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  ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
ACTH Adrenocorticotropin Hormone (Αδρενοκορτικοτρόπος ορµόνη) 
AJCC American Joint Committee on Cancer  
APS Ammonium peroxodisulfate (Υπερθειϊκό αµµώνιο) 
ARE Androgen-Response Elements (Ανδρογονοανταποκρινόµενα στοιχεία) 
ATCC American Type Culture Collection  
AUA American Urological Association 
AΤP Adenosine Triphosphate (Τριφωσφορική αδενοσίνη) 
BSA Bovine serum albumin Fraction V (Αλβουµίνη ορού βοός)  
cAMP Cyclic adenosine monophosphate (Κυκλική µονοφωσφορική 

αδενοσίνη) 
CD4 Constant Domain 4 
CD8 Constant Domain 8 
CLSM Confocal Laser Scaning Microscope 
DADLE (D-Ala2, D-Leu5) Εγκεφαλίνη 
DAGO (D-Ala2-N-Me-Phe4, Gly5-ol) Εγκεφαλίνη 
DAF Diaminofluoroscein (∆ιαµινοφλουορσκεΐνη) 
DAF-DA Diaminofluoroscein diacetate (∆ιοξεική ∆ιαµινοφλουορσκεΐνη)  
DHEA Dihydroepiandrosterone (∆ιυδροεπιανδροστερόνη) 
DHEAS Dihydroepiandrosterone (Θειΐκη ∆ιυδροεπιανδροστερόνη) 
DHT Dihydrotestosterone (∆ιυδροτεστοστερόνη) 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (Θρεπτικό Υλικό) 
DMSO Deimethyl sulfoxide (∆ιµεθυλσουλφοξύδιο) 
DNA Desoribonucleic acid (∆εσοξυριβονουκλεϊκο οξύ) 
DPDPE (D-Pen2, D-Pen5) Εγκεφαλίνη 
DSLET (D-Ser2, Leu5) Εγκεφαλίνη 
DTT Dithiothreitol (∆ιθειοθρεϊτόλη) 

DU-145 
Κυτταρική σειρά προερχόµενη από µετάσταση προστατικού 
αδενοκαρκινώµατος στον εγκέφαλο 

ECL Enhanced Chemmiluninescence (Ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια) 
EDTA Ethylenediaminetetraacetin acid (Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ) 
EGF Epidermal Growth Factor (Επιδερµικός αυξητικός παράγοντας) 
EGTA Ethylene glycol-bis (beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid
EKC Ethylketokyclazocine (Αιθυλκετοκυκλαζοσίνη) 

ELISA 
Enzyme-linked immunosorbent assay (Ενζυµοσύνδετη 
Ανοσοπροσροφιτική Μέτρηση)  

ERK 
Extracellular Regulated Kinase (Κινάση ρυθµιζόµενη από 
εξωκυττάρια ερεθίσµατα) 

FAD Flabin Adenine Dinucleotide (Φλαβινο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο) 
FBS Fetal bovine serum (Ορός εµβρύου βοός) 
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FGF Fibroblast Growth Factor (Ινοβλαστικός αυξητικός παράγοντας) 
FITC Fluorescein isothyocyanate (Ισοθειοκυανιούχος φλουοροσκεΐνη) 
FMN Flabin Mononucleotide (Φλαβινοµονονουκλεοτίδιο) 
GDP Guanosine diphosphate (∆ιφωσφορική γουανοσίνη) 
GF/B Glass fibre filters (Φίλτρα ινών υάλου)   
GM-CSF Granulocyte-Macrophage colony stimulating factor  
GΤP Guanosine triphosphate (Τριφωσφορική γουανοσίνη) 
HRP Horseradish Peroxidase (Υπεροξειδάση του ραπανιού) 
HSP Heat Shock Protein (Πρωτεΐνη θερµικού σοκ) 
IC50 Inhibitory Concentration (Μέση κατασταλτική συγκέντρωση) 
IGF Insulin like growth factor (Αυξητικός Παράγοντας Ινσουλίνης) 
IgG Immunoglobulin G (Ανοσοσφαιρίνη G) 
IL6 Interleukin 6 (Ιντερλευκίνη) 
kb kilobases 
Kd Kilodalton 
KD Dissociation constant (Σταθερά διάστασης) 
KΝΣ Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα 

LHRH 
Luteinizing Hormone –Releasing Hormone (Εκλυτική Ορµόνη της 
Ωχρινοποιητικής Ορµόνης) 

LNCaP 
Lymph Node Prostate Cancer (Κυτταρική σειρά προερχόµενη από 
µετάσταση προστατικού αδενοκαρκινώµατος στους λεµφαδένες) 

MAP  
Mitogen Activated Protein (Πρωτεϊνη που ενεργοποιείται από 
µιτογόνους παράγοντες) 

mRNA messenger RNA (Αγγελιοφόρος RNA) 
MSH Melanin Stimulating Hormone (Μελανοτροπίνη) 
MΤΤ (3-(4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (Βρωµιούχο 

(3-(4,5-διµεθυλ θιαζολ-2-yl)-2,5-διφαινυλ τετραζόλιο) 
β-NADPH β-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (Αναγµένη µορφή 

του φωσφορικού νικοταµιδο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου) 
NGF Nerve Growth Factor (Νευρικός αυξητικός παράγοντας) 
NO. Nitric Oxide (Ελεύθερη ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου) 

NOS 
Nitric Oxide Synthase (Συνθετάση της ελεύθερης ρίζας του 
µονοξειδίου του αζώτου) 

ORL1 Opioid Receptor-Like Protein 1 
PBS Phosphate Buffer Saline (Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών) 

PC3 
Κυτταρική σειρά προερχόµενη από µετάσταση προστατικού 
αδενοκαρκινώµατος στο µυελό των οστών 

PCA Polymerase Chain Acid (Υπερχλωρικό οξύ) 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PDGF Platelet Derived Growth Factor 
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PEI Polyethylenimine (Πολυαιθυλενιµίνη) 
PFA Paraformaldehyde (Παραφορµαλδεΰδη) 
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride (Φαινυλο µεθυλ σουλφονυλο φθορίδιο)
POMC Pro-opiomelanocortin (Προ-οπιοµελανοκορτίνη) 
PSA Prostate Specific Antigen (Ειδικό προστατικό Αντιγόνο)  
PΚΑ Protein Kinase A (Πρωτεϊνική Κινάση Α) 
RNA Ribonucleic Acid (Ριβονουκλεϊκό οξύ) 
RPMI RPMI Medium 1640 (Θρεπτικό υλικό) 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Μετά νάτριου άλας του θειϊκού δωδεκυλίου) 

SHBG 
Steroid Hormone Binding Globulin (Σφαιρίνη που συνδέεται µε τις 
στεροειδείς ορµόνες) 

SRIF Somatotropin Release Inhibitory Factor (Σωµατοστατίνη) 
Sst Somatostatin Receptor (Υποδοχείς σωµατοστατίνης) 
T47D Κυτταρική σειρά προερχόµενη από καρκίνωµα µαστού 
TBS Tris Buffered Saline (Ρυθµιστικό διάλυµα Tris) 

TEMED 
N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine (N,N,N',N'-Τετρα-µεθυλενο 
αιθυλοδιαµίνη) 

TGF Transforming Growth Factor (Εξαλλακτικός αυξητικός παράγοντας) 
TNF Tumor Necrosis Factor (Ογκονεκρωτικός παράγοντας 
UICC Union Internationale Contre le Cancer  
β-LPH β-Lipotropin Hormone (Λιποτρόπος ορµόνη) 
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ΠΡΟΣΤΑΤΗΣ 
 

Ο προστάτης, ένας αδένας απαραίτητος για την γονιµότητα, αποτελεί 

ουσιαστικό µέρος του αναπαραγωγικού συστήµατος του άνδρα. Εκκρίνει ένα 

λεπτόχροο γαλακτόχρουν υγρό, το προστατικό υγρό, το οποίο αποτελεί το 1/3 του 

σπέρµατος και το οποίο ενισχύει τη θρέψη, την κινητικότητα και την ανθεκτικότητα 

των σπερµατοζωαρίων ενώ παράλληλα έχει και αντιµικροβιακή δράση. Κατά την 

εκσπερµάτιση, µετά από σύσπαση του αδένα, το προστατικό υγρό προστίθεται στο 

σπέρµα. 

 Ανατοµικά βρίσκεται κάτω από την ουροδόχο κύστη πίσω από το ηβικό οστό 

και µπροστά από το ορθό και περιβάλλει την ουρήθρα. Έχει σχήµα και µέγεθος 

καστάνου. Καθόλη τη διάρκεια της παιδικής ηλικίας το µέγεθος του προστάτου µένει 

σχετικά µικρό αλλά κατά την εφηβεία, µε την επίδραση της τεστοστερόνης αρχίζει να 

µεγαλώνει. Σε ηλικία 20 χρόνων το µέγεθος του σχεδόν σταθεροποιείται. Η 

τεστοστερόνη παίζει καθοριστικό ρόλο όχι µόνο στην ανάπτυξη και στην 

διαφοροποίηση του προστατικού αδένα αλλά και στη διατήρηση της δοµής  και της 

λειτουργικότητας του. 

 

Παθήσεις οι οποίες αφορούν τον προστάτη επηρρεάζουν τόσο το 

ουροποιητικό όσο και το αναπαραγωγικό σύστηµα του άνδρα. Η ηλικία παίζει  

σηµαντικό ρόλο. Μέχρι το 50ο έτος οι περισσότερες παθήσεις που αφορούν τον 

προστάτη είναι απλά φλεγµονές. Μετά το 50ο έτος παρουσιάζονται παθήσεις οι 

οποίες είναι πιο σοβαρές και η συχνότητα εµφάνισής τους είναι ανάλογη µε την 

ηλικία. Οι πιο συχνές είναι η καλοήθης υπερπλασία του προστάτου που συνήθως 

εµφανίζεται µετά τα 50 και το προστατικό αδενοκαρκίνωµα (ή καρκίνος του 

προστάτου) που συνήθως εµφανίζεται µετά τα 60.  

 

ΚΑΛΟΗΘΗΣ ΥΠΕΡΠΛΑΣΙΑ ΤΟΥ ΠΡΟΣΤΑΤΟΥ 
  

Είναι η πιο συχνή  µορφή πάθησης στον άνδρα. Η συχνότητα εµφάνισης 

αυξάνει δραµατικά µετά τα 50 και φτάνει το 90 % σε ηλικία 80 ετών. 
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ΚΑΡΚΙΝΟΣ  ΤΟΥ  ΠΡΟΣΤΑΤΟΥ 
 
Επιδηµιολογία 
 
 Αποτελεί τον πιο συχνό καρκίνο στους άνδρες και τη δεύτερη αιτία θανάτου 

µετά τον καρκίνο του πνεύµονα. Η θνησιµότητα από καρκίνο του προστάτου σε όλο 

τον κόσµο ανέρχεται στις 300.000  το χρόνο, είναι συγκρίσιµη µε αυτή του καρκίνου 

του µαστού και συνεχώς αυξάνει.  Η συχνότητα εµφάνισης και η θνησιµότητα από 

καρκίνο του προστάτου αυξάνονται ραγδαία µε την πάροδο της ηλικίας. Εχει 

παρατηρηθεί  σταδιακή αύξηση των περιστατικών και των θανάτων µε καρκίνο του 

προστάτου τα τελευταία 50 χρόνια, ενώ είναι πολύ πιο συχνός στις αναπτυγµένες 

χώρες από ότι στις αναπτυσσόµενες. Τα µεγαλύτερα ποσοστά εµφάνισης έχουν 

βρεθεί στην Ευρώπη στην Βόρεια Αµερική και στην Αυστραλία. Σύµφωνα µε 

στοιχεία τα οποία αφορούν τη 25ετία 1973-1998 (SEER Cancer Statistics Review, 

National Cancer Institute) (Σχήµα-1) ο αριθµός των νέων διαγνώσεων στις Ηνωµένες 

Πολιτείες ανέρχεται πάνω από τις 200.000  περιπτώσεις ενώ ο αριθµός των θανάτων 

από τη νόσο πάνω από τις 30.000. Παρατηρείται επίσης, ότι ο αριθµός των νέων 

περιστατικών και των θανάτων είναι αρκετά υψηλότερος στους άνδρες της µαύρης 

φυλής. Ανάλογα είναι και τα ποσοστά στην Ευρώπη. 

 
Σχήµα-1. Στατιστικά στοιχεία για τον καρκίνο του προστάτου στις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής τη 
δεκαπενταετία 1973-1978. (National Cancer Institute) 
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Σηµαντικό µέρος των νέων διαγνωσθέντων περιστατικών οφείλεται στην ευρεία 

χρήση νέων διαγνωστικών µεθόδων συµπεριλαµβανοµένης της µέτρησης του ειδικού 

προστατικού αντιγόνου (PSA) και της χρήσης του διορθικού υπερηχογραφήµατος 

(Cooner et al. 1990). Περισσότερο από το ¼ των ανδρών στους οποίους έχει 

διαγνωστεί καρκίνος του προστάτου πεθαίνουν από την αρρώστεια µέσα σε δέκα 

χρόνια και περισσότεροι από τα 2/3 παρουσιάζουν τοπική ή συστηµατική νόσο.  

 Ιστολογικά ο καρκίνος του προστάτου είναι πολύ πιο συχνός από ότι κλινικά. 

Περίπου το 30% των ανδρών άνω των 50 ετών έχουν καρκινικές εστίες χωρίς όµως 

τα κλινικά συµπτώµατα, ενώ ένα πολύ µικρό ποσοστό (1-2%) θα εξελιχθεί σε 

καρκίνο του προστάτου (McNeal et al. 1986; Scardino et al. 1992).  

 Παρά τις τόσο ανησυχητικές στατιστικές µόνον λίγοι προδιαθεσικοί 

παράγοντες έχουν βρεθεί να συµµετέχουν στην ανάπτυξη του καρκίνου του 

προστάτου (Spitz et al. 1991). Αναµφισβήτητα  η οικογενειακή και η κληρονοµική 

προδιάθεση παίζουν πρωτεύοντα ρόλο. Συγγενείς ασθενών έχουν 4 φορές αυξηµένη 

πιθανότητα να εµφανίσουν καρκίνο του προστάτου κατά τη διάρκεια της ζωής τους. 

Ένας κοινός γενετικός µηχανισµός σε οικογένειες µε καρκίνο του προστάτου είναι η 

απώλεια ογκοκατασταλτικών γονιδίων (p53) (Kallioniemi and Visakorpi, 1996). Η 

συχνότητα εµφάνισης του, παρουσιάζει γεωγραφικές, φυλετικές και εθνικές  

διαφορές. Για παράδειγµα ο καρκίνος του προστάτου είναι πιο συχνός στους µαύρους 

της Αµερικής ενώ οι µαύροι της  Αφρικής παρουσιάζουν χαµηλή συχνότητα 

εµφάνισης (Mebane et al. 1990). Χαµηλή είναι η συχνότητα εµφάνισης στην Ασία 

αλλά αυξάνει στους Ασιάτες µετανάστες των Ηνωµένων Πολιτειών της Αµερικής 

(Muir et al. 1991; Shimizu et al. 1991). Από µελέτες έχει προκύψει η πιθανότητα να 

σχετίζεται η ανάπτυξή του µε καρκινογόνες χηµικές ουσίες στον εργασιακό χώρο 

(π.χ. κάδµιο) καθώς και µε διάφορους διατροφικούς παράγοντες, γεγονός που ισχύει 

και  σε άλλα είδη καρκίνου, κυρίως βέβαια σε αυτούς της πεπτικής οδού 

(Giovannucci 1999) . 

Οι διατροφικοί παράγοντες παίζουν σηµαντικό ρόλο στις βιολογικές 

διεργασίες που έχουν ως αποτέλεσµα τη ανάπτυξη  και εµφάνιση ενός καρκίνου. 

Υπάρχουν ουσίες που µπορεί να δρούν ανασταλτικά και άλλες οι οποίες να προάγουν 

τη δηµιουργία και ανάπτυξη ενός όγκου. Μπορεί να εµπλέκονται τόσο σε πρώιµα 

στάδια συµβάλλοντας στη καρκινογένεση (π.χ. αρωµατικοί υδρογονάνθρακες που 

προκαλούν µεταλλάξεις στο DNA)  όσο και σε ενδιάµεσα στάδια αύξησης  και 

εξέλιξης του όγκου. Για παράδειγµα η κατανάλωση υψηλής ποσότητας λίπους 
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(Giovannucci et al. 1993) έχει ως αποτέλεσµα τη παραγωγή ενεργών µεταβολιτών 

όπως ελεύθερες ρίζες οξυγόνου οι οποίες προκαλούν  µεταλλάξεις στο DNA. Από 

την άλλη, οι αντιοξειδωτικές ουσίες που υπάρχουν στις φυτικές τροφές µειώνουν την 

δηµιουργία των  ελεύθερων ριζών οξυγόνου µειώνοντας έτσι την πιθανότητα 

ανάπτυξης καρκίνου (Fleshner and Klotz 1998). 

Στον καρκίνο του προστάτου, από τους διατροφικούς παράγοντες που 

φαίνεται ότι αυξάνουν την πιθανότητα εµφάνισής του είναι η αυξηµένη κατανάλωση 

ζωικού λίπους µέσω των ανδρογόνων και της δηµιουργίας των ελεύθερων ριζών 

οξυγόνου (de Jong et al. 1991; Ross and Gibson 1992; Fleshner and Klotz 1998) 

καθώς και επηρεάζοντας τη σύσταση της κυτταρικής µεµβράνης (Ip et al. 1980). 

Αντίθετα η βιταµίνες D και E και το σελήνιο φαίνεται ότι παίζουν προστατευτικό 

ρόλο (Fleshner and Kucuk 2001; Zhao and Feldman 2001). 

