ιικού πολλαπλασιασμού στα υπερκείμενα των

κυτταροκαλλιεργειών με τη μέθοδο της τιτλοδότησης στις 8, 24, 48 και 72

ώρες μετά τη μόλυνση με τον ρινοϊό HRVA1B.

4. Σε 25 από τα παραπάνω δείγματα έγινε αξιολόγηση της απελευθέρωσης

ελευθέρων ριζών ύστερα από τη μόλυνση με τον HRVA1B 1, 3 και 24 ώρες

μετά τη μόλυνση, με κυτταρομετρία ροής.

5. Μέτρηση κυτταροκινών και χυμοκινών με τη χρήση των μεθόδων ELISA και

LUMINEX σε υπερκείμενα κυτταροκαλλιεργειών 48 ώρες μετά τη μόλυνση

των ρινοϊών HRVA1B και HRVA16. Η επιλογή των μορίων που μετρήθηκαν

έγινε μετά από μελέτη της σχετικής βιβλιογραφίας αλλά και την ανάλυση

αποτελεσμάτων προηγούμενων μελετών του εργαστηρίου μας.

6. Τέλος, το αποθηκευμένο RNA θα χρησιμοποιηθεί για τη περαιτέρω μελέτη

της έκφρασης επιλεγμένων γονιδίων με Real-timePCR.
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7. Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε με τη χρήση Linearregression

analysis and ONEWAY – ANOVAμε τη χρήση του προγράμματος IBMSPSSstatistics

20.

Αποτελέσματα

Τα δείγματα που καλλιεργήθηκαν και επεξεργάστηκαν βάσει των

προαναφερθέντων αναλύσεων είναι τα ακόλουθα.

ΠΛΗΘΥΣΜΟΣ ΑΛΛΕΡΓΙΚΟΙ ΜΗ

ΑΛΛΕΡΓΙΚΟΙ

Σύνολο

Παιδιά 0 - 3 ετών 3 8 11

Παιδιά >3 - 6 ετών 4 8 12

Παιδιά >6 - 10 ετών 2 4 6

Έφηβοι >10 - 18 ετών 7 5 12

Ενήλικες >18 ετών 5 8 15

Σύνολο 22 32 54

Πίνακας 1. Αριθμός ατόμων που έγιναν οι δειγματοληψίες και ολοκληρώθηκαν τα

πειράματά τους. Φαίνονται οι αριθμοί ανά ηλικιακές ομάδες αλλά και βάση της

παρουσίας ατοπίας και μη.

Εικόνα 1. Ανάλυση παλινδρόμησης του χρόνου διπλασιασμού των ρινικών

επιθηλιακών κυττάρων ανά ηλικία.

Δε φάνηκε να υπάρχουν διαφορές στο ρυθμό πολλαπλασιασμού των κυττάρων

ούτε ανά ηλικία ούτε παρουσία ατοπίας.
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Εικόνα 2. Τα επίπεδα της κυτταροτοξικότητας ύστερα από την μόλυνση με

ρινοϊόHRVA1Bκαι HRV16, 48 και 72 ώρες μετά.

Φαίνεται ότι ύστερα από τη μόλυνση με τον ρινοϊόHRVA1B τα κύτταρα των υγιών

δοτών έχουν υψηλότερη κυτταροτοξικότητα όσο αυξάνεται η ηλικία και αυτή η

διαφορά είναι στατιστικώς σημαντική μεταξύ των ομάδων 0-3 και 3-6 καθώς και

μεταξύ 3-6 και ενηλίκων (p<0.05). Η μόνη ομάδα που εμφανίζει υψηλότερη

κυτταροτοξικότητα μεταξύ υγιών και ατοπικών είναι αυτή των 3-6 ετών (p<0.05).

Όσον αφορά στη τη μόλυνση με τον ρινοϊό HRVA16 φαίνεται ότι αυξάνεται η

κυτταροτοξικότητα όσο αυξάνεται η ηλικία μέχρι τα 18 χρόνια με μόνη εξαίρεση

την ηλικιακή ομάδα 0-3 ετών όπου παρατηρούνται αυξημένα ποσοστά

κυτταροτοξικότητας τόσο στις 48 όσο και 72 ώρες μετά τη μόλυνση σε σχέση με

την ομάδα 3-6 ετών (p<0.05).Βλέπουμε ότι η ομάδα των υγιών εφήβων (10-18)

και η ομάδα των ενηλίκων έχουν υψηλότερη κυτταροτοξικότητα από ότι η ομάδα

3-6 ετών (p<0.05).
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Εικόνα 3. Τιτλοδότηση του ιού HRVA1Bσε υπερκείμενα κυτταροκαλλιεργειών 48

ώρες μετά τη μόλυνση.