 

   

Σταδιοποίηση 
 

Η ακριβής σταδιοποίηση του καρκίνου του προστάτου είναι απαραίτητη για 

την πρόγνωση και θεραπεία του. Ιστολογική σταδιοποίηση γίνεται µε την κλίµακα 

Gleason η οποία βασίζεται στο βαθµό διαφοροποίησης του προστατικού αδένα όσον 

αφορά την αρχιτεκτονική του δοµή και είναι το σύστηµα που χρησιµοποιείται ευρέως 

σε όλο τον κόσµο. Στην κλίµακα Gleason ο βαθµός αυξάνει παράλληλα µε την 

αποδιοργάνωση της αρχιτεκτονικής του αδένα και την αύξηση της στρωµατικής 

διήθησης. Άλλη µία κλίµακα για την κλινική όµως σταδιοποίηση του καρκίνου του 

προστάτου είναι η Whitmore-Jewett. Πάνω σε αυτήν την κλίµακα βασίζεται και το 

σύστηµα σταδιοποίησης της American Urological Association (AUA). Πρόσφατα η 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) και η Union Internationale Contre le 

Cancer (UICC) συµφώνησαν σε ένα κοινό σύστηµα σταδιοποίησης το ΤΝΜ 

(Montironi et al 2001).  Η σταδιοποίηση του καρκίνου του προστάτου είναι 

απαραίτητη πριν τη θεραπεία του ασθενούς.  

 

∆ιάγνωση του καρκίνου του προστάτου 
 

Η έγκαιρη διάγνωση του καρκίνου του προστάτου είναι καθοριστική για την 

θεραπεία του. Οι πιο ευρέως χρησιµοποιούµενες µέθοδοι είναι: 
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1. Η δακτυλική εξέταση µέσω του ορθού,  µε την οποία  ο γιατρός κάνει ψηλάφηση 

στον προστάτη  και µπορεί να εκτιµήσει το µέγεθος και τη σύστασή του. 

2. Το διορθικό υπερηχογράφηµα. Σπάνια χρησιµοποιείται µόνο για την ανίχνευση 

του καρκίνου του προστάτου αλλά κυρίως για να γίνει βιοψία σε άτοµα που, είτε έχει 

βρεθεί κάτι µε την δακτυλική εξέταση, είτε έχουν µη φυσιολογικά επίπεδα PSA στον 

ορό.   

3. Το ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) το οποίο είναι ένα πρωτεολυτικό ένζυµο 

(σερίνη πρωτεάση) που παράγεται απο τα φυσιολογικά κύτταρα του προστάτου 

(Stamey et al. 1989) αλλά περνάει στον ορό το αίµατος µόνο σε παθολογικές 

καταστάσεις. Αυξηµένα επίπεδα στον ορό µπορούν να παρατηρηθούν όχι µόνο σε 

περιπτώσεις καρκίνου αλλά και στην καλοήθη υπερπλασία του προστάτου καθώς και 

σε απλές φλεγµονές. Όταν η συγκέντρωση του PSA είναι έως 4 ng/ml στον ορό, 

ανάλογα βέβαια και µε τη ηλικία του ασθενούς, τότε θεωρείται φυσιολογική. Οι 

περισσότεροι ασθενείς µε συγκέντρωση PSA στον ορό άνω των 10 ng/ml έχουν 

καρκίνο του προστάτη, ενώ σε περιπτώσεις ασθενών που τα επίπεδα του  PSA στον 

ορό είναι µεταξύ των 4-10 ng/ml  ένα ποσοστό 20%,  έχει  διαγνωστεί, µετά από 

βιοψία, µε καρκίνο του προστάτου. Σε αυτή την περίπτωση η µέτρηση του ελευθέρου 

κλάσµατος του PSA αποτελεί χρήσιµη διαγνωστική προσθήκη. 

    

Θεραπεία 
 

Όταν ο καρκίνος είναι εντοπισµένος στον προστάτη τότε η θεραπεία µπορεί 

να επιτευχθεί µε ολική προστατεκτοµή (Middleton and Larsen 1990), ακτινοθεραπεία 

(Bagshaw et al. 1990), η κρυοχειρουργική, ενώ η ορµονοθεραπεία  χρησιµοποιείται 

ευρέως σε περιπτώσεις µεταστατικού καρκίνου του προστάτου:  

1. Ολική προστατεκτοµή. Είναι ο πιο ενδεδειγµένος τρόπος και περιλαµβάνει τη 

χειρουργική αφαίρεση όλου του προστάτου µαζί µε την κάψα του και τις 

σπερµατοδόχους κύστες που είναι προσκολληµένες στον αδένα. Μετά την ολική 

προστατεκτοµή τα επίπεδα του PSA στον ορό πρέπει να είναι µηδέν.  Ο χρόνος 

επιβίωσης του ασθενούς ανέρχεται στα 10 ίσως και τα 15 χρόνια. Ως µετεγχειρητικές 

επιπλοκές µπορεί να παρατηρηθεί ακράτεια ούρων ή αδυναµία στύσης.    

2. Ακτινοθεραπεία. Είναι η εναλλακτική θεραπεία στην ολική προστατεκτοµή. 

Πραγµατοποιείται είτε µε ακτινοβολία του προστάτου από εξωτερική πηγή 

ακτινοβολίας είτε µε εµφύτευση στον προστάτη ραδιενεργών µικρών πηγών (125Ι) µε 
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στόχο την καταστροφή των καρκινικών κυττάρων. Ο χρόνος επιβίωσης ειναι 

συγκρίσιµος µε αυτόν της ολικής προστατεκτοµής. Προσωρινά µπορεί να ερεθιστεί η 

κύστη ή το ορθό ενώ ένα µικρό ποσοστό µπορεί να παρουσιάσει ακράτεια ούρων και 

αδυναµία στύσης.  

3. Κρυοχειρουργική. Είναι µια µέθοδος που χρησιµοποιείται για δεκαετίες όµως τα 

αποτελέσµατά της δεν είναι ικανοποιητικά λόγω των πολλών επιπλοκών  της και την 

αυξηµένη συχνότητα επανεµφάνισης της νόσου. 

4. Ορµονοθεραπεία. Η συντριπτική πλειοψηφία περιπτώσεων καρκίνου του 

προστάτου εξαρτάται από τα ανδρογόνα για την ανάπτυξη τους. Έτσι µετά την  

παρατήρηση το 1941 από τους Huggins και Hodges ότι η έλλειψη των ανδρογόνων 

προκαλούσε καταστολή της νόσου, η φαρµακευτική ή χειρουργική στέρηση των 

ανδρογόνων χρησιµοποιείται ευρέως. Ο κύριος στόχος είναι η µείωση των επιπέδων 

τεστοστερόνης στον ορό. Χειρουργικά επιτυγχάνεται µε ορχεκτοµή. Φαρµακευτικά 

µε την µηνιαία χορήγηση ενός αναλόγου της LHRH (Garnick 1986; Smith 1986; 

Swanson et al. 1988) που αναστέλλει την παραγωγή  τεστοστερόνης και 

αντικατάστησε την χορήγηση οιστρογόνων τα οποία προκαλούσαν σοβαρές 

καρδιοαγγειακές επιπλοκές. Χρησιµοποιούνται επίσης αντιανδρογόνα (flutamide) 

(Labrie 1991) σε συνδυασµό µε την ορχεκτοµή ή το ανάλογο του LHRH για την 

εξουδετέρωση των ανδρογόνων που παράγονται από τα επινεφρίδια. Με την 

ορµονοθεραπεία παρατηρείται µείωση του µεγέθους του καρκινικού όγκου καθώς και 

των µεταστάσεων (Smith 1987). Παράλληλα, τα επίπεδα του PSA στους 

περισσότερους ασθενείς  µειώνονται κατά 90% και στο 50% των περιπτώσεων 

αγγίζουν τα φυσιολογικά. Σε ασθενείς µε προχωρηµένη νόσο και µεταστάσεις στα 

οστά παρατηρείται γρήγορη και θεαµατική ανακούφιση από τον πόνο. Οι 

παρενέργειες από την ορµονοθεραπεία είναι αποτέλεσµα της µείωσης των επιπέδων 

τεστοστερόνης. Έτσι µπορεί να  παρατηρηθεί µείωση του λίµπιντο και ανικανότητα. 

Παρά την άριστη ανταπόκριση  του προστατικού καρκίνου στην ορµονοθεραπεία,  µε 

την πάροδο του χρόνου   παρατηρείται εξέλιξη της νόσου. Αυτό οφείλεται κυρίως 

στην ύπαρξη ορµονοάντοχων καρκινικών κυττάρων τα οποία επιβιώνουν στην  

έλλειψη των ανδρογόνων. Παρ’ολ’αυτά, αποτελεί  την καλύτερη θεραπευτική αγωγή 

σε περιπτώσεις ασθενών µε µεταστατικό καρκίνο του προστάτου. Η ύφεση της νόσου 

µπορεί να διαρκέσει για µεγάλο χρονικό διάστηµα.  
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Ανδρογόνα,  ανδρογονικοί υποδοχείς και  καρκίνος του προστάτου 
 
Ανδρογόνα  

 Τα ανδρογόνα είναι στεροειδείς ορµόνες, υπεύθυνες για την ανάπτυξη των 

γεννητικών οργάνων στον άνδρα αλλά και των δευτερογενών χαρακτηριστικών του 

φύλου. Παίζουν καθοριστικό ρόλο στην αύξηση και διαφοροποίηση του προστατικού 

αδένα  τόσο κατά την εµβρυική περίοδο  όσο και κατά την εφηβεία (Cunha et al. 

1987; Luke and Coffey 1994). 

 Η αιτιολογία του καρκίνου του προστάτου είναι άγνωστη. Πιστεύεται όµως 

ότι η δράση  των ανδρογόνων συµµετέχει στη δηµιουργία του. Αυτό προκύπτει από 

το γεγονός ότι ευνούχοι άνδρες, οι οποίοι παρουσιάζουν χαµηλές συγκεντρώσεις 

τεστοστερόνης στο αίµα, δεν εµφανίζουν καρκίνο του προστάτου και από το γεγονός 

ότι  η πειραµατική πρόκληση καρκινογένεσης σε πειραµατόζωα απαιτεί ανδρογόνα 

(Ross et al. 1983; Wilding 1992; Whittemore 1994). Παρ’ολ’αυτά δεν είναι γνωστό 

εάν και σε ποιό στάδιο της καρκινογένεσης εµπλέκονται τα ανδρογόνα,  εάν παίζουν 

ρόλο στην εξέλιξη της νόσου, ή εάν απλά προκαλούν τον πολλαπλασιασµό των 

προστατικών καρκινικών κυττάρων. Τα ανδρογόνα παράγονται κυρίως από τους 

όρχεις και σε µικρότερο ποσοστό από τον φλοιό των επινεφριδίων. Στην κυκλοφορία, 

το 90% των ανδρογόνων προέρχεται από τους όρχεις ενώ στον προστάτη το 60% 

προέρχεται από αυτούς. Τα κύρια ανδρογόνα είναι η τεστοστερόνη, και η 5α – 

διϋδροτεστοστερόνη (DHT), µε την τελευταία να αποτελεί  την κύρια µορφή µε την 

οποία τα ανδρογόνα κυκλοφορούν στο αίµα και βιολογικά την πιο δραστική στον 

προστατικό ιστό. Άλλα ανδρογόνα είναι η διϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA) και η 

θειϊκή DHEA (DHEAS),  η  ∆4 ανδροστενεδιόνη,  η ∆5 ανδροστενεδιόλη.    

Η σύνθεση των ανδρογόνων  ξεκινά µε την µετατροπή της 17                              

υδροξυπρογεστερόνης  σε  διϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA) και ακολουθεί ο 

σχηµατισµός της θειικής διϋδροεπιανδροστερόνης (DHEAS), της ανδροστενεδιόνης, 

της τεστοστερόνης η οποία µετατρέπεται σε 5α-διϋδροτεστοστερόνη(DHT). Το 

ένζυµο το οποίο είναι υπεύθυνο για την µετατροπή της τεστοστερόνης σε DHT είναι 

η 5α –αναγωγάση (Harper et al. 1974; Labrie et al. 1987; Geller et al. 1988).  

Πρόσφατα, ως εναλλακτική µορφή ορµονοθεραπείας, δοκιµάζονται 

αναστολείς της 5α-αναγωγάσης αναστέλλοντας έτσι  τη µετατροπή της 

τεστοστερόνης στο δραστικό της ανάλογο, DHT στο επίπεδο του ιστού-στόχου 

(Steers 2001).  
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Σχήµα-2. Η πορεία σύνθεσης των ανδρογόνων 

Τα ανδρογόνα όπως έχει  προαναφερθεί είναι στεροειδείς ορµόνες άρα µικρά 

λιποδιαλυτά µόρια µε ικανότητα να περνούν εύκολα την κυτταρική µεµβράνη. Έτσι η 

δράση τους απαιτεί την σύνδεσή τους µε διαλυτό πρωτεϊνικό υποδοχέα. Οι υποδοχείς 

των στεροειδών ανήκουν στη οικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων και σε αντίθεση 

µε τους µεµβρανικούς υποδοχείς, βρίσκονται στο εσωτερικό του κυττάρου. Στο 

κυτταρόπλασµα, απουσία ανδρογόνων, ενώ επί παρουσία τους, προκαλείται 

µετατόπιση των ανδρογονικών υποδοχέων στον πυρήνα (Chang et al. 1988b; Evans 

1988). Οι ανδρογονικοί υποδοχείς είναι µεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι επάγουν 

ή αναστέλλουν τη µεταγραφή διαφόρων γονιδίων (Kumar and Tindall 1998). Το 
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ανδρογόνο µε την µεγαλύτερη συγγένεια για τον ανδρογονικό υποδοχέα είναι η DHT 

(Zhou et al. 1994).    

Ανδρογονικοί υποδοχείς 

 
Ο υποδοχέας των ανδρογόνων είναι µία µονή πρωτεϊνική αλυσίδα και έχει 

µοριακό βάρος 110 kDa και αποτελείται από τέσσερα τµήµατα Α, Β, Γ και ∆ (Σχήµα-

3Β), από το αµινοτελικό προς το καρβοξυλικό άκρο. Το τµήµα Α φαίνεται ότι είναι 

σηµαντικό για τον καθορισµό του ιστού-στόχου και της ενεργοποίησης των γονιδίων-

στόχων (Tora et al. 1988) (π.χ. το γονίδιο του ειδικού προστατικού αντιγόνου, PSA). 

Το τµήµα που ακολουθεί (Β) αποτελεί τη θέση σύνδεσης του υποδοχέα µε το DNA. 

Αποτελείται από 70 αµινοξικές οµάδες και εµφανίζει µία χαρακτηριστική οργάνωση 

κυστεϊνικών οµάδων µε δοµή δύο δακτυλίων που σταθεροποιείται από ιόντα Zn2+, 

τους “δακτυλίους-ψευδαργύρου” (“Zn-fingers”) (Miller et al. 1985; Berg 1988). Το 

τµήµα αυτό καθορίζει το βαθµό εξειδίκευσης της δράσης του υποδοχέα στα 

ανδρογονορυθµιζόµενα στοιχεία των γονιδίων στόχων (ARE Androgen-Response 

Elements). Το τµήµα Γ συνδέει τα τµήµατα Β και ∆ και δεν φαίνεται να µεταφέρει 

κάποια πληροφορία µεταξύ τους.  Τέλος το τµήµα ∆ είναι αυτό που συνδέεται µε τα 

ανδρογόνα.  Μερικές λειτουργίες χρειάζονται περισσότερα απο ένα τµήµατα και κάθε 

τµήµα επηρρεάζει τη λειτουργία των άλλων. Για  παράδειγµα η µετατόπιση  του 

ανδρογονικού υποδοχέα στον πυρήνα ελέγχεται απο αλληλουχίες  που βρίσκονται και 

στο αµινοτελικό τµήµα καθώς και στο τµήµα που συνδέεται µε τα ανδρογόνα. Από το 

αµινοτελικό τµήµα  ελέγχεται ο διµερισµός και η σύνδεση του ανδρογονικού 

υποδοχέα µε το DNA  του πυρήνα (Lubahn et al. 1988; Rundlett et al. 1990; Zhou et 

al. 1994). Απουσία ανδρογόνων οι υποδοχείς βρίσκονται υπό την ανενεργή µορφή 

συµπλόκων µε την πρωτεΐνη θερµικού σοκ HSP-90 σε αναλογία 2:1. Η παρουσία 

ανδρογόνων οδηγεί στην ενεργοποίηση τους. Ειδικότερα, µετά από τη σύνδεση των 

ανδρογόνων στο τµήµα ∆ των ανδρογονικών υποδοχέων, αποµακρύνονται οι HSP-90 

µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση των “Zn-fingers” περιοχών ενώ παράλληλα οδηγεί 

και σε διµερισµό του υποδοχέα. Το νέο σύµπλοκο είναι ικανό να περάσει στον 

πυρήνα, αναγνωρίσει και να δεσµευτεί µε υψηλή συγγένεια στα AREs που εντοπίζει 

στα χρωµοσώµατα, µεταφέροντας τελικά την ορµονική δράση στο µεταγραφικό 

επίπεδο (Beato and Klug 2000).  

Οι ανδρογονικοί υποδοχείς παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη του 

καρκίνου του προστάτου αφού οι περισσότερες περιπτώσεις ανταποκρίνονται στην 
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ορµονοθεραπεία, η οποία  περιλαµβάνει την στέρηση των ανδρογόνων είτε µε 

ορχεκτοµή ή τη χορήγηση οιστρογόνων, αντιανδρογόνων, ή αναλόγων LHRH (Scott 

et al. 1980; Catalona 1986). Η έκταση και η διάρκεια της ανταπόκρισης διαφέρει,   

δεν είναι προβλέψιµη. Η περαιτέρω εξέλιξη της νόσου, θα οδηγήσει σε ορµονοάντοχο 

καρκίνο του προστάτου (Scott et al. 1980). ∆υστυχώς δεν µπορεί να γίνει συσχέτιση 

µεταξύ υψηλού τίτλου υποδοχέων και ορµονοευαισθησίας. Mελέτες δείχνουν ότι οι 

ανδρογονικοί υποδοχείς µπορεί να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη σε 

ορµονοαντοχή, αφού οι περισσότεροι όγκοι που δεν ανταποκρίνονται στην 

ορµονοθεραπεία εκφράζουν υποδοχείς ανδρογόνων (van der Kwast et al. 1991; 

Ruizeveld de Winter et al. 1994) ενώ η µεταγραφική δραστηριότητα του 

φυσιολογικού υποδοχέα µπορεί να ενεργοποιηθεί χωρίς την παρουσία ανδρογόνων, 

(Culig et al. 1994) εαν ενεργοποιηθούν ενδοκυττάρια µονοπάτια φωσφορυλίωσης 

πρωτεϊνών όπως της πρωτεϊνικής κινάσης Α (ΡΚΑ) από πεπτιδικούς αυξητικούς 

παράγοντες (Denner et al. 1990; Power et al. 1991; Aronica and Katzenellenbogen 

1993; Culig et al. 1994). 

Χαρακτηριστικό του ανδρογονικού υποδοχέα είναι ότι στο αµινοτελικό του 

τµήµα περιέχει επαναλαµβανόµενες περιοχές από γλουταµίνες, προλίνες και 

γλυκίνες. Το µέγεθος του τµήµατος µε τις γλουταµίνες στον ανδρογονικό υποδοχέα 

διαφέρει στον γενικό πλυθησµό (La Spada et al. 1991; Edwards et al. 1992) και 

επηρεάζει την µεταγραφική δραστηριότητά του. Όσο πιο µικρό είναι σε µέγεθος  

τόσο πιο ενεργός είναι ο υποδοχέας (Mhatre et al. 1993; Chamberlain et al. 1994; 

Kazemi-Esfarjani et al. 1995). Άρα εφόσον επηρεάζουν την λειτουργία του 

ανδρογονικού υποδοχέα, τα τµήµατα αυτά ίσως καθορίζουν και την ευαισθησία των 

καρκινικών κυττάρων στα επίπεδα της DHT στον ιστό.    

Το γονίδιο του ανδρογονικού υποδοχέα αποτελείται από 8 εξώνια (Σχήµα-9Α) 

όπως και όλα τα µέλη της οικογένειας των στεροειδών υποδοχέων και βρίσκεται 

πάνω στο  χρωµόσωµα Χ. 
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   Αµινοτελικό τµήµα 
Τµήµα το οποίο συνδέεται µε το DNA

Kαρβοξυτελικό τµήµα που 
συνδέεται µε τα ανδρογόνα 

χήµα-3. Ανδρογονικός υποδοχέας. (Α) Το γονίδιο του ανδρογονικού υποδοχέα αποτελείται από 8 
ώνια. Το µήκος των εσωνίων είναι σε κιλοβάσεις (kb) ενώ των εξωνίων σε ζεύγη βάσεων (pb). (Β) Ο 
δρογονικός υποδοχέας αποτελείται από τέσσερα τµήµατα. 

ολλοί όγκοι έχουν µεταλλαγµένους ανδρογονικούς υποδοχείς εξηγώντας έτσι γιατί 

άποιοι όγκοι δεν ανταποκρίνονται στην ορµονοθεραπεία παρόλο που εκφράζουν τον 

νδρογονικό υποδοχέα (van der Kwast et al. 1991). Μεταλλάξεις στο αµινοτελικό 

ήµα καθιστά τον ανδρογονικό υποδοχέα µεταγραφικά ανενεργό (Jenster et al. 1991; 

imental et al. 1991) ενώ διατηρεί την ικανότητα σύνδεσης µε τα ανδρογόνα. 

ντίθετα µεταλλάξεις στο καρβοξυλικό άκρο κατά κύριο λόγο καταστούν αδύνατη τη 

ύνδεση µε τα ανδρογόνα (Rundlett et al. 1990; Jenster et al. 1991; Simental et al. 

991), ενώ επηρεάζουν και άλλες λειτουργίες όπως τον διµερισµό του υποδοχέα, τη 

εταγραφική ενεργοποίηση, ή την εντόπισή τους στον πυρήνα. 

Η πρώτη µετάλλαξη που βρέθηκε στο γονίδιο του ανδρογονικού υποδοχέα 

τον καρκίνο του προστάτου, ήταν στην καρκινική κυτταρική σειρά  LNCaP 

eldscholte et al. 1990; Kokontis et al. 1991; Veldscholte et al. 1992a).  Το αµινοξύ 

7 στο τµήµα του υποδοχέα που συνδέεται µε τα ανδρογόνα είναι αλανίνη αντί της 

εονίνης. Ο ανδρογονικός υποδοχέας που προκύπτει έχει την ίδια συγγένεια 

ύνδεσης µε τα ανδρογόνα µε τον φυσιολογικό  υποδοχέα. Το αποτέλεσµα της 

λλαγής του αµινοξέος είναι ότι ο µεταλλαγµένος υποδοχέας συνδέεται όχι µόνο µε 
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τα ανδρογόνα αλλά και µε τα οιστρογόνα, τη προγεστερόνη και  τα αντιανδρογόνα 

(Veldscholte et al. 1992a). 

Μεταλλάξεις του ανδρογονικού υποδοχέα έχουν βρεθεί σε αρκετές 

περιπτώσεις καρκίνου του προστάτου αλλά όχι σε όλες. Επιπρόσθετα βρέθηκαν και 

σε αρχικά στάδια της ασθένειας (Newmark et al. 1992) αλλά και σε προχωρηµένο 

καρκίνο του προστάτου (Culig et al. 1993; Suzuki et al. 1993; Taplin et al. 1995), η 

διαφορά όµως  µεταξύ τους ίσως έγκειται στη συχνότητα εµφάνισης. Η πιθανότητα 

ύπαρξης µεταλλαγµένων ανδρογονικών υποδοχέων  στα αρχικά σταδια της νόσου 

ίσως υποδηλώνει έναν επιθετικό όγκο. Το γεγονός πάντως ότι µεταλλαγµένοι 

ανδρογονικοί υποδοχείς δεν έχουν βρεθεί σε όλες τις περιπτώσεις καρκίνου του 

προστάτου υποδηλώνει ότι και ο φυσιολογικός ανδρογονικός υποδοχέας πιθανώς να 

εµπλέκεται στον καρκίνο του προστάτου. Σηµαντικό ρόλο παίζουν και τα επίπεδα 

των κυκλοφορούντων ανδρογόνων καθώς και της 5α- αναγωγάσης. ∆εν πρέπει 

βέβαια να αγνοούµε την  πιθανότητα δηµιουργίας διαφορετικών µορφών του 

ανδρογονικού υποδοχέα από ένα φυσιολογικό γονίδιο λόγω  διαφορετικού 

µατίσµατος σε αναλογία µε τους υποδοχείς οιστρογόνων στον καρκίνο του µαστού. 

(Fuqua et al. 1991; Castles et al. 1993). Καταλαβαίνουµε λοιπόν ότι σε ότι αφορά την 

ενδοκρινική θεραπεία, υψηλά επίπεδα ανδρογονικών υποδοχέων ενός όγκου δεν 

σχετίζονται πάντα µε την ανταπόκρισή του σε αυτήν, δεδοµένου ότι η 

λειτουργικότητα του υποδοχέα είναι σηµαντική. Ο πιο καλός δείκτης της 

λειτουργικότητας των ανδρογονικών υποδοχέων είναι η γνώση της  ακεραιότητας του 

γονιδίου και του προϊόντος του.    

 

Ο κλασσικός τρόπος δράσης των ανδρογόνων όπως περιγράφηκε παραπάνω 

έχει χαρακτηρισθεί ως γενωµικός αφού επηρρεάζει τη µεταγραφή διαφόρων γονιδίων.     

Έχει όµως διαπιστωθεί ότι οι στεροειδείς ορµόνες εµφανίζουν µερικές φορές πολύ 

γρήγορες επιδράσεις  που αρχίζουν µέσα σε λίγα δευτερόλεπτα ή λεπτά από την 

ορµονική έκθεση και δεν περιλαµβάνουν σύνθεση RNA ή πρωτεΐνης. Ταχείες 

αποκρίσεις έχουν περιγραφεί για όλες τις κατηγορίες των στεροειδών ορµονών 

(McEwen 1991; Wehling 1997; Watson and Gametchu 1999a; Borski 2000; 

Falkenstein et al. 2000). Στις περισσότερες περιπτώσεις συµµετέχουν και συστήµατα 

δεύτερων αγγελιοφόρων ή κανάλια ιόντων που υπάρχουν στη πλασµατική µεµβράνη 

(Aronica et al. 1994). Τα παραπάνω ευρήµατα οδήγησαν στην υπόθεση ότι οι 

στεροειδείς ορµόνες αλληλεπιδρούν και µε υποδοχείς στην πλασµατική µεµβράνη για 
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την έναρξη της ταχείας δράσης τους παράλληλα µε το κλασσικό τρόπο δράσης τους 

µέσω ενδοκυττάριων υποδοχέων σε µεγαλύτερα χρονικά διαστήµατα. Επιπλέον, η 

συνολική δράση των στεροειδών είναι αποτέλεσµα της διπλής δράσης τους (γενωµικό 

και µη γενωµικό) (Wehling 1997; Christ et al. 1999; Falkenstein et al. 2000). 

Πράγµατι, µεµβρανικοί υποδοχείς ανιχνεύθηκαν  για διάφορες στεροειδείς ορµόνες 

όπως η προγεsτερόνη, τα οιστρογόνα και τα γλυκοκορτικοειδή (Brann et al. 1995; 

Grazzini et al. 1998; Nadal et al. 1998; Nemere and Farach-Carson 1998). ∆έσµευση 

των στεροειδών σε αυτούς έχει ως αποτέλεσµα ταχεία δράση όπως µεταβολές στο 

κανάλι ασβεστίου, στο cAMP,  στην έκκριση, και το κυτταροσκελετό (Koukouritaki 

et al. 1996) ενώ έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση µιας πικοιλίας κινασών όπως 

για παράδειγµα κινάσες τυροσίνης, σερίνης/θρεονίνης, MAP κινάσες, κινάσες που 

ρυθµίζονται από εξωκυττάρια σήµατα (ERKs) (Mendoza et al. 1995; Di Domenico et 

al. 1996; Migliaccio et al. 1996; Morey et al. 1997) και την επακόλουθη µεταβολή της 

κατάστασης φωσφορυλίωσης σηµαντικών ρυθµιστικών πρωτεϊνών όπως οι κυκλίνες 

(Nigg 1995). 

Τα ανδρογόνα ήταν το τελευταίο µέλος της οικογένειας των στεροειδών 

ορµονών για τα οποία βρέθηκε µη γενωµική δράση τόσο σε κύτταρα που φέρουν  

(Lieberherr and Grosse 1994; Armen and Gay 2000) όσο και σε κύτταρα που δεν 

φέρουν (Benten et al. 1997; Benten et al. 1999a; Benten et al. 1999b) 

κυτταροπλασµατικούς ανδρογονικούς υποδοχείς.  

Mεµβρανικοί υποδοχείς, έχουν ανιχνευθεί σε οστεοβλάστες αρουραίου και σε 

Τ λεµφοκύτταρα και µακροφάγα ποντικού (Bentel et al. 1999).  ∆ιαφέρουν από τους 

κυτταροπλασµατικούς ανδρογονικούς υποδοχείς και ανήκουν στην οµάδα των 

µεµβρανικών υποδοχέων  που συζευγνύονται µε την φωσφολιπάση C µέσω των G 

πρωτεϊνών οι οποίες είναι ευαίσθητες στην τοξίνη του κοκκύτη. ∆έσµευση της 

τεστοστερόνης σε αυτούς του υποδοχείς προκαλεί αύξηση του ελεύθερου 

ενδοκυττάριου αβεστίου και σχηµατισµό 1,4,5 τριφωσφορικής ινοσιτόλης (Lieberherr 

and Grosse 1994). 

 
Ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) 

 

Ένα από τα γονίδια η έκφραση του οποίου ελέγχεται από τα ανδρογόνα  είναι 

αυτό του ειδικού προστατικού αντιγόνου. Το ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) είναι 

µία πρωτεάση, µε µοριακό βάρος 34 kDa η οποία συντίθεται στην εσωτερική 
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στοιβάδα του επιθηλίου του ώριµου προστάτου (Wang et al. 1979; Stamey et al. 

1989). Είναι µία από τις κύριες πρωτεΐνες του προστατικού υγρού, απαραίτητη για 

την ρευστοποίηση του σπέρµατος µετά την εκσπερµάτιση. Πρόκειται για µία 

γλυκοπρωτεΐνη  η οποία αποτελείται από 1 πολυπεπτιδική αλυσίδα 240 αµινοξέων  

και 8% υδατάνθρακες. Το γονίδιο που κωδικοποιεί το PSA έχει µήκος 6 kb 

αποτελείται από 4 εσώνια και 5 εξώνια και βρίσκεται πάνω στο χρωµόσωµα 19 

(Lundwall and Lilja 1987; Riegman et al. 1989; Henttu et al. 1990). Ενεργοποίηση 

του ανδρογονικού υποδοχέα από τα ανδρογόνα έχει ως αποτέλεσµα τη σύνδεση του 

υποδοχέα των µε ειδικές περιοχές στο DNA, ARE (androgen response element) στη 

περιοχή του υποκινητή του γονιδίου του PSA ενεργοποιώντας  έτσι τη µεταγραφή 

του. 

Φυσιολογικά µε την πάροδο της ηλικίας και πιθανώς λόγω της αύξησης του 

µεγέθους του προστάτου αυξάνει η ποσότητα του PSA που περνάει στον ορό του 

αίµατος, η οποία όµως παραµένει σε χαµηλά επίπεδα (< 4ng/ml). Αντίθετα σε 

παθολογικές καταστάσεις του προστάτου, η συγκέντρωση του PSA που περνάει στον 

ορό του αίµατος αυξάνει.  Στον ορό συναντάται σε τρεις  µορφές (Lilja et al. 1991; 

Stenman et al. 1991): (α) ενωµένο µε τον αναστολέα α1 αντιχυµοθρυψίνη, περίπου το 

80% (το ποσοστό ποικίλει από 45-95%) του συνολικού PSA, (β) ενωµένο µε την α2 

µακροσφαιρίνη η οποία σκεπάζει τους διάφορους επίτοπους του PSA και γι’ αυτό το 

λόγο και δεν είναι ανιχνεύσιµο και τέλος (γ) σε ελεύθερη µορφή η οποία είναι 

ανενεργή.  

Η µέτρηση της συγκέντρωσης του PSA στο ορό  αποτελεί σηµαντικό δείκτη 

για τη µετεγχειρητική παρακολούθηση των ασθενών, οι οποίοι υποβλήθηκαν σε 

ολική προστατεκτοµή για ανίχνευση της υπολειπόµενης καρκινικής µάζας καθώς 

επίσης και για την παρακολούθηση της ανταπόκρισης του προστατικού καρκίνου 

στην εφαρµοζόµενη θεραπεία. Πολύ σηµαντικός είναι επίσης και ο ρόλος του  στη 

διάγνωση του καρκίνου του προστάτου σε πολύ αρχικό στάδιο. 

Εκτός από τη µέτρηση του ολικού PSA στον ορό, µελέτες έδειξαν ότι  είναι 

και η µέτρηση του ελεύθερου PSA κυρίως στη διάγνωση του καρκίνου του 

προστάτου και διαχωρισµό του από την καλοήθης υπερπλασία του προστάτου. Σε 

περιπτώσεις όπου η τιµή του ολικού PSA κυµαίνεται µεταξύ 4 και 10 ng/ml η 

µέτρηση του ελεύθερου PSA  βοηθάει στον διαχωρισµό εκείνων των ατόµων στα 

οποία πρέπει να γίνει βιοψία (Catalona et al. 1998). Έχει βρεθεί ότι όταν το ποσοστό 

του ελεύθερου PSA είναι µικρότερο από 25% της συνολικής ποσότητος, είναι 
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απαραίτητο να γίνει βιοψία, ανιχνεύοντας προστατικό καρκίνο σε ποσοστό 95%. 

Άλλες µελέτες αναφέρονται στη χρήση του λόγου  ελεύθερου προς ολικού PSA για 

να γίνει διαχωρισµός µεταξύ καλοήθης υπερπλασίας και καρκίνου. Ο λόγος  

ελεύθερο προς ολικό PSA  φαίνεται να είναι µεγαλύτερος στην  καλοήθη υπερπλασία 

του προστάτου απ’ ότι  στον καρκίνο (Lilja 1993; Bjork et al. 1994). 

Μέχρι πριν από µερικά χρόνια, επικρατούσε η άποψη ότι το PSA παραγόταν 

µόνο από επιθηλιακά κύτταρα του προστάτου (από όπου πήρε και το όνοµά του) 

φυσιολογικά ή καρκινικά. Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί  ότι µικρές ποσότητες  

PSA παράγονται και από καρκινικά  κύτταρα µαστού, εντέρου, πνεύµονα, οωθηκών, 

ήπατος, δέρµατος και σιελογόνων αδένων (Clements and Mukhtar 1994; Diamandis 

and Yu 1995), ενώ παράγεται και από φυσιολογικά κύτταρα ενδοµητρίου, µαστού 

µετά από ενεργοποίηση µε στεροειδή και έχει ανιχνευθεί στο µητρικό γάλα και στο 

αµνιακό υγρό. Επίσης η συγκέντρωση του PSA είναι αυξηµένη στον ορό των εγκύων 

και σε αυτές µε υψηλή συγκέντρωση ανδρογόνων. Παρά ταύτα όµως η κύρια πηγή 

παραγωγής PSA εξακολουθεί να είναι ο προστάτης. 

Το PSA έχει βρεθεί ότι απελευθερώνει την ενεργή µορφή του IFGI (Cohen et 

al. 1992; Cohen et al. 1994) και ενεργοποιεί τον β εξαλλακτικό αυξητικό παράγοντα 

(TGF-B). Παρουσιάζει σηµαντική  µιτογονική δραστηριότητα σε οστεοβλάστες, 

ινοβλάστες και άλλα κύτταρα σε καλλιέργεια (Killian et al. 1993) 
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ΟΠΙΟΕΙ∆Η 
 

Στις αρχές της δεκαετίας του ’70, βιοχηµικά δεδοµένα έδειξαν ότι η δράση 

των αλκαλοειδών του οπίου (π.χ. µορφίνη) επιτελείται µε την πρόσδεσή τους σε 

ειδικές θέσεις, τους οπιοειδείς υποδοχείς. Αυτό οδήγησε τους ερευνητές στη 

διερεύνηση της πιθανής ύπαρξης  ενδογενών ουσιών που θα δρούσαν µετά από 

πρόσδεσή τους σε αυτούς τους υποδοχείς. Το 1975 αποµονώθηκαν και 

ταυτοποιήθηκαν απο τους Hughes και Kosterlitz, δύο πενταπεπτίδια, η µεθειονίνη 

εγκεφαλίνη και η λευκίνη εγκεφαλίνη. Έκτοτε έχει βρεθεί και αποµονωθεί ένας 

σηµαντικός αριθµός ενδογενών πεπτιδίων όπως οι ενδορφίνες, οι δυνορφίνες και οι 

νεο-ενδορφίνες (Hollt 1983).  Εκτός από τα ενδογενή οπιοειδή υπάρχουν και οπιοειδή 

πεπτίδια τα οποία είναι συνθετικά (εξωγενή οπιοειδή πεπτίδια) όπως η  [D-ala2, D-

leu5]-Εγκεφαλίνη (DADLE), η [D-Ser2, Leu5]-Εγκεφαλίνη, Thr6 (DSLET), η [D-Ala2, 

N-Me-Phe4, Gly5-ol]-Εγκεφαλίνη (DAGO) κ.α., καθώς και πεπτίδια µε οπιοειδή 

δράση που προέρχονται από τη διάσπαση της α (Loukas et al. 1983) και β καζεΐνης 

(Brantl et al. 1979; Lottspeich et al. 1980; Chang et al. 1981) (καζοµορφίνες). Η 

βιολογική δράση των οπιοειδών πεπτιδίων επιτελείται µετά από δέσµευσή τους σε 

ειδικούς µεµβρανικούς υποδοχείς. 