Η ομάδα 0-3 ετών των υγιών δοτών φαίνεται να έχει υψηλότερο πολλαπλασιασμό

του ιού στις 48 ώρες σε σχέση με τις ομάδες 3-6 και 6-10 (p<0.05) καθώς και η

ομάδα 6-10 των υγιών δοτών διαφέρει με αυτή των ενηλίκων (p<0.05). Δεν

φαίνεται να υπάρχουν διαφορές μεταξύ υγιών και ατοπικών δοτών.
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Εικόνα 3. Τιτλοδότηση του ιού HRVA1Bσε υπερκείμενα κυτταροκαλλιεργειών 48

ώρες μετά τη μόλυνση.

Η ομάδα 0-3 ετών των υγιών δοτών φαίνεται να έχει υψηλότερο πολλαπλασιασμό

του ιού στις 48 ώρες σε σχέση με τις ομάδες 3-6 και 6-10 (p<0.05) καθώς και η

ομάδα 6-10 των υγιών δοτών διαφέρει με αυτή των ενηλίκων (p<0.05). Δεν

φαίνεται να υπάρχουν διαφορές μεταξύ υγιών και ατοπικών δοτών.
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Εικόνα 4. Α & Β. Ανάλυση παλινδρόμησης (μη γραμμική) για τη παραγωγή

ελευθέρων ριζών 3 (Α)και 24 (Β) ώρες μετά την μόλυνση με τον ρινοϊό HRVA1B

σε συνάρτηση με την ηλικία (p<0.05). Γ. Profile plot των μέσω τιμών της

επαγωγής (mean MFI infected/uninfected) των υγιών σε σχέση με των ατοπικών

κυττάρων ύστερα από τη διέγερση με τον ρινοϊό HRVA1B 1, 3 και 24 ώρες μετά τη

μόλυνση (p<0.05, Repeated measures).

Φάνηκε ότι η επαγωγή ελευθέρων ριζών επηρεάζεται τόσο από την ηλικία

όσο και από τη παρουσία ατοπίας. Φαίνεται ότι τα ρινικά κύτταρα των ατόμων με

ατοπία να παράγουν υψηλότερο ποσό ελευθέρων ριζών σε σχέση με τους υγιείς

(p<0.05).

Στη συνέχεια έγινε ανάλυση της έκφρασης 24 κυτταροκινών (EGF, FGF2,

FRACTAΚLIN, G-CSF, GM-CSF, GRO, IL1A, IL1B, IP10, CCL22 (MDC), MIP1A,

MIP1B, PDGFA, TGFA, TNFΑ, VEGF, ENA-78/CXCL5, IL-20, IL-23, IL-28A, IL-33,

TRAIL/TNFSF10, TSLP, LIF)στα υπερκείμενα των κυτταροκαλλιεργειών όλων των

δοτών 48 ώρες πριν και μετά την ιική λοίμωξη και μετα δύο στελέχη των ρινοϊών

με τη χρήση της τεχνολογίας Luminex.

Η επιλογή των συγκεκριμένων μορίων έγινε βάση βιβλιογραφικών

δεδομένων και πρόβλεψης με το πρόγραμμα String 10 (http://string-db.org/)

ώστε να γίνει αξιολόγηση τόσο του βαθμού ωρίμανσης του επιθηλίου με την

ανίχνευση δικτύου κυτταροκινών που συμμετέχουν στο πολλαπλασιασμό και την

ανάπτυξη του επιθηλίου όσο και στην διαφοροποίηση των ανοσολογικών

αποκρίσεων μέσω της μελέτης χαρακτηριστικών μονοπατιών κυτταρικού θανάτου

και ιικών αποκρίσεων.

Γ.
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Εικόνα 5. Δίκτυα αλληλεπιδράσεων μεταφραστικών μονοπατιών του επιθηλίου που

αφορούν στην ανάπτυξη του επιθηλίου καθώς και στην ανοσολογική απόκριση.

Ακολούθως παρουσιάζονται προκαταρκτικά στοιχεία από τις πρώτες αναλύσεις,

όπου φαίνονται διαφορές ανά ηλικία και παρουσία ατοπίας ακόμη και στη βασική

έκφραση αυτών των μορίων.
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Εικόνα 6.Ανάλυση παλινδρόμησης (μη γραμμική) όσον αφορά στα βασικά επίπεδα

έκφρασης των κυτταροκινών G-CSF (A) GM-CSF (B) IL1B (Γ) PDGFAA (Δ)

(p<0.05).