  

 

Ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια 
 

 Ένας µεγάλος αριθµός οπιοειδών πεπτιδίων έχει αποµονωθεί µέχρι σήµερα. 

Το σύνολο των ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων ανήκει σε τρεις διαφορετικές 

οικογένειες: τις εγκεφαλίνες, τις ενδορφίνες και τις δυνορφίνες (Hughes and 

Kosterlitz 1983). Η δράση των πεπτιδίων αυτών που µπορεί να είναι ανάλογη των 

νευροδιαβιβαστών, των νευροορµονών ή των κλασικών ορµονών και εξαρτάται από 

την περιοχή στην οποία παράγονται και εκκρίνονται, καθώς και από τα κύτταρα 

στόχους.  

 Τα ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια προκύπτουν από την πρωτεολυτική διάσπαση 

τριών διαφορετικών πρόδροµων πρωτεϊνών τα οποία προέρχονται από τρία 

διαφορετικά γονίδια:  

1. Τη Προ-οπιοµελανοκορτίνη (POMC ) (Σχήµα-4). Η πρωτεΐνη αυτή βρίσκεται σε 

µεγάλες συγκεντρώσεις στην πρόσθια υπόφυση και σε µικρότερες συγκεντρώσεις σε 
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άλλες περιοχές του εγκεφάλου. Ανάλογα µε τη περιοχή του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος στην οποία ανιχνεύεται, από τη διάσπαση της προκύπτουν η 

αδενοκορτικοτρόπος ορµόνη (ACTH), η β-LPH, η β-ενδορφίνη και οι 

µελανινοτρόπους ορµόνες (α - β – γ και γ3 MSH) (Eipper and Mains 1980; Drouin et 

al. 1985). 

 

 
Σχήµα-4. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της POMC (Περιλαµβάνει ένα µόνο οπιοειδές 
πεπτίδιο, την β ενδορφίνη) 
 
 
 

2. Τη Προδυνορφίνη (Σχήµα-5) η οποία βρίσκεται σε µεγάλες συγκεντρώσεις σε 

επιλεγµένες περιοχές του ΚΝΣ όπως ο υποθάλαµος. Απο τη διάσπαση της 

προδυνορφίνης παράγονται η α-νεοενδορφίνη, η β-νεοενδορφίνη, η δυνορφίνη Α, η 

δυνορφίνη Α(1-8), η δυνορφίνη Α(1-7) και  η δυνορφίνη Β. (Seizinger et al. 1984; 

Civelli et al. 1985).      

 
 
 
 

Γονίδιο 

Εξώνιο 1 
(87 bp) 

Εξώνιο 2 
(152 bp) Eσώνιο Β 

3,7Kbp 
Eσώνιο A 
  3,7Kbp 

Εξώνιο 3 
(833 bp)

AAAA……  mRNA 
(1072b)

Pre-POMC 

 ACTH β-LPH

β-LPH ACTHFragment 16K 

γ-MSH α-MSH γ-LPH β-ενδορφίνη 

β-ενδορφίνη 1-27 β-MSH
Μεθειονίνη-Εγκεφαλίνη 

Πεπτιδικό µύνηµα 
(26 αµινοξεα)

γ-LPH β-ενδορφίνη 

POMC 
(241 αµινοξέα)

        

Ενδιάµεσος λοβός 
της υπόφυσης και 
νευρικό σύστηµα 

Πρόσθιος 
λοβός της 
υπόφυσης 
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Σχήµα-5. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της δυνορφίνης 

 

 

Πρόσθιος 
λοβός της 
υπόφυσης 

Οπίσθιος 
λοβός της 
υπόφυσης 

Λευκίνη εγκεφαλίνη 
∆υνορφίνη Α (1-8) 

β- νεοενδορφίνη     δυνορφίνη Α      δυνορφίνη Β 

α- νεοενδορφίνη      δυνορφίνη 1-32 

6Κ

Γονίδιο

   
Προδυνορφίνη 

Πεπτιδικό 
µήνυµα 
 (20 αµινοξέα) 

Προ-προδυνορφίνη 

AAAA……  mRNA 
                        

Eσώνιο Α 
    1,2Kbp 

Eσώνιο Β 
9,9Kbp 

         
        Εξώνιο 1 
        (1,3Kbp) 

      
      Εξώνιο 2 
          (60bp) 

Εξώνιο 3 
(145 bp) Εξώνιο 4 

(2,2Kbp) 
Eσώνιο Γ 
2,2Κbp 

3. Τη Προεγκεφαλίνη Α (Σχήµα-6) η οποία βρίσκεται στο επίπεδο του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος και σε πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις στο µυελό των 

επινεφριδίων (Fleminger et al. 1983; Wilson 1991a). Προιόντα της πρωτεολυτικής 

διάσπαση της είναι η Μεθειονίνη-εγκεφαλίνη, η Λευκίνη-εγκεφαλίνη, η Μεθειονίνη-

εγκεφαλίνη-Arg6-Gly7-Leu8, το επταπεπτίδιο Μεθειονίνη-εγκεφαλίνη -Arg6-Phe7 και 

το Πεπτίδιο Ε.  
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Σχήµα-6.  Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της προεγκεφαλίνης 

Εξώνιο 3
(152 bp) 

Eσώνιο Β 
0,5Kbp 

Eσώνιο Α 
      86bp 

Εξώνιο 2 
(56 bp) Εξώνιο 4

(980bp)Eσώνιο Γ 
3,4Κbp Εξώνιο 1 

(71 bp) Γονίδιο 

    AAAA……  mRNA 
  (1248b)                        Προ-προεγκεφαλίνη 

Πεπτιδικό µήνυµα 
 (26 αµινοξέα) 

   
Προεγκεφαλίνη

Συνεγκεφαλίνη 

23,3 

18,2 

Μυελός των 
επινεφριδίων

12,6 

8,6 
 Μ =Μεθειονίνη Εγκεφαλίνη  
 
Λ = Λευκίνη Εγκεφαλίνη 
 
Ο = Οκταπεπτίδιο 
 
Ε =Επταπεπτίδιο 
 

3,8 
5,3 

4,9 

3,2 
3,6 

Νευρικό 
σύστηµα 

Μ Μ Μ Ο Μ Λ Ε 

 

 

Τα πρωτεολυτικά ένζυµα, τα οποία είναι  υπεύθυνα για τη διάσπαση των  

πρόδροµων µορίων των οπιοειδών πεπτιδίων, έχουν  κλωνοποιηθεί και έχει 

καθοριστεί η αλληλουχία των αµινοξέων τους. Η κατανοµή αυτών των ενζύµων 

στους διάφορους ιστούς δεν είναι καθορισµένη, εξαρτάται από το είδος και τη φύση 

του ιστού, όπως φαίνεται και στα σχήµατα 3-5 (Hollt 1983; Numa 1984).  

Τα ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια εκφράζονται όχι µόνο σε ιστούς νευρικής προέλευσης 

αλλά και σε µια πληθώρα ιστών µη νευρικής προέλευσης.  

Ο κύριος ρόλος των ενδογενών πεπτιδίων είναι στη ρύθµιση του πόνου, ενώ 

συµµετέχουν στην έκκριση ορµονών και νευροπεπτιδίων, στη ρύθµιση της πίεσης του 

αίµατος και άλλων καρδιακών λειτουργιών, στην αναπνευστική καταστολή, στον 

έλεγχο της αναπαραγωγής, ενώ επηρεάζουν και την λειτουργία του ανοσοποιητικού 

συστήµατος (Olson et al. 1985; Hemmick and Bidlack 1990; Gravanis et al. 1999).  

Μελέτες έδειξαν ότι το οπιεργικό σύστηµα είναι από τα κύρια ανασταλτικά 

συστήµατα του οργανισµού, µειώνοντας την δραστηριότητα και/ή την ανάπτυξη των 
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κυττάρων (Ilyinsky et al. 1987). Επιπρόσθετα έχει βρεθεί ότι παρουσιάζουν 

ανασταλτική δράση σε καρκινικά κύτταρα (Kikuchi et al. 1989; Zagon and 

McLaughlin 1989a; Hatzoglou et al. 1996a). 

 

Καζοµορφίνες 
 

Η κύρια λειτουργία των πρωτεϊνών που λαµβάνονται µε την τροφή είναι να 

παρέχουν στον οργανισµό µας τα απαραίτητα αµινοξέα. Οι πρωτεΐνες του γάλακτος 

καθώς και άλλες ζωικές αλλά και φυτικές πρωτεΐνες  (αιµοσφαιρίνη, καζεΐνες, 

γλουτένη) αποτελούν επιπλέον, πηγή βιολογικά ενεργών πεπτιδίων (Schlimme and 

Meisel 1995). Τα πεπτίδια αυτά αποτελούν προϊόντα µερικής ενζυµατικής 

διασπάσεως (πέψης) των παραπάνω πρωτεϊνών.  

 Οι πρωτεΐνες του γάλακτος αποτελούν κύρια πηγή βιολογικά ενεργών πεπτιδίων 

όπως οι εξορφίνες (καζοµορφίνες), φωσφοπεπτίδια  και ανοσοπεπτίδια (Meisel et al. 

1995). Μεγάλο ποσοστό των πρωτεϊνών του γάλακτος (80% του γάλακτος των 

µηρυκαστικών, 40% του ανθρωπίνου γάλακτος) καταλαµβάνουν οι καζεΐνες οι 

οποίες, συντίθενται απο τα επιθηλιακά κύτταρα θηλαζόντων µαστών σε όλα τα 

θηλαστικά. Πρόκειται για φωσφοπρωτεΐνες οι οποίες σχηµατίζουν σταθερά µυκίλλια 

µε ασβέστιο. Η σύνθεση και η έκκρισή τους βρίσκονται κάτω από πολυορµονικό 

έλεγχο, ο οποίος περιλαµβάνει τις στεροειδείς ορµόνες, την προλακτίνη και την 

αυξητική ορµόνη και µία πληθώρα νευροπεπτιδίων και νευροδιαβιβαστών και 

αυξητικών ή τροποποιητικών παραγόντων. Στο αγελαδινό γάλα διακρίνονται  

τέσσερα είδη καζεϊνών, η αs1 καζεΐνη, η β καζεΐνη, η αs2 και η κ-καζεΐνη µε αυτή τη 

σειρά βρίσκονται και τα γονίδια που τις κωδικοποιούν πάνω στο χρωµόσωµα 4 των 

βοοειδών (Hayes et al. 1993). Η β-καζεΐνη, η οποία είναι η µεγαλύτερη σε µέγεθος 

(209 αµινοξέα µε 5 θέσεις φωσφορυλιώσεως) αποτελεί το συνηθέστερο µόριο 

καζεΐνης σε όλα τα µελετηθέντα είδη και στον άνθρωπο αποτελεί την κυριότερη 

καζεΐνη στο γάλα (30% των ολικών πρωτεϊνών και 70% των συνολικών καζεϊνών) 

(Anderson et al. 1982; Lonnerdal 1985). Η πρωτεΐνη αυτή έχει πλήρως ταυτοποιηθεί 

(Greenberg et al. 1984) καθώς και έχει αποµονωθεί και µελετηθεί η δοµή του 

γονιδίου της (Hansson et al. 1994).  Παράλληλα µε τη β-καζεΐνη, προ 20αετίας  

ανιχνεύθηκε και η παρουσία της κ-καζεΐνης η δοµή της οποίας καθώς και του 

αντίστοιχου γονιδίου έχει παράλληλα ταυτοποιηθεί (Waugh and Talbot 1971; 

Chobert et al. 1976; Brignon et al. 1985; Bergstrom et al. 1992). Μέχρι τις αρχές της 
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δεκαετίας του 90 επικρατούσε η άποψη  ότι το ανθρώπινο γάλα δεν περιέχει α-

καζεΐνες (Chtourou et al. 1985; Kunz and Lonnerdal 1990) παρόλο που στο αγελαδινό 

γάλα οι καζεΐνες αυτές αποτελούν περίπου το 50% των συνολικών καζεϊνών 

(Ribadeau-Dumas 1993). Σχετικά πρόσφατα όµως, ανακοινώθηκε η παρουσία της 

αs1-καζείνης στο ανθρώπινο γάλα (Johnsen et al. 1995).  

∆ιάφορα βιοδραστικά πεπτίδια, συµπεριλαµβανοµένων και οπιοειδών 

πεπτιδίων, µπορούν να απελευθερωθούν από τις καζεΐνες µε τη δράση  

πρωτεολυτικών ενζύµων  in vitro και in vivo όπως για παράδειγµα κατά τη διάρκεια 

της επεξεργασίας τροφίµων (από ένζυµα βακτηρίων της ζύµωσης του γάλακτος, 

Lactococcus Lactis) και της πέψης αντίστοιχα (Meisel and Bockelmann 1999). ∆ράση 

οπιοειδών αγωνιστών έχουν παρουσιάσει πεπτίδια όπως οι εξορφίνες προερχόµενες 

από την α-καζεΐνη (τα τµήµατα 90-95 και 90-96 της βόειας α καζεΐνης) (Zioudrou et 

al. 1979; Loukas et al. 1983) και οι β-καζοµορφίνες προερχόµενες από  την 

αλληλουχία 60-66 της βοείου β-καζείνης (Teschemacher and Coch 1991; 

Teschemacher et al. 1997). Η ανθρώπινη β-καζεΐνη, σε ανάλογη θέση περιέχει επίσης 

ένα αντίστοιχο επταπεπτίδιο µε αξιόλογη οπιοειδής δραστικότητα (Brantl 1984). 

Πεπτίδια τα οποία προέρχονται από την α ή β καζεΐνη έχει βρεθεί ότι συνδέονται µε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς στην καρκινική κυτταρική σειρά του µαστού T47D και 

αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Hatzoglou et al. 1996a).  

Η φυσιολογική σηµασία των πεπτιδίων που απελευθερώνονται µε την 

πρωτεόλυση των καζεϊνών έγκειται στη πιθανή in vivo παρουσία τους στο 

γαστρεντερικό σωλήνα (Brantl 1984; Meisel 1986) και  στη κυκλοφορίας του αίµατος 

µέσω της απορρόφησης τους στην εντερική οδό, µετά από τη λήψη γάλακτος και 

γαλακτοκοµικών προϊόντων (Koch et al. 1988; Teschemacher et al. 1997). Μέσω της 

κυκλοφορίας του αίµατος µπορεί να  φτάσουν και σε διάφορα περιφερικά όργανα. 

Έτσι µετά από λήψη γαλακτοκοµικών προιόντων βρέθηκαν στο αίµα τόσο β-

καζοµορφίνες όσο και οι πρόδροµες ουσίες τους ενώ δεν ανιχνεύθηκαν πεπτίδια 

προερχόµενα από την α-καζεΐνη. Επιπλέον β-καζοµορφίνες έχουν βρεθεί στο αίµα και 

στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό θηλαζουσών µητέρων. Εικάζεται ότι οι καζοµορφίνες 

αυτές παίζουν φυσιολογικό ρόλο στη αλληλοεπίδραση ορµονών και αυξητικών 

παραγόντων στο θηλάζοντα µαστό (Nedvidkova et al. 1985). Σε νεογνά  βοειδών 

(Umbach et al. 1985) ή σκύλων (Singh et al. 1989) έχουν ταυτοποιηθεί πρόδροµες 

ουσίες ή αυτούσιες β-καζοµορφίνες στον ορό, µετά από τη λήψη γάλακτος. Ανεύρεση 

των ουσιών αυτών στον εγκεφαλονωτιαίο υγρό ή στον εγκεφαλικό ιστό, έχει 
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συσχετισθεί µε το σύνδροµο αιφνιδίου νεογνικού θανάτου (Ramabadran and Moore 

1988). Τέλος τόσο in vitro (Petrilli et al. 1984; Svedberg et al. 1985) όσο και in vivo 

(Meisel 1986) στον γαστρεντερικό σωλήνα έχουν ανιχνευθεί β-καζοµορφίνες οι 

οποίες έχει αποδειχθεί ότι µπορούν να διασχίζουν το γαστρεντερικό φραγµό προς το 

αίµα (Tome et al. 1987; Mahe et al. 1989; Nyberg et al. 1989; Ermisch 1992; Pasi et 

al. 1993) και θεωρούνται «τροφικές ορµόνες», ενώ έχουν σχέση και µε την 

κινητικότητα του γαστρεντερικού σωλήνα (Daniel et al. 1990). 

 
 
Οπιοειδείς υποδοχείς 
 

Οι µελέτες της δράσεως οπιούχων αλλά και των οπιοειδών πεπτιδίων 

οδήγησαν στην ανακάλυψη των οπιοειδών υποδοχέων το 1973. Αργότερα οι 

διαφορετικές δράσεις των οπιοειδών οδήγησαν στο συµπέρασµα  ότι οι οπιοειδείς 

αυτοί είναι ετερογενείς (Martin et al. 1976; Smith and Simon 1980) δηλαδή ότι 

υπάρχουν περισσότεροι από ένας υποδοχείς µε διαφορετική συγγένεια για τα διάφορα 

οπιοειδή.  Με την ανάπτυξη εκλεκτικών αγωνιστών και ανταγωνιστών (Πίνακας Ι) 

απεκαλύφθη ότι καθένας από τους υποδοχείς έχει µοναδικές φαρµακολογικές 

ιδιότητες (Goldstein and Naidu 1989). Η κατανοµή των οπιοειδών υποδοχέων είναι 

ευρύτατη τόσο στο ΚΝΣ (Castanas et al. 1985) και στο περιφερικό νευρικό σύστηµα 

(Atweh and Kuhar 1977a, b, c; Atweh and Kuhar 1983; Mansour et al. 1995) όσο και 

σε διάφορα όργανα.(π.χ. νεφροί) (Kapusta et al. 1989; Kapusta and Obih 1993; 

Kapusta 1995). 