Βάση των προκαταρτικών αναλύσεων φαίνεται ότι η βασική έκφραση των

κυτταροκινών του επιθηλίου διαφέρουν βάση της ηλικίας κάτι που δείχνει ότι η

ωρίμανση του αναπνευστικού επιθηλίου εξαρτάται από την ηλικία. Επίσης,

υπάρχουν διαφορές στα βασικά επίπεδα έκφρασης μεταξύ ατοπικών και υγιών

επιθηλιακών κυττάρων ατόμων όλων των ηλικιών. Έτσι, διαφαίνεται ότι τόσο η

ηλικία όσο και η ύπαρξη ατοπίας επηρεάζουν δυναμικά τις βασικές λειτουργίες του

επιθηλίου.

Α. Β.

Γ. Δ.
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Εικόνα 7.Ανάλυση παλινδρόμησης (μη γραμμική) όσον αφορά στα βασικά επίπεδα

έκφρασης της κυτταροκίνης MIP1A σε όλες τις ηλικίες (A) MIP1A από 0-18 ετών

(B) (p<0.05) σε υπερκείμενα κυτταροκαλλιεργειών, 48 ώρες ύστερα από διέγερση

με τον ρινοϊό HRVA1B.

Η απόκριση των ρινικών κυττάρων στον ανθρώπινο ρινοϊό HRVA1B φαίνεται ότι

επηρεάζεται από την ηλικία. Φαίνεται ότι στα διαφορετικά χρονικά διαστήματα της

ζωής, από τα πρώτα χρόνια όπου υπάρχει μια μικρή πτώση και μια σταθεροποίηση

της έκφρασης της κυτταροκίνης MIP1A μέχρι και την ηλικία των 15 όπου αρχίζει

και αυξάνεται (7Β). Ύστερα στην ενήλικη ζωή φαίνεται πως πάλι ακολουθεί

διακυμάνσεις. Βλέπουμε λοιπόν ότι δεν είναι γραμμική και απόλυτη η απόκριση

των κυττάρων ανά ηλικία, υπάρχει όμως σημαντική εξάρτηση από το παράγοντα

αυτό.
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και αυξάνεται (7Β). Ύστερα στην ενήλικη ζωή φαίνεται πως πάλι ακολουθεί

διακιμάνσεις. Βλέπουμε λοιπόν ότι δεν είναι γραμμική και απόλυτη η απόκριση των

κυττάρων ανά ηλικία, υπάρχει όμως σημαντική εξάρτηση από το παράγοντα αυτό.

Εικόνα 8.Ανάλυση παλινδρόμησης (μη γραμμική) όσον αφορά στα βασικά επίπεδα

έκφρασης της κυτταροκίνης IL1A σε όλες τις ηλικίεςέως τα 50 έτη (A) και IL1A

από 0-18 ετών (B) (p<0.05) σε υπερκείμενα κυτταροκαλλιεργειών, 48 ώρες

ύστερα από διέγερση με τον ρινοϊό HRVA16.

Η απόκριση των ρινικών κυττάρων στον ανθρώπινο ρινοϊό HRVA16 φαίνεται ότι

επηρεάζεται από την ηλικία. Φαίνεται ότι στα διαφορετικά χρονικά διαστήματα της

ζωής, από τα πρώτα χρόνια όπου υπάρχει μια σταθερή απόκριση της έκφρασης της

κυτταροκίνης ΙL1A μέχρι και την ηλικία των 15 όπου αρχίζει και αυξάνεται (8Β).

Ύστερα στην ενήλικη ζωή φαίνεται πως πάλι ακολουθεί διακυμάνσεις, μία αύξηση

και πάλι πτώση μετά τα 30 έτη. Βλέπουμε λοιπόν ότι δεν είναι γραμμική και

απόλυτη η απόκριση των κυττάρων ανά ηλικία, υπάρχει όμως σημαντική εξάρτηση

από το παράγοντα αυτό.

Συμπερασματικά μπορούμε να πούμε ότι βάση των προκαταρκτικών αναλύσεων

φαίνεται ότι η ηλικία και η ύπαρξη ατοπίας επηρεάζει τόσο τη βασική λειτουργία

του αναπνευστικού επιθηλίου, όσο συμβάλλει και στη διαμόρφωση της μη-ειδικής

και ειδικής ανοσιακής απάντησης σε ιογενείς λοιμώξεις. Περαιτέρω αναλύσεις είναι

αναγκαίες για τη διεξαγωγή πιο ειδικών συμπερασμάτων.

Α.

Β.
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