Πειράµατα αποµόνωσης και χαρακτηρισµού των οπιοειδών υποδοχέων αλλά 

και η κλωνοποίησή τους οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για 

διαµεµβρανικές (επτά διαµεµβρανικά τµήµατα) υδρόφοβες πρωτεΐνες (Σχήµα-7Β) µε 

τρεις εξωκυττάριες και τρεις ενδοκυττάριες αγκύλες (loops), οι οποίες ανήκουν στην 

οικογένεια των υποδοχέων που συζεύγνυται µε G πρωτεΐνες ευαίσθητες στην τοξίνη 

του κοκκύτου (Chen et al. 1993; Kong et al. 1993; Yasuda et al. 1993). Το 

αµινοτελικό άκρο τους είναι εξωκυττάριο ενώ το καρβοξυτελικό ενδοκυττάριο 

(Strosberg 1991). ∆ιακρίνονται σε 3 κύριους υπότυπους. Η αλληλουχία των 

αµινοξέων των υποτύπων παρουσιάζει 65% οµολογία ενώ το υπόλοιπο 35% στο 

οποίο διαφέρουν προσδίδει την εκλεκτικότητα σε κάθε υπότυπο (Reisine and Bell 

1993). Τη µεγαλύτερη οµοιότητα παρουσιάζουν οι διαµεµβρανικές περιοχές και τα 

ενδοκυττάρια τµήµατα. 
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Α. 

 

 

 

 

 

 

Ροδοψίνη ποντκού 
Υποδοχέας της νευροτενσίνης αρουραίου  
Υποδοχέας της εκλυτικής ορµόνης της 
θυρεοτροπίνης ποντικού  
Υποδοχέας της νευροκινίνης (SK) αρουραίου  
Υποδοχέας της neuromedin K αρουραίου 
Υποδοχέςας της ουσίας  P αρουραίου 
 
Υποδοχέας της neuromedin B / bombesin αρουραίου 

Υποδοχέαςτης σεροτονίνης 1c αρουραίου 

Υποδοχέας της ντοπαµίνης D2 αρουραίου 

Αλφα 2 αδρενεργικός υποδοχέας αρουραίου 

Υποδοχέας της ντοπαµίνης D3 αρουραίου 

Βήτα 2 αδρενεργικός υποδοχέας ποντικού 

Αλφα1 αδρενεργικός υποδοχέας αρουραίου 
 

m4 µουσκαρινικός υποδοχέας αρουραίου 

m1 µουσκαρινικός υποδοχέας ποντικού 

 

 

 Β. 

 

 

CHO 

  
CHO 

  
CHO 

  
   CHO 

  1 NH2 

  

Εξωκυτταρική 
πλευρά 

  

Ενδοκυτταρική 
πλευρά 

  
COOH 

Σχήµα-7. Α. Οµολογία των υποδοχέων που ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων µε επτά 

διαµεµβρανικά τµήµατα Β. ∆οµή των υποδοχέων της οικογένειας που αποτελούνται από επτά 

διαµεµβρανικά τµήµατα και συζεύγνυνται µε G πρωτείνες.       CHO: πιθανές θέσεις γλυκοζυλίωσης. 

    : Θέσεις αλληλεπίδρασης µε G πρωτείνες        : Θέσεις φωσφορυλίωσης από πρωτεινικές κινάσες,  
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Έτσι οι οπιοειδείς υποδοχείς διακρίνονται σε : 

•Υποδοχείς  µι (µ), οι οποίοι πήραν το όνοµα τους από την σύνδεσή τους µε τη 

µορφίνη. Από τις ενδογενείς ουσίες καµία δεν συνδέεται µε µεγάλη συγγένεια,   

µονολότι η β-ενδορφίνη παρουσιάζει την µεγαλύτερη εκλεκτικότητα. Για πολλά 

χρόνια επικρατούσε η άποψη ότι οι µι υποδοχείς ήταν οµοιογενείς. Παρ’ολ’αυτά 

κλινικά  η δράση των µι οπιοειδών δεν συµβάδιζε µε έναν µόνο µηχανισµό δράσης. 

Ειδικότερα, ασθενείς οι οποίοι παρουσίαζαν αντοχή σε ένα µι οπιοειδές θα έπρεπε να 

παρουσιάζουν την ίδια και σε ένα άλλο γεγονός το οποίο δεν συνέβαινε (Pasternak et 

al. 1980a). Στοιχεία όµως για την ύπαρξη 2 υποτύπων των µι υποδοχέων προήλθαν 

από µελέτες δέσµευσης και τη χρήση διαφόρων ανταγωνιστών που έδειξαν δύο 

θέσεις σύνδεσης µε διαφορετική συγγένεια και εκλεκτικότητα. Οι δύο οπιοειδείς 

ανταγωνιστές ναλοξοναζίνη (naloxonazine) και ναλοξαζόνη (naloxazone) µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για το διαχωρισµό σε µ1 και µ2 αντίστοιχα (Pasternak et al. 1980b). 

Μετά από κλωνοποίηση του µ υποδοχέα (Chen et al. 1993; Wang et al. 1993) 

βρέθηκε ότι διαφορετικές µορφές του υποδοχέα µπορεί να προκύψουν από 

διαφορετικό µάτισµα το οποίο έχει ως αποτέλεσµα στην αλληλουχία των αµινοξέων 

στο ενδοκυττάριο τµήµα του ενώ η αλληλουχία των αµινοξέων στο διαµεµβρανικό 

τµήµα είναι πάντα η ίδια. Σηµαντικό είναι ότι οι διαφορετικές αυτές µορφές σπάνια 

εκφράζονται όλες στο ίδιο κύτταρο ακόµα και όταν εκφράζονται στην ίδια περιοχή 

(Pasternak 2001). Η ύπαρξη των διαφορετικών µορφών δίνει µία πιθανή εξήγηση για 

τις διαφορές στη δράση της µορφίνης και γενικότερα των µι οπιοειδών. Υπάρχει 

επίσης και ένας ακόµη υπότυπος του µι υποδοχέα ο µ3 µε τον  οποίο συνδέεται η 

µορφίνη και διάφορα αλκαλοειδή οπιοειδή αλλά παρουσιάζει µικρή ή και καθόλου 

συγγένεια για τα ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια η πεπτιδικά ανάλογα (Makman 1994). 

Από τις ενδογενείς οπιοειδείς ουσίες, η β-ενδορφίνη παρουσιάζει την µεγαλύτερη 

συγγένεια για τους µι υποδοχείς.  

 

•Υποδοχείς δέλτα (δ). Η ανακάλυψη του δ υποδοχέα προέκυψε από διαφορές στη 

δράση φαρµάκων σε ιστούς που είχαν αποµονωθεί in vitro. Η Λευκίνη-Εγκεφαλίνη 

και η Μεθειονίνη-Εγκεφαλίνη, συνδέονται µε µεγάλη συγγένεια µε τους δ υποδοχείς 

(Lord et al. 1977; Chang and Cuatrecasas 1979). Φαρµακολογικά δεδοµένα δείχνουν 

ότι υπάρχουν δύο υπότυποι οι δ1 και δ2. Ο δ1 ενεργοποιείται από τον αγωνιστή 

DPDPE και µπλοκάρεται από τον ανταγωνιστή [Ala2-Leu5-Cys6]-εγκεφαλίνη ενώ ο 
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δ2 ενεργοποιείται από τον αγωνιστή DSLET και µπλοκάρεται από τον ανταγωνιστή 

naltridole-5- isothiocyanate. Παρ’ολ’αυτά οι δ υπότυποι δεν έχουν κλωνοποιηθεί. 

 

•Υποδοχείς κάππα (κ). Συνδέονται µε µεγάλη συγγένεια µε την 

αιθυλκετοκυκλαζοσίνη από όπου και πήραν και το όνοµά τους. Τρεις διαφορετικοί 

τύποι κάππα υποδοχέων έχουν χαρακτηρισθεί στο ΚΝΣ και στο περιφερικό σύστηµα: 

οι κ1 υποδοχείς µε κύριο ενδογενές οπιοειδή πεπτίδιο τη ∆υνορφίνη Α, και οι κ2, κ3 

στους οποίους µε µεγάλη συγγένεια συνδέονται η β-ενδορφίνη και το επταπεπτίδιο 

Μεθειονίνη -Εγκεφαλίνη-Arg6-Phe7, αντίστοιχα (Castanas et al. 1984a; Castanas et al. 

1984b; Wollemann et al. 1993). Παλαιότερα, από µελέτες δέσµευσης της β-

ενδορφίνης στον εγκέφαλο (Law et al. 1979; Johnson et al. 1982) όπου µέρος της 

δέσµευσης της β-ενδορφίνης δεν πραγµατοποιούταν µέσω  των µι ή των δέλτα 

υποδοχέων και πειράµατα δέσµευσης µε το γενικό οπιοειδή ανταγωνιστή [3Η] 

διπρενορφίνη (Chang et al. 1981) όπου το 27% της ειδικής δέσµευσης της [3Η] 

διπρενορφίνης δεν αναστελλόταν από την παρουσία του DADLE ή της 

µορφισεπτίνης που µπλοκάρουν τους δ και µ οπιοειδείς υποδοχείς, είχε θεωρηθεί η 

ύπαρξη µιας τέταρτης κατηγορίας οπιοειδών υποδοχέων, οι έψιλον (ε) οι οποίοι όµως 

αποδείχτηκαν φαρµακολογικά ταυτόσηµοι µε τους κ2. 

 

Πίνακας Ι. Οι υπότυποι των οπιοειδών υποδοχέων και οι διάφοροι 
εκλεκτικοί τους οπιοειδείς αγωνιστές. 

Τύπος 
υποδοχέα 

Υπότυποι Αγωνιστές Ενδογενείς  
αγωνιστές 

  DAMGO Met5-Εγκεφαλίνη 

Μι µ1, µ2, µ3 Μορφίνη Ενδορφίνη 

  ∆ερµορφίνη 
 

 

  U69593 ∆υνορφίνη Α 

Κάππα κ1, κ2, κ3 U50488 Ενδορφίνη 

  Κετοκυκλαζοσίνη 
 

 

  DPDPE Met5-Εγκεφαλίνη 

∆έλτα δ1, δ2 ∆ελτορφίνη Leu5-Εγκεφαλίνη 

  DSLET β-ενδορφίνη 
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Τέλος, στην κατηγορία των οπιοειδών υποδοχέων ανήκει και ένα ακόµη 

υποδοχέας ο οποίος έχει κλωνοποιηθεί ο ΟRL1  (opioid receptor-like protein 1) 

(Bunzow et al. 1994; Nishi et al. 1994; Fukuda et al. 1994; Halford et al. 1995). 

Παρουσιάζει 50-60% οµολογία µε τους κ, µ, δ οπιοειδείς υποδοχείς. Είναι 

διαµεβρανικός υποδοχέας που συνδέεται µε G πρωτεΐνες και ανταποκρίνεται στο 

πεπτίδιο orphanin FQ ή nociceptin (Meunier et al. 1995). Σηµαντική διαφορά του 

ΟRL1 σε σχέση µε τους υπόλοιπους είναι ότι προκαλεί υπεραλγησία (Reinscheid et 

al. 1995) η οποία δεν επηρεάζεται από τη δράση του οπιοειδή ανταγωνιστή 

διπρενορφίνη (Rossi et al. 1997). O ΟRL1 κωδικοποιείται από το ίδιο γονίδιο που 

κωδικοποιεί τον κ3 και πιθανώς πρόκειται για αποτέλεσµα εναλλακτικού µατίσµατος 

του ίδιου γονιδίου (Meunier 1997). 

 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς όπως προαναφέρθηκε συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

και η δράση τους εξαρτάται από τη δράση αυτών των πρωτεϊνών. Οι G πρωτεΐνες 

αποτελούνται από τρεις υποµονάδες την α, τη β και τη γ. Μελέτες έως τώρα έχουν 

δείξει την ύπαρξη 18 διαφορετικών α υποµονάδων, 5 β και 7 γ (Rens-Domiano and 

Hamm 1995). Ανεξάρτητα ποιες 3 υποµονάδες συµµετέχουν στη δηµιουργία της G 

πρωτεΐνης η σύνδεση ενός αγωνιστή σε οπιοειδή υποδοχέα προκαλεί την 

αποδέσµευση GDP από την α υποµονάδα και ακολουθεί η δέσµευση ενός  GΤP 

(Hamm 1998). Η δέσµευση αυτή προκαλεί το διαχωρισµό των τριών υποµονάδων σε 

α- GΤP και β-γ. Τόσο η α- GΤP όσο και η β-γ υποµονάδες ενεργοποιούν 

ενδοκυττάρια µηνύµατα όπως το cAMP, τα ιόντα αβεστίου, καλίου και νατρίου, την 

τριφωσφορική ινοσιτόλη και τις πρωτεινικές κινάσες. Η δράση των G  πρωτεϊνών 

σταµατά όταν µε την ενδογενή GΤP-άση δραστικότητα της α υποµονάδας γίνει 

υδρόλυση του δεσµευµένου GΤP σε GDP και ανόργανο φώσφορο και η α-GDP 

πλέον επανασυνδεθεί µε τις β-γ υποµονάδες.  

Ως σύστηµα δεύτερου αγγελιοφόρου σηµαντικό ρόλο παίζουν οι αδενυλικές 

κυκλάσες, µία οικογένεια ενζύµων που µετατρέπουν το ΑΤP σε cAMP. Το cAMP 

ενεργοποιεί µια σειρά από πρωτεϊνικές κινάσες οι οποίες ελέγχουν πολλές 

διαφορετικές διεργασίες από τον µεταβολισµό εως τη µεταγραφή γονιδίων µέσω της 

φωσφορυλίωσης (Tang and Gilman 1992). Μέσω των οπιοειδών υποδοχέων (µ, δ, κ) 

προκαλείται αναστολή της συγκέντρωσης του cAMP (Law et al. 1983; Kazmi and 

Mishra 1987; Lawrence and Bidlack 1993; Cheng et al. 1995). Και  οι τρεις υποδοχείς 

συνδέονται µε διαύλους Ca2+ και Κ+ (North 1993). Επίσης η αλληλεπίδρασή τους µε 



  Εισαγωγή 28 
 

τις φωσφολιπάσες C οι οποίες συµµετέχουν στην ανακύκλωση της 

φωσφατιδυλοινοσιτόλης καθώς και η πρωτεϊνική φωσφορυλίωση ίσως εµπλέκονται 

ως δεύτεροι αγγελιοφόροι στην λειτουργία ενός οπιοειδούς υποδοχέα (Childers 

1991).      

 

Σχέση οπιοειδών και καρκίνου 
 

Παρόλο που ο ρόλος του ενδογενούς οπιεργικού συστήµατος είναι αρκετά 

καλά τεκµηριωµένος σε διάφορες λειτουργίες του οργανισµού, όπως η αίσθηση του 

πόνου, η ψυχική διάθεση  και το φαινόµενο της ανταµοιβής, καθώς και στην 

τροποποίηση διαφόρων κυτταρικών λειτουργιών όπως η νευροενδοκρινική έκκριση 

και η τροποποίηση του ανοσολογικού συστήµατος, λίγα είναι γνωστά για τη 

συµµετοχή του στο φαινόµενο της κακοήθους εξαλλαγής. Οι πρώτες µελέτες που 

συσχέτιζαν την καρκινογένεση και το οπιεργικό σύστηµα  πραγµατοποιήθηκαν από 

τους Aylsworth et al. (1979) όπου η χηµική καρκινογένεση σε ποντίκια 

αναστέλλονταν ή επιβραδυνόταν από ουσίες που παρεµπόδιζαν τη σύνδεση των 

οπιοειδών µε τους υποδοχείς τους. Αργότερα, βρέθηκε ότι µετασχευόµενοι όγκοι σε 

αρουραίους επηρεάζονταν από την παρουσία ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων τα 

οποία ελάττωναν την διάρκεια επιβιώσεως των κατασταλτικών κυττάρων  του 

ανοσολογικού συστήµατος. Η δράση αυτή των οπιοειδών αναστελλόταν από την 

παρουσία οπιοειδών ανταγωνιστών (Lewis et al. 1983). Μετέπειτα µελέτες, απέδειξαν 

όµως ότι η δράση τους  προερχόταν από τη  τροποποιητική τους δράση στο επίπεδο 

του κεντρικού νευρικού συστήµατος (Shavit et al. 1986). Οπιοειδή πεπτίδια ή/και 

οπιοειδείς υποδοχείς έχουν βρεθεί τόσο σε όγκους  του κεντρικού και του 

περιφερικού νευρικού συστήµατος όσο και σε όγκους µη νευρικής προέλευσης όπως 

στο µαστό, στις ωοθήκες, στη µήτρα, στο στοµάχι, στο ήπαρ. (Castanas et al. 1984; 

Castanas et al. 1984; Bostwick et al. 1987; Zagon et al. 1987). Τα οπιοειδή πεπτίδια 

παρουσιάζουν ανασταλτική δράση µειώνοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό τόσο 

σε in vivo όσο και σε in vitro συστήµατα  κατά δοσοεξαρτώµενο και αναστρέψιµο  

τρόπο (Ilyinsky et al. 1987; Kikuchi et al. 1987a; Maneckjee et al. 1990a). 

 Από όσα αναφέρθηκαν παραπάνω είναι φανερό ότι τα οπιοειδή και οι 

υποδοχείς τους εµπλέκονται στο φαινόµενο της καρκινογένεσης χωρίς όµως ο ρόλος 

τους να είναι ξεκάθαρος, ενώ δεν υπάρχουν δεδοµένα για τη σχέση τους µε τον 

προστατικό καρκίνο. 
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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΕΡΩΤΗΜΑ 
 

 Ιστολογικά ο καρκίνος του προστάτου είναι πολύ πιο συχνός από την κλινικά 

διαγνωσθείσα νόσο. Μόνο το 1-2 % των ιστολογικά ανιχνεύσιµων περιπτώσεων θα 

εξελιχθεί κλινικά (Boring et al. 1991). Η παρατήρηση αυτή οδήγησε στο συµπέρασµα 

ότι στον προστατικό αδένα υπάρχουν παράγοντες που ελέγχουν τον πολλαπλασιασµό 

των καρκινικών κυττάρων. Στον προστάτη έχουν ανιχνευθεί µία σειρά από 

νευροπεπτίδια συµπεριλαµβανοµένου και των οπιοειδών για τα οποία υπάρχουν 

ενδείξεις ότι επηρεάζουν την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων τόσο 

του φυσιολογικού όσο και του καρκινικού ιστού. Η δράση των οπιοειδών σε διάφορα 

συστήµατα είναι κατά κύριο λόγο κατασταλτική. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι 

αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό καρκινικών κυττάρων µαστού 

(Hatzoglou et al. 1996c) και πνεύµονα (Maneckjee et al. 1990b) ενώ δεν υπάρχουν 

στοιχεία για τη σχέση οπιεργικού συστήµατος και προστατικού καρκίνου. 

 Ο καρκίνος του προστάτου αποτελεί µία από τις συχνότερες νεοπλαστικές 

παθήσεις στον άντρα. Πρόκειται για έναν ορµονοεξαρτώµενο όγκο, σε αναλογία µε 

τον καρκίνο του µαστού στις γυναίκες, µε σαφή ευνοϊκή ανταπόκριση στην 

ορµονοθεραπεία. Η µη προυπάρχουσα γνώση, σε συνδυασµό µε την αναλογία του 

προστάτου µε τον µαστό ως προς την ορµονοευαισθησία σε στεροειδείς ορµόνες µας 

έδωσε το έναυσµα για την πραγµατοποίηση της παρούσης διατριβής µε στόχο τη 

διερεύνηση: 

 

• της πιθανής δράσεως των οπιοειδών στον καρκίνο του προστάτου  

 
• του ρόλου των τροφικά προερχόµενων οπιοειδών (καζοµορφινών) 

 
• πιθανών νέων πηγών οπιοειδών και 

 
• του τρόπου δράσεως των οπιοειδών στον προστάτη,  

 

 

και µε σκοπό τη µελέτη της φυσιολογίας και παθοφυσιολογίας του προστατικού 

αδένα και τη νέα φαρµακευτική προσέγγιση της νόσου συµπεριλαµβανοµένης και της 

εξατοµίκευσης της θεραπείας.
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
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ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΥΛΙΚΑ 
 

Για την εκπόνηση της παρούσας διατριβής χρησιµοποιήθηκαν οι ακόλουθες 

κυτταρικές σειρές: 

 

α) DU-145 

 Η κυτταρική σειρά DU-145 προέρχεται από εγκεφαλική µετάσταση  

αδενοκαρκινώµατος του προστάτου (Stone et al. 1978). Ο χρόνος διπλασιασµού των 

κυττάρων σε καλλιέργεια είναι 34 ώρες. Καρυοτυπική ανάλυσή τους παρουσιάζει 

ανευπλοειδία µε 64 χρωµοσώµατα. Είναι µια ορµονοάντοχη καρκινική κυτταρική 

σειρά, τα κύτταρα δεν εκφράζουν υποδοχείς ανδρογόνων και έτσι δεν 

ανταποκρίνονται στα ανδρογόνα. Παράγουν και εκκρίνουν EGF και TGF-α και έχουν 

υποδοχείς EGF. Ενεργοποίηση αυτών των υποδοχέων είναι καθοριστική για τον 

πολλαπλασιασµό των κυτταρων in vitro. Ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων  είναι 

ευαίσθητος στον ενδογενώς παραγόµενο EGF και λιγότερο στον εξωγενή. (Connolly 

and Rose 1989). Επιπλέον στο θρεπτικό των DU-145 κυττάρων µετά από καλλιέργεια 

έχει βρεθεί και ο αυξητικός παράγοντας ΙGF-ΙΙ µε αυτοκρινή δράση. Ο 

πολλαπλασιασµός των κυττάρων DU-145 ενεργοποιείται από τον IGF-I (Iwamura et 

al. 1993) την ιντερλευκίνη 6 (Siegall et al. 1990) και τον bFGF (Nakamoto et al. 

1992).  

 

 

β) PC3 

 Πρόκειται για µία κυτταρική σειρά η οποία προέρχεται από µετάσταση  

προστατικού αδενοκαρκινώµατος στο µυελό των οστών και παρουσιάζει χαµηλό 

βαθµό διαφοροποίησης (Kaighn et al. 1979). Σε καλλιέργεια ο χρόνος διπλασιασµού 

των κυττάρων είναι 33 ώρες. Σε αθυµικά ποντίκια τα κύτταρα PC3 έχουν τη 

ικανότητα να προκαλούν τη δηµιουργία µεταστατικών όγκων. Τα κύτταρα 

παρουσιάζουν ανευπλοειδία µε 60 χρωµοσώµατα ενώ πάντα απουσιάζουν τα 

χρωµοσώµατα 2, 3, 5, 15 και Y. ∆εν ανταποκρίνονται στη δράση των ανδρογόνων, 

παρόλο που εκφράζουν υποδοχείς ανδρογόνων οι οποίοι όµως έχουν χάσει την 

λειτουργικότητά τους (Yuan et al. 1993). Τα κύτταρα PC3 εκκρίνουν τους εξής 

αυξητικούς παράγοντες: EGF, TGF-a, IGF-I, PDGF1 και 2 (Sitaras et al. 1988), bFGF 

(Nakamoto et al. 1992) και GM-CSF, ενώ έχουν υποδοχείς EGF (Ching et al. 1993) 

και IGF Ι.  
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γ) LNCaP 

 Η κυτταρική σειρά προέρχεται από µετάσταση προστατικού 

αδενoκαρκινώµατος στους λεµφαδένες (Horoszewicz et al. 1983). Σε καλλιέργεια ο 

χρόνος διπλασιασµού των κυττάρων είναι 60-72 ώρες και παρουσιάζουν 

ανευπλοειδία µε αριθµό χρωµοσωµάτων που ποικίλει από 76 εως 91. Πρόκειται για 

µία ορµονοευαίσθητη καρκινική σειρά του προστάτου. Ανταποκρίνεται στα 

ανδρογόνα µε επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Horoszewicz et al. 1983). 

Στο τµήµα του ανδρογονικού υποδοχέα που συνδέεται µε τα ανδρογόνα παρατηρείται 

µετάλλαξη του αµινοξέος αλανίνη αντί της θρεονίνης877 (Veldscholte et al. 1990; 

Kokontis et al. 1991; Veldscholte et al. 1992b) που έχει ως αποτέλεσµα και τα 

αντιαδρόγονα να επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και ο υποδοχέας να 

συνδέεται και µε τα οιστρογόνα και την προγεστερόνη. Ένα χαρακτηριστικό των 

κυττάρων LNCaP είναι ότι πρόκειται για καλά διαφοροποιηµένα κύτταρα τα οποία 

παράγουν ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) και αλκαλική φωσφατάση. Επίσης 

παράγουν και εκκρίνουν EGF, εκφράζουν υποδοχείς EGF και ανταποκρίνονται στη 

µιτογόνο δράση του (Connolly and Rose 1991; Hofer et al. 1991; Ching et al. 1993). 

 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

1. Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών 
 

Υλικά-Συσκευές 
Κυτταρική σειρά PC3 (ECACC 90112714 UK)  
Κυτταρική σειρά DU-145  ( ACC 261 DSMZ Germany) 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
RPMI 1640 Medium (Gibco -BRL Life Technologies, UK) 
Dulbecco’s Modified eagle medium: DMEM (Gibco -BRL Life Technologies, UK) 
Ορός εµβρύου βοός: FBS (Gibco -BRL Life Technologies, UK) 
∆ιάλυµα τρυψίνης- EDTA (Gibco -BRL Life Technologies, UK) 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS (Sigma, USA) 
Χρωστική Trypan-blue ( Seromed Biochrom, Germany ) 
Φλάσκες καλλιεργειών (Corning & Costar, USA) 
DMSO (Sigma, USA) 
Μικροσκόπιο ορατού φωτός (Olympus, Japan)  
Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή Malassez 
∆ιάλυµα 5Ν ΝaΟΗ (Merck, Germany) 
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Μέθοδος 

Τα κύτταρα DU-145, LNCaP και PC3 καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο 

ρυθµισµένο σε θερµοκρασία 37 oC και σε υγρή ατµόσφαιρα 5%CO2/95% αέρα. Το 

θρεπτικό υλικό καλλιέργειας περιείχε RPMI για τα κύτταρα DU-145 και LNCaP και 

DMEM για τα κύτταρα PC3, 10% FBS και το pH του ήταν ρυθµισµένο στο 7,4. Το 

υλικό των καλλιεργειών ανανεωνόταν κάθε 48 ώρες. Όταν η καλλιέργεια των 

κυττάρων κάλυπτε περίπου το 80-90% της επιφάνειας της φλάσκας καλλιεργειών 

εκπλένονταν µε φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα και στη συνέχεια εκτίθεντο σε 

διάλυµα θρυψίνης- EDTA για 10 περίπου λεπτά. Στο τελευταίο διάλυµα προστίθεντο 

θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα ανακινόνταν προκειµένου να επιτευχθεί πλήρως η 

αποκόλληση από το πλαστικό καλλιέργειας. Μικρή ποσότητα του παραπάνω 

διαλύµατος ελαµβάνετο για τον προσδιορισµό του αριθµού των κυττάρων. Ο 

προσδιορισµός πραγµατοποιούνταν µε άµεση µέτρηση σε πλάκα Malassez και τη 

βοήθεια µικροσκοπίου ορατού φωτός, σε µεγέθυνση 40x. Όλα ή µέρος των κυττάρων 

στην κατάλληλη συγκέντρωση τοποθετούνταν σε διάφορα πλαστικά δοχεία  

καλλιεργειών ανάλογα µε τις ανάγκες των πειραµάτων.  

 Τα κύτταρα καταψύχονταν σε τακτά χρονικά διαστήµατα έτσι ώστε να 

διατηρούνται σε χαµηλό αριθµό γενεών και τα πειράµατα να πραγµατοποιούνται στον 

ίδιο περίπου αριθµό γενεών. Συγκεκριµένα 5x106 κύτταρα τοποθετούνταν σε 

αποστειρωµένα σωληνάρια βαθιάς κατάψυξης και τους προστίθετο σταγόνα-σταγόνα 

υπό συνεχή ανάδευση 1 ml υλικού παγώµατος, το οποίο περιείχε θρεπτικό υλικό 

καλλιέργειας, ορό εµβρύου βοός και DMSO σε αναλογία 70:20:10. Στη συνέχεια 

τοποθετούνταν στους –80oC και µετά από µερικές µέρες σε υγρό άζωτο. Η διαδικασία 

της βαθειάς κατάψυξης των κυττάρων είναι απαραίτητο να πραγµατοποιηθεί 

σταδιακά ώστε να επιτευχθεί διατήρηση της ακεραιότητάς τους. Αντίθετα, η απόψυξη 

των κυττάρων πρέπει να είναι γρήγορη. Έτσι τα παγωµένα κύτταρα θερµαινόταν 

στους 37 oC και τοποθετούνταν σε θρεπτικό υλικό καλλιέργειας στην ίδια 

θερµοκρασία. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση σε 1200 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 10 

λεπτά ενώ στη συνέχεια τα κύτταρα τοποθετούνταν σε καλλιέργεια όπως παραπάνω. 
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2. Μελέτη του ρυθµού πολλαπλασιασµού των κυττάρων µε την τεχνική του 
µεταβολισµού του ΜΤΤ 

 

Υλικά – Συσκευές 
Πλάκες καλλιέργειας 24 οπών (Corning & Costar, USA) 
ΜΤΤ thiazol blue [3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide] 
(Sigma USA) 
Προπανόλη 1 (Lab-Scan Analytical Sciences, Ireland) 
RPMI 1640 Medium (Gibco - Life Technologies, UK) 
Φωτόµετρο ELISA (Anthos Reader 2001) 
 

∆ιαλύµατα  
∆ιάλυµα ΜΤΤ σε RPMI 5mg/ml: Το ΜΤΤ διαλύθηκε σε RPMI και διηθήθηκε έτσι 
ώστε να αποστειρωθεί. 
 

Μέθοδος 
Πρόκειται για µία µέθοδο (Denizot and Lang 1986) η οποία βασίζεται στην 

ικανότητα των µιτοχονδρίων των ζωντανών κυττάρων να µεταβολίζουν το άλας του 

τετραζολίου. ∆ιάφορες αφυδρογονάσες των µιτοχονδρίων µετατρέπουν  έτσι το 

κίτρινο χρώµα του τετραζολίου σε µπλε κρυστάλλους οι οποίοι µετά τη διάλυσή τους 

δίνουν ένα µπλε-µωβ χρώµα το οποίο εύκολα µετράται σε ένα φωτόµετρο ELISA. Η 

συγκέντρωση των κρυστάλλων και άρα και η ένταση του χρώµατος είναι ευθέως 

ανάλογη της µεταβολικής δραστηριότητας και συνεπώς του αριθµού των ζωντανών 

κυττάρων. Με τη µέθοδο λοιπόν αυτή γίνεται προσδιορισµός του ρυθµού 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων καθώς και της κυτταροτοξικότητας διαφόρων 

ουσιών.  

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

πλάκες 24 οπών και την ηµέρα της µέτρησης αφαιρέθηκε το θρεπτικό καλλιέργειας 

και προστέθηκαν σε κάθε οπή 0,5 ml διάλυµα ΜΤΤ σε τελική συγκέντρωση 0,5 

mg/ml και οι πλάκες τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο (37οC, 5% CΟ2) για 3 

ώρες. Κατά τη διάρκεια της επώασης σχηµατίζονται µπλέ κρύσταλοι µόνο στα 

ζωντανά κύτταρα. Μετά το τέλος της επώασης σε κάθε οπή προστέθηκαν 0,5 ml 

προπανόλη-1, και αναδεύτηκαν καλά ώστε να διαλυθούν όλοι οι κρύσταλλοι που 

είχαν σχηµατιστεί. 200µl από κάθε οπή µεταφέρθηκε σε µικροκυψελίδα επίπεδου 

πυθµένα για να πραγµατοποιηθεί µέτρηση του χρώµατος σε φωτόµετρο ELISA σε 

µήκος κύµατος 595nm. Η µέτρηση πρέπει να γίνει µέσα σε διάστηµα 1 ώρας από την 

στιγµή πρόσθεσης της προπανόλης-1, διάστηµα κατά το οποίο το χρώµα παραµένει 

σταθερό.  
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3. Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford  
 

Υλικά και συσκευές 
Aλβουµίνη ορού βοός (ΒSA) (Sigma,  USA) 
∆ιάλυµα χρωστικής Coomassie Brilliant blue G-250: Bio-Rad Protein Assay Reagent  
(Bio-Rad Life Technologies, USA) 
Μικροπλάκες ELISA επίπεδου πυθµένα (Corning & Costar, USA) 
Φωτόµετρο ELISA (Anthos Reader 2001) 
 

∆ιαλύµατα  
Ρυθµιστικό διάλυµα (διαφέρει ανάλογα µε το πείραµα)  
∆ιάλυµα αλβουµίνης βοός (200µg/ml) 
 

Μέθοδος 
Με τη µέθοδο αυτή πραγµατοποιείται προσδιορισµός κυτταρικών πρωτεϊνών 

(ολικών, µεµβρανικών, κυτταροπλασµατικών) (Bradford 1976). Βασίζεται στην 

ιδιότητα της χρωστικής Coomassie Brilliant blue G-250 να υπάρχει σε δύο 

διαφορετικές χρωµατικές µορφές, κόκκινη και µπλε. Μετά τη σύνδεσή της µε τις 

πρωτονιωµένες αµινοµάδες των αµινοξέων της πολυπεπτιδικής αλυσίδας η κόκκινη 

µορφή µετατρέπεται σε µπλε  προκαλώντας µία µετατόπιση στο µέγιστο 

απορρόφησης της χρωστικής απο τα 465 nm στα 595 nm. Το σύµπλοκο πρωτεΐνης-

χρωστικής έχει υψηλό συντελεστή απορρόφησης γεγονός το οποίο παρέχει µεγάλη 

ευαισθησία κατά τη µέτρηση της πρωτεΐνης. Η σύνδεση πραγµατοποιείται πολύ 

γρήγορα (περίπου σε δύο λεπτά) και υπάρχει πολύ καλή σταθερότητα του χρώµατος 

για περίπου 1 ώρα µετά την προσθήκη της χρωστικής. 

Η ποσοτική εκτίµηση των πρωτεϊνών κάθε δείγµατος γίνεται µε τη χρήση 

πρότυπης καµπύλης, η οποία λαµβάνεται από την ταυτόχρονη µέτρηση δειγµάτων 

γνωστών συγκεντρώσεων BSA (5-100 µg/ml).  

Σε µία µικροπλάκα 96 οπών τοποθετήθηκαν 160 µl ανά µικροκυψελίδα των 

γνωστών και των άγνωστων δειγµάτων (κάθε δείγµα τοποθετήθηκε εις διπλούν) και 

40 µl ανά µικροκυψελίδα του διαλύµατος της χρωστικής. Ακολούθησε καλή 

ανάδευση του µείγµατος και µέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε µήκος κύµατος 595 

nm και σε φωτόµετρο ELISA.  

Τα αποτελέσµατα µε βάση την πρότυπη καµπύλη εκφράζονται σε µg/ml.  
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4. Μελέτες δέσµευσης για την ανίχνευση υποδοχέων  
 
 Οι µελέτες δέσµευσης αποτελούν πειραµατική διαδικασία στην οποία γίνεται 

χρήση µιας ραδιοσηµασµένης ουσίας έτσι ώστε να πραγµατοποιηθεί µέτρηση και 

χαρακτηρισµός της αλληλεπίδρασής της µε διάφορους υποδοχείς. Βασίζονται στο 

νόµο δράσεως των µαζών (Mass action law) σύµφωνα µε τον οποίο α) δέσµευση 

συµβαίνει όταν η ουσία και ο υποδοχέας έρχονται σε επαφή λόγω διάχυσης και οι 

ουσίες έχουν το σωστό προσανατολισµό και αρκετή ενέργεια. β) Από τη στιγµή που 

θα πραγµατοποιηθεί δέσµευση, η ουσία και ο υποδοχέας παραµένουν δεσµευµένοι 

για χρονικό διάστηµα που επηρεάζεται από τη συγγένεια του υποδοχέα για την ουσία 

και αντίστροφα. Μετά την αποδέσµευσή τους και οι δύο είναι όπως πριν από τη 

δέσµευση. γ) Ισορροπία επιτυγχάνεται όταν ο ρυθµός µε τον οποίο νέα σύµπλοκα 

υποδοχέα-ουσία δηµιουργούνται ισούται µε τον αριθµό των συµπλόκων που 

αποδεσµεύονται. Η σταθερά αποδέσµευσης (KD) αντιπροσωπεύει την συγκέντρωση 

της ουσίας η οποία καταλαµβάνει το µισό αριθµό υποδοχέων σε ισορροπία. Χαµηλό 

KD σηµαίνει ότι ο υποδοχέας έχει υψηλή συγγένεια για την ουσία και αντίστροφα 

(Boeynaems 1984; Munson and Rodbard 1984).  

 

 

Α. Ανίχνευση, ταυτοποίηση και χαρακτηρισµός οπιοιειδών υποδοχέων στις 

καρκινικές σειρές του προστάτου. 

 

Μελέτη των ιδιοτήτων των οπιοειδών υποδοχέων σε ολόκληρα κύτταρα.- Μελέτες 

δέσµευσης (κορεσµού) 

 

 Με τα πειράµατα δέσµευσης- κορεσµού επιτυγχάνεται µέτρηση της 

δέσµευσης σε ισορροπία διαφόρων συγκεντρώσεων της ραδιοσηµασµένης ουσίας για 

να υπολογιστεί ο αριθµός των υποδοχέων κα η χηµική συγγένεια (KD).  Τα πειράµατα 

δέσµευσης σε ολόκληρα κύτταρα πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις µελέτες των 

(Hatzoglou et al. 1995a). 

 

Υλικά –Συσκευές 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Γλυκίνη (Gibco-BRL Life Technologies, UK) 
Καυστικό νάτριο NaOH (Merck, Germany) 
[3Η] EKC (21,1 Ci/mmole  DuPont NEN,  USA) 
[3Η] διπρενορφίνη (39 Ci/mmole Amersham Pharmacia, UK) 
[3Η] DAGO (60 Ci/mmole Amersham Pharmacia, UK) 
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[3Η] DPDPE (28 Ci/mmole DuPont NEN, USA) 
DADLE (Sigma, Germany)EKC (Sterling –Winthrop USA) 
∆ιπρενορφίνη (Sterling –Winthrop USA) 
Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισµού (Kartell, Italy) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma , USA) 
Αναδευτήρας R100 Rotatest shaker (Luckham, UK) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% στο [3Η] (Packard,  
USA) 
 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα οξινοποίησης: Γλυκίνη 50mM  pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
 

Μέθοδος  

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

κυψελίδες 6 οπών µε επίπεδο πυθµένα. Την ηµέρα του πειράµατος έγινε έκπλυση των 

κυττάρων δύο φορές µε 2 ml PBS, επώαση µε 0,5 ml διάλυµα οξινοποίησης στους 

4oC για 3 λεπτά και έκπλυση δύο φορές µε 3ml PBS. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε διάφορες συγκεντρώσεις, από 0,5-5 nΜ, διαφορετικών τριτιωµένων 

οπιοειδών αγωνιστών σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, ενώ ταυτόχρονα 

πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε τα ραδιενεργά ανάλογα παρουσία 5µΜ 

µη ραδιενεργού αναλόγου, για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση. 

Στο τέλος της επώασης, αποµακρύνθηκε το διάλυµα της αντίδρασης και 

πραγµατοποιήθηκε έκπλυση των κυττάρων δύο φορές µε 2 ml παγωµένο διάλυµα 

PBS. Οι δεσµευµένοι στους υποδοχείς, οπιοειδείς αγωνιστές συλλέχθηκαν µε 0,5 ml 

διάλυµα ΝaΟΗ 2Ν στο οποίο προστέθηκαν 3 ml υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκε 

σε µετρητή β-ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

 

 

 

 

\ 
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Μελέτη των ιδιοτήτων των οπιοιειδών υποδοχέων σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα 

κυττάρων LNCaP.- Μελέτες δέσµευσης (κορεσµού). 

 

Υλικά –Συσκευές 

Γλυκίνη (Gibco-BRL Life Technologies, UK) 
[3Η] EKC (21,1 Ci/mmole  DuPont NEN,  USA) 
[3Η] διπρενορφίνη (39 Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
[3Η] DAGO (60 Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
[3Η] DPDPE (28 Ci/mmole  DuPont NEN,  USA) 
DADLE Sigma, Germany) 
EKC (Sterling –Winthrop USA) 
∆ιπρενορφίνη (Sterling –Winthrop USA) 
Κυτταρικοί « Ξύστες» Cell scrapers (Corning &Costar, USA) 
Trizma base (Merck Germany) 
Απροτινίνη (Sigma USA) 
PMSF (Sigma, USA) 
PEI 50% w/v aqueous solution (Sigma, USA) 
Φίλτρα ινών υάλου, GF/B  25mm (Whatman, England)  
Σωληνάρια πολυστυρενίου 12x75mm 
Συσκευή διήθησης (Millipore, USA) 
Ψυχόµενη φυγόκεντρος Sorvall  RC-28S (Du Pont Instruments, USA) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 
Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισµού (Kartell, Italy) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% στο [3Η] (Packard, 
USA) 
 
∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα οξινοποίησης: Γλυκίνη 50mM  pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
Ρυθµιστικό διάλυµα Tris pH 7,4: Trizma base 50mM, 1mM PMSF, Απροτινίνη  
           0,5µg/ml. 
 
Μέθοδος 
 
Παρασκευή µεµβρανών 

Τα κύτταρα αποξέστηκαν από τις φλάσκες καλλιεργειών συλλέχθηκαν µε το 

διάλυµα  Tris και οµογενοποιήθηκαν. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν σε 800 x g για 

10 λεπτά στους 4 oC. Το υπερκείµενο φυγοκεντρήθηκε για 1 ώρα σε 45000 x g στους 

4 oC. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης οµογενοποιήθηκε και οξινοποιήθηκε µε ½ όγκο 

διαλύµατος οξινοποίησης για 3 λεπτά στους 4 oC. Η οξινοποίηση έγινε έτσι ώστε 

τυχόν ενδογενής δέσµευση ουσιών στους υποδοχείς να ανασταλεί ώστε να 

µπορέσουµε να µετρήσουµε τον ολικό αριθµό υποδοχέων (Hatzoglou et al. 1994). 

Στο µείγµα προστέθηκαν 10 όγκοι ρυθµιστικού διαλύµατος Tris και φυγοκεντρήθηκε 

ξανά για 1 ώρα σε 45000 x g στους 4 oC. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης 
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οµογενοποιήθηκε εκ νέου σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris και προσδιορίστηκε η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford. Οι µελέτες δέσµευσης 

πραγµατοποιήθηκαν αµέσως µετά τη παρασκευή των µεµβρανών.  

 
 
 
Μελέτες δέσµευσης 

Οι µελέτες δέσµευσης σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα πραγµατοποιήθηκαν 

σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφηκε από τους Castanas et al. (1985a). 

Σε σωληνάρια πολυπροπυλενίου τοποθετήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις από 

0,5-5nΜ, διαφορετικών τριτιωµένων οπιοειδών αγωνιστών, ρυθµιστικό διάλυµα και 

εναιώρηµα µεµβρανών (τελική συγκέντρωση 0,4 mg/ml) σε τελικό όγκο 0,25 ml. Το 

όλο µείγµα επωάστηκε για δύο ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή σε 37οC για 30 

λεπτά, υπό ήπια ανάδευση. Για τον υπολογισµό της µη ειδικής δέσµευσης 

πραγµατοποιήθηκε παράλληλα επώαση εναιωρήµατος µεµβρανών και 

ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών µε 5µΜ µη ραδιοσηµασµένων οπιοειδών 

αγωνιστών. Κατά τη διάρκεια της επώασης φίλτρα ινών υάλου εµποτίστηκαν µε 0,1% 

w/v PEI για 60 λεπτά. Οι δεσµευµένοι στους υποδοχείς οπιοειδείς αγωνιστές 

διαχωρίστηκαν από τους ελεύθερους µε διήθηση σε φίλτρα ινών υάλου στη συσκευή 

της Millipore µε τη βοήθεια κενού. Τα φίλτρα εκπλύθηκαν µε παγωµένο ρυθµιστικό 

διάλυµα τρεις φορές, προστέθηκαν σε υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκαν σε 

µετρητή β-ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 
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Ανίχνευση τύπων και υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων 

Για να γίνει ανίχνευση των διαφόρων τύπων και υποτύπων των οπιοειδών 

υποδοχέων στις µελέτες δέσµευσης-κορεσµού, είτε σε ολόκληρα κύτταρα είτε σε 

µεµβρανικά κυτταρικά παρασκευάσµατα χρησιµοποιήθηκαν ραδιενεργά ανάλογα για 

τους διάφορους οπιοειδείς υποδοχείς. Στις περιπτώσεις όµως όπου το ραδιενεργό 

ανάλογο δεν δεσµευόταν σε έναν µόνο τύπο υποδοχέα, τα πειράµατα 

πραγµατοποιήθηκαν παρουσία περίσσειας συγκέντρωσης µη ραδιενεργών οπιοειδών 

σε διάφορους συνδυασµούς (Castanas et al. 1985a,b), όπως φαίνονται στον πίνακα 

που ακολουθεί, έτσι ώστε να καλύπτουν το σύνολο των διαφορετικών οπιοειδών 

υποδοχέων επιτρέποντας τη δέσµευση του ραδιενεργού οπιοειδούς αγωνιστή-

ανταγωνιστή σε συγκεκριµένους υπότυπους. 
 ΠΙΝΑΚΑΣ II. Οι οπιοειδείς αγωνιστές που χρησιµοποιήθηκαν για την  
 ανίχνευση των διαφόρων τύπων και υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων. 
Ραδιενεργό ανάλογο Μη ραδιενεργός 

οπιοειδής αγωνιστής 
Υποδοχείς που 
ανιχνεύονται 

 
[3Η]-EKC 

  
δ, µ, κ1, κ2 

 
[3Η]-EKC + 

 
DADLE 

 
κ1 

 
[3Η]-∆ιπρενορφίνη   

 
 

 
δ, µ, κ2, κ3 

 
[3Η]-∆ιπρενορφίνη   +    

 
DADLE 

 
κ3 

 
[3Η]-DAGO 

  
µ 

 
[3Η]-DPDPE 

  
δ 

 
 
 
  
Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Στα πειράµατα δέσµευσης (κορεσµού) γίνεται η παραδοχή ότι στο τέλος της επώασης 

επικρατεί ισορροπία, οπότε και ισχύει η αντίδραση:  

    [R] + [L] ↔ [RL]   (1) 

 
[R]: Συγκέντρωση υποδοχέων πριν την αντίδραση (µή δεσµευµένοι) 
[L]: Συγκέντρωση της ραδιοσηµασµένης ουσίας (αγωνιστής ή ανταγωνιστής) πριν την αντίδραση 
[RL]: Συγκέντρωση συµπλόκου υποδοχέα – ραδιοσηµασµένης ουσίας 
 

Σύµφωνα µε την παραπάνω αντίδραση (1) η σταθερά διάστασης της αντίδρασης σε 

κατάσταση ισορροπίας (KD) δίνεται από τον τύπο: 
 

KD =    [R] * [L]               (2) 

                              [RL] 
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Η σταθερά διάστασης KD εκφράζεται σε moles/lt και είναι η συγκέντρωση της 

ραδιοσηµασµένης ουσίας η οποία δεσµεύεται µε τους µισούς από τους συνολικούς 

υποδοχείς. Το σύνολο των υποδοχέων [RT] σύµφωνα µε την εξίσωση (1) είναι 

[R]+[RL]. 

Για την εύρεση του KD και το συνολικό αριθµό των υποδοχέων πραγµαποιείται η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων κατά Scatchard, σύµφωνα µε την οποία η εξίσωση (2) 

µετατρέπεται σε:      

                    [ RL]   =  -   [ RL]   +     [ RT]      (3)     

                              [ R]              Kd             Kd 

     

και εάν Β: [RL] ,      F: [R]   και    Bmax : [RT] τότε η εξίσωση (3) παίρνει τη µορφή  

                    Β     =  -    1     *  B  +    Bmax      (4)     

                        F            KD                   KD 

 

Στηριζόµενοι λοιπόν στα παραπάνω, από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 

προσδιορίστηκαν  το Β (η συγκέντρωση της ειδικά δεσµευµένης ραδιενεργής ουσίας) 

και το F (η συγκέντρωση της µη δεσµευµένης ραδιενεργής ουσίας) σε  

fmoles/αντίδραση:  

   Β = (ΒT – ΝSB)         και               F  = (Rad – B)          
             e * S.A                            e * S.A. 
 
BT :     Η ολική δέσµευση του ραδιοσηµασµένου αγωνιστή-ανταγωνιστή σε κρούσεις ανά λεπτό 
(cpm). 
ΝSB:   Η µη ειδική δέσµευση του ραδιοσηµασµένου αγωνιστή-ανταγωνιστή παρουσία 5-10 µΜ µη  
ραδιοσηµασµένου αγωνιστή-ανταγωνιστή σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm). 
Rad: Η ολική ποσότητα ραδιοσηµασµένου αγωνιστή-ανταγωνιστή ανά αντίδραση σε κρούσεις ανά 
λεπτό (cpm). 
e: Ο συντελεστής απόδοσης του µετρητή ακτινοβολίας 
S.A.: Η ειδική δραστικότητα του ραδιοσηµασµένου αγωνιστή-ανταγωνιστή σε fmoles/ml 
 

Έτσι σχεδιάστηκαν (σχήµα 8), αφενός καµπύλη κορεσµού τοποθετώντας στον άξονα 

των Υ τη συγκέντρωση της ειδικά δεσµευµένης ραδιενεργής ουσίας (Β) και στον 

άξονα των Χ τη συγκέντρωση της ραδιενεργής ουσίας που χρησιµοποιήθηκε και 

αφετέρου, γραµµή (ανάλυση κατά Scatchard) τοποθετώντας στον άξονα των Υ το B/ 

F και στον άξονα των Χ το Β. Η κλίση της ισούται µε την τιµή – (1/ KD), ενώ το 

σηµείο στο οποίο η ευθεία γραµµή τέµνει τον άξονα των Χ δηλαδή το σηµείο όπου 

B/F =0, αποτελεί την τιµή Βmax, την τιµή που εκφράζει το συνολικό αριθµό των 

θέσεων δέσµευσης.  
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Ανάλυση κατά Scatchard 
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(B
/F

) 

Bmax [ Ραδιενεργός ουσία ]Kd 

Bmax
 
 
 

 
 
 
 
 
 ∆εσµευµένη Ραδιενεργός 

oυσία (B)  
 
Σχήµα 8. Αντιπροσωπευτικές καµπύλες ανάλυσης των αποτελεσµάτων από µελέτες δέσµευσης-
κορεσµού (Limbird 1996). 
 
 
 
Η KD εκφράζεται σε pM ή nM, καθώς και η τιµή Βmax, από την οποία όµως µπορεί 
να προσδιοριστεί και ο συνολικός αριθµός των θέσεων δέσµευσης ανά κύτταρο ή ανά 
mg πρωτεΐνης: 
 Αριθµός θέσεων δέσµευσης =      Βmax  *   Αριθµός  Avogadrο                    
        Αριθµός κυττάρων ανά αντίδραση   
                       ή συγκέντρωση πρωτεΐνης (mg/ml) 
 
Αριθµός  Avogadrο:  6,022  * 1023  molecules /mole  
 
 
 
Β. Μελέτες δέσµευσης οπιοειδών πεπτιδίων στους οπιοειδείς υποδοχείς καρκινικών 

κυτταρικών σειρών του προστάτου 

 

Για τον έλεγχο της δέσµευσης διαφόρων πεπτιδίων στους οπιοειδείς υποδοχείς 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε ολόκληρα κύτταρα, όπου µελετήθηκε η αναστολή 

της δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών ειδικών για τους 

διαφορετικούς οπιοειδείς υποδοχείς (µελέτες δόσης-απόκρισης). Στις µελέτες 

δέσµευσης δόσης-απόκρισης πραγµατοποιείται µέτρηση της δέσµευσης µιας 

ραδιοσηµασµένης ουσίας σε συγκεκριµένη συγκέντρωση παρουσία διαφόρων 

συγκεντρώσεων µη ραδιοσηµασµένης ουσίας. Επιτρέπουν την ανίχνευση δέσµευσης 

για παράδειγµα ενός φαρµάκου ακόµα και όταν η χηµική συγγένεια είναι χαµηλή. 

Χρησιµοποιώντας ίδια ραδιοσηµασµένη και µη ουσία, είναι εφικτό να υπολογιστεί 

και ο αριθµός των υποδοχέων και η χηµική συγγένεια του. Η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε είναι σύµφωνα µε τους Hatzoglou et al. (1996a). 
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Υλικά-Συσκευές 

Κυτταρική σειρά PC3 (ECACC 90112714 UK)  
Κυτταρική σειρά DU-145  ( ACC 261 DSMZ Germany) 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Πλάκες καλλιεργειών 24 οπών (Corning & Costar, USA) 
Γλυκίνη (Gibco-BRL Life Technologies, UK) 
NaOH (Merck, Germany) 
[3Η] EKC (21,1 Ci/mmole  DuPont NEN,  USA) 
[3Η] διπρενορφίνη (39 Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
[3Η] DAGO (60 Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
[3Η] DPDPE (28 Ci/mmole  DuPont NEN,  USA) 
DADLE (Sigma, Germany) 
EKC (Sterling –Winthrop USA) 
∆ιπρενορφίνη (Sterling –Winthrop USA)  
α-καζεΐνη 90-95 (Sigma , USA)   
α-καζεΐνη 90-96 (Sigma , USA)   
β-καζοµορφίνη (Sigma , USA)   
β-καζοµορφίνη 1-5 (Sigma , USA)   
Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισµού (Kartell, Italy) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma , USA) 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 24 οπών (Corning & Costar, USA) 
Αναδευτήρας  R100 Rotatest shaker (Luckham , UK) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% στο [3Η] (Packard,  
USA) 
 

∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα οξινοποίησης: Γλυκίνη 50mM  pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα  PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
 
 
 
Μέθοδος  

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

κυψελίδες 24 οπών µε επίπεδο πυθµένα. Την ηµέρα του πειράµατος έγινε έκπλυση 

των κυττάρων δύο φορές µε 2 ml PBS, επώαση µε 0,5 ml διάλυµα οξινοποίησης 

στους 4oC για 3 λεπτά και έκπλυση δύο φορές για 3 λεπτά µε 3 ml PBS. Η διαδικασία 

αυτή ελέγχθηκε ότι δεν καταστρέφει τα κύτταρα, ούτε επηρεάζει τον αριθµό των 

υποδοχέων. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν µε διαφορετικούς τριτιωµένους 

οπιοειδείς αγωνιστές (τελική συγκέντρωση 5 µε 10 nM) και διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του πεπτιδίου (10-6 - 10-12 Μ) σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, 

ενώ ταυτόχρονα πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε τα ραδιενεργά ανάλογα 

παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργού αναλόγου, για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου υπό 

ήπια ανάδευση. Οι συγκεντρώσεις των πεπτιδίων 10-12 – 10-6 επιλέγησαν δεδοµένου 

ότι τόσο τοπικά, όσο και στην γενική κυκλοφορία δεν έχουν ανιχνευθεί µεγαλύτερες 
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συγκεντρώσείς τους (Hatzoglou et al 1996). Στο τέλος της επώασης, αποµακρύνθηκε 

το διάλυµα της αντίδρασης και πραγµατοποιήθηκε έκπλυση των κυττάρων δύο φορές 

µε 2 ml παγωµένο διάλυµα PBS. Οι δεσµευµένοι στους υποδοχείς, οπιοειδείς 

αγωνιστές συλλέγχθηκαν µε 0,5 ml διάλυµα ΝaΟΗ 2Ν στο οποίο προστέθηκαν 3 ml 

υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκε σε µετρητή β-ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 
Τα πειράµατα δόσης απόκρισης βασίζονται στην αντίδραση: 

 

[R] + [L*] + [I]  [RL] + [RI] + [L*΄] + [I΄]  

 

[R]: Συγκέντρωση υποδοχέων πριν την αντίδραση. 
[L*]: Συγκέντρωση ελεύθερης ραδιοσηµασµένης ουσίας πριν την αντίδραση. 
[I]: Συγκέντρωση ελεύθερης µη ραδιοσηµασµένης ουσίας  πριν την αντίδραση. 
[RL]: Συγκέντρωση συµπλόκου υποδοχέα-ραδιοσηµασµένης ουσίας. 
[RI]: Συγκέντρωση συµπλόκου υποδοχέα-µη ραδιοσηµασµένης ουσίας. 
[L*΄]: Συγκέντρωση ελεύθερης ραδιοσηµασµένης ουσίας µετά την αντίδραση. 
[I΄]:  Συγκέντρωση ελεύθερης µη ραδιοσηµασµένης ουσίας µετά την αντίδραση. 

       

(Bylund and Martinez 1980) 

 

Από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών προσδιορίστηκε το επί της 

εκατό ποσοστό της ειδικής δέσµευσης του ραδιοσηµασµένου αναλόγου (%SB, 

percent of specific binding) παρουσία των διαφορετικών συγκεντρώσεων πεπτιδίου: 
 

% Ειδική δέσµευση =  Β - NSB * 100 
                              Βο- NSB 

 
Βο: ∆έσµευση του ραδιοσηµασµένου οπιοειδή αγωνιστή-ανταγωνιστή  σε κρούσεις ανά 

λεπτό (cpm). 
Β : ∆έσµευση του ραδιοσηµασµένου οπιοειδή αγωνιστή-ανταγωνιστή παρουσία των 

διαφορετικών συγκεντρώσεων πεπτιδίου σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm) . 
NSB:  Μη ειδική δέσµευση του ραδιοσηµασµένου οπιοειδή αγωνιστή-ανταγωνιστή 

παρουσία 5µΜ µη ραδιοσηµασµένου αναλόγου σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm). 
 

  Σχεδιάστηκαν καµπύλες µε συντεταγµένες: στον άξονα των x, τις 

λογαριθµικές τιµές των συγκεντρώσεων των πεπτιδίων και στον άξονα των y, τις 

τιµές της επί της εκατό ειδικής δέσµευσης του ραδιενεργού αγωνιστή- ανταγωνιστή. 

Η συγκέντρωση του πεπτιδίου που απαιτείται για την αναστολή της ειδικής 

δέσµευσης του 50% της ραδιοσηµασµένης ουσίας αναφέρεται ως σταθερά αναστολής 

ή µέση κατασταλτική συγκέντρωση (Inhibitory Concentration 50%, IC50) και 

προσδιορίζει τη συγγένεια του πεπτιδίου µε τους υποδοχείς. 
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Σχήµα-9. Αντιπροσωπευτική καµπύλη ανάλυσης των αποτελεσµάτων από µελέτες δέσµευσης δόσης-
απόκρισης. (Limbird 1996) 
 

 

Γ. Ανίχνευση υποδοχέων σωµατοστατίνης σε καρκινικές κυτταρικές σειρές του 

προστάτου 

 

Υλικά -Συσκευές 
Κυτταρική σειρά PC3 (ECACC 90112714 UK)  
Κυτταρική σειρά DU-145  ( ACC 261 DSMZ Germany) 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
[125Ι] Tyr11 SRIF-14 (2000Ci/mmol, Amersham, UK) 
SRIF-14 (Bachem, Switzerland) 
Γλυκίνη (Gibco-BRL Co MD USA) 
Καυστικό νάτριο NaOH (Merck, Germany) 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Αναδευτήρας R100 Rotatest shaker (Luckham , UK) 
Σωληνάρια πολυστυρενίου 12x75mm 
Μετρητής γ-ακτινοβολίας ΑUTO Gamma 5000 Series απόδοσης 95% στο [125 Ι] 
(Packard, USA) 
 

∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα οξινοποίησης: Γλυκίνη 50mM  pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
 

Μέθοδος 
Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κορεσµού σύµφωνα µε τους Hatzoglou et al. 

(1995b). 106 κύτταρα ανά οπή καλλιεργήθηκαν σε πλάκες 6 οπών µε επίπεδο 

πυθµένα. Την ηµέρα του πειράµατος εκπλύθηκαν δύο φορές µε 2 ml PBS, 

επώαστηκαν µε 0,5 ml διάλυµα οξινοποίησης στους 4oC για 3 λεπτά και τέλος 

εκπλύθηκαν δύο φορές µε 3ml PBS. Στη συνέχεια επωάστηκαν µε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (0, 0,5, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 nΜ) ιωδιοµένου αναλόγου της 

σωµατοστατίνης ([125Ι] Tyr11 SRIF-14 )  σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, ενώ 
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ταυτόχρονα πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε τη ραδιενεργό ουσία 

παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργού αναλόγου (SRIF-14 ή SRIF-28), για 2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση. Στο τέλος της επώασης, αποµακρύνθηκε 

το διάλυµα της αντίδρασης και πραγµατοποιήθηκε έκπλυση των κυττάρων δύο φορές 

µε 2 ml παγωµένο διάλυµα PBS. Η δεσµευµένη στους υποδοχείς, ραδιενεργός 

σωµατοστατίνη συλλέχθηκε µε 0,5 ml διάλυµα ΝaΟΗ 2Ν το οποίο µετρήθηκε σε 

µετρητή γ-ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Όπως και στα προηγούµενα πειράµατα κορεσµού (Υλικά και Μέθοδοι 4Α) 

προσδιορίστηκαν  το Β (η συγκέντρωση της ειδικά δεσµευµένης ραδιενεργής ουσίας) 

και το F (η συγκέντρωση της µη δεσµευµένης ραδιενεργής ουσίας) σε 

fmoles/αντίδραση και στη συνέχεια σχεδιάστηκε γραµµή τοποθετώντας στον άξονα 

των Υ το B / F και στον άξονα των Χ το Β, από την κλίση της οποίας που ισούται µε 

την τιµή – (1/ KD) προσδιορίστηκε η σταθερά διάστασης KD. Ενώ από το σηµείο στο 

οποίο η ευθεία γραµµή τέµνει τον άξονα των Χ δηλαδή το σηµείο όπου B / F =0 , 

προσδιορίστηκε η τιµή Βmax , και στη συνέχεια ο συνολικός αριθµός θέσεων 

δέσµευσης ανά κύτταρο.  

 

∆. Μελέτες δέσµευσης οπιοειδών  σε  υποδοχείς σωµατοστατίνης σε καρκινικές 

κυτταρικές σειρές του προστάτου. 

 
Για τον προσδιορισµό της πιθανής δέσµευσης των οπιοειδών στους υποδοχείς 

σωµατοστατίνης πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα αναστολής της δέσµευσης της [125Ι] 

Tyr11 SRIF-14, από διαφορετικούς οπιοειδείς αγωνιστές - ανταγωνιστές 

ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία, σύµφωνα µε αυτή των Hatzoglou et al. 

(1995a) (Πειράµατα δόσης – απόκρισης). 

 

Υλικά-Συσκευές 
Κυτταρική σειρά PC3 (ECACC 90112714 UK)  
Κυτταρική σειρά DU-145  ( ACC 261 DSMZ Germany) 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
[125Ι] Tyr11 SRIF-14 (2000Ci/mmol, Amersham Pharmacia, UK) 
SRIF-14 (Bachem, Switzerland) 
SRIF-28(Bachem, Switzerland) 
Γλυκίνη (Gibco-BRL Life Technologies, UK) 
NaOH (Merck, Germany) 
DADLE (Sigma, Germany) 
EKC (Sterling –Winthrop USA) 
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∆ιπρενορφίνη (Sterling –Winthrop USA) 
DAGO (Sigma, Germany) 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Αναδευτήρας R100 Rotatest shaker (Luckham, UK) 
Σωληνάρια πολυστυρενίου 12x75mm 
Μετρητής γ-ακτινοβολίας ΑUTO Gamma 5000 Series απόδοσης 95% (Packard, 
USA) 
 
∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα οξινοποίησης : Γλυκίνη 50mM pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
 

Μέθοδος  
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πλάκες 6 οπών µε επίπεδο πυθµένα. Την 

ηµέρα του πειράµατος εκπλύθηκαν δύο φορές µε 2 ml PBS, επώαστηκαν µε 0,5 ml 

διάλυµα οξινοποίησης στους 4oC για 3 λεπτά και τέλος εκπλύθηκαν δύο φορές µε 

3ml PBS. Στη συνέχεια επωάστηκαν µε ιωδιοµένο ανάλογο της σωµατοστατίνης 

([125Ι] Tyr11 SRIF-14 ) σε τελική συγκέντρωση 51 pM και διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του πεπτιδίου (10-6 - 10-12 Μ) σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, 

ενώ ταυτόχρονα πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε τη ραδιενεργό ουσία 

παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργού αναλόγου (SRIF-14 ή SRIF-28), για 2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση. Στο τέλος της επώασης, αποµακρύνθηκε 

το διάλυµα της αντίδρασης και πραγµατοποιήθηκε έκπλυση των κυττάρων δύο φορές 

µε 2 ml παγωµένο διάλυµα PBS. Η δεσµευµένη στους υποδοχείς σωµατοστατίνη 

συλλέχθηκε µε 0,5 ml διάλυµα ΝaΟΗ 2Ν το οποίο µετρήθηκε σε µετρητή γ-

ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στις 

µελέτες δέσµευσης των οπιοειδών πεπτιδίων στους οπιοειδείς υποδοχείς (Υλικά και 

Μέθοδοι 4Β). Έγινε προσδιορισµός του επί της εκατό ποσοστού της ειδικής 

δέσµευσης του ραδιοσηµασµένου αναλόγου της σωµατοστατίνης παρουσία των 

διαφορετικών συγκεντρώσεων των οπιοειδών και σχεδιασµός καµπυλών µε 

συντεταγµένες: στον άξονα των x, τις λογαριθµικές τιµές των συγκεντρώσεων των 

οπιοειδών και στον άξονα των y, τις τιµές της ειδικής δέσµευσης (Β/Βο). 
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Ε. Μελέτες δέσµευσης οπιοειδών στους α1 αδρενεργικούς υποδοχείς στα κύτταρα 

LNCaP 

Για τον προσδιορισµό της πιθανής δέσµευσης των οπιοειδών στους α1 

αδρενεργικούς υποδοχείς πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα αναστολής της δέσµευσης 

της [3H]-πραζοσίνης παρουσία οπιοειδούς αγωνιστή - ανταγωνιστές (Πειράµατα 

δόσης – απόκρισης). 

 

Υλικά-Συσκευές 
Κυτταρική σειρά PC3 (ECACC 90112714 UK)  
Κυτταρική σειρά DU-145  ( ACC 261 DSMZ Germany) 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
[3H]-πραζοσίνη (Amersham Pharmacia, UK) 
Γλυκίνη (Gibco-BRL Life Technologies, UK) 
NaOH (Merck, Germany) 
EKC (Sterling –Winthrop USA) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 24 οπών (Corning & Costar, USA) 
Αναδευτήρας R100 Rotatest shaker (Luckham, UK) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% στο [3Η] (Packard, 
USA 
 

∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα οξινοποίησης: Γλυκίνη 50mM  pH 3.0 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
∆ιάλυµα ΝaΟΗ 2Ν 
 

Μέθοδος  
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πλάκες 6 οπών µε επίπεδο πυθµένα. Την 

ηµέρα του πειράµατος εκπλύθηκαν δύο φορές µε 2 ml PBS, επώαστηκαν µε 0,5 ml 

διάλυµα οξινοποίησης στους 4oC για 3 λεπτά και τέλος εκπλύθηκαν δύο φορές µε 

3ml PBS. Στη συνέχεια επωάστηκαν µε τριτιωµένο ανάλογο της πραζοσίνης ([3H]-

πραζοσίνη) και διαφορετικές συγκεντρώσεις EKC (10-6 - 10-12 Μ) σε τελικό όγκο 0,4 

ml ανά αντίδραση, ενώ ταυτόχρονα πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε τη 

ραδιενεργό ουσία παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργού αναλόγου, για 2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση. Στο τέλος της επώασης, αποµακρύνθηκε 

το διάλυµα της αντίδρασης και πραγµατοποιήθηκε έκπλυση των κυττάρων δύο φορές 

µε 2 ml παγωµένο διάλυµα PBS. Η δεσµευµένη στους υποδοχείς πραζοσίνη 

συλλέχθηκε µε 0,5 ml διάλυµα ΝaΟΗ 2Ν το οποίο µετρήθηκε σε µετρητή β-

ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 
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Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στις 

µελέτες δέσµευσης των οπιοειδών πεπτιδίων στους οπιοειδείς υποδοχείς (Υλικά και 

Μέθοδοι 4Β). Έγινε προσδιορισµός του επί της εκατό ποσοστού της ειδικής 

δέσµευσης του ραδιοσηµασµένου αναλόγου της σωµατοστατίνης παρουσία των 

διαφορετικών συγκεντρώσεων των οπιοειδών και σχεδιασµός καµπυλών µε 

συντεταγµένες: στον άξονα των x, τις λογαριθµικές τιµές των συγκεντρώσεων των 

οπιοειδών και στον άξονα των y, τις τιµές της ειδικής δέσµευσης (Β/Βο). 

 

ΣΤ. Μέτρηση των υποδοχέων των ανδρογόνων στην καρκινική κυτταρική σειρά του 

προστάτου LNCaP  

 

Υλικά -Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
[3Η] Τεστοστερόνη  (60 Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
DHT (Sigma, USA) 
Πλάκες καλλιεργειών στείρες 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Φίλτρα ινών υάλου, GF/B  25mm (Whatman, England) 
Συσκευή διήθησης (Millipore, USA) 
Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισµού (Kartell, Italy) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma , USA) 
Αναδευτήρας R100 Rotatest shaker (Luckham , UK) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% (Packard,  USA) 
 

∆ιαλύµατα 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  

 

Μέθοδος  
Tα κύτταρα LNCaP καλλιεργήθηκαν σε πλάκες 6 οπών µε επίπεδο πυθµένα. 

Μετά από έκπλυση των κυττάρων δύο φορές µε 3ml PBS, τα κύτταρα επωάστηκαν µε 

διάφορες συγκεντρώσεις (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 nM) τριτιωµένης 

τεστοστερόνης σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, ενώ ταυτόχρονα 

πραγµατοποιήθηκε και επώαση κυττάρων µε  ραδιενεργή τεστοστερόνη παρουσία 

5µΜ µη ραδιενεργής (DHT), σε τελικό όγκο 0,4 ml ανά αντίδραση, για 18-20 ώρες 

υπό ήπια ανάδευση στους 4οC. Στο τέλος της επώασης, την επόµενη µέρα  για να 

γίνει συλλογή των κυττάρων και της δεσµευµένης σε αυτά ραδιενεργής 

τεστοστερόνης και διαχωρισµός τους από το διάλυµα της αντίδρασης, 

πραγµατοποιήθηκε διήθηση του διαλύµατος της αντίδρασης-κυττάρων από φίλτρα 

στη συσκευή της Millipore µε τη βοήθεια κενού. Τα φίλτρα εκπλύθηκαν µε παγωµένο 
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PBS τρεις φορές, προστέθηκαν σε υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκαν σε µετρητή β-

ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τον ίδιο τρόπο όπως και στις 

παραπάνω µελέτες όπου πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κορεσµού (Υλικά και 

Μέθοδοι 4Α). 

 

Ζ. Μελέτες ανίχνευσης µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων σε 

παρασκευάσµατα των κυττάρων LNCaP 

 
Υλικά -Συσκευές 

Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Φλάσκες καλλιεργειών 150 cm2 (Corning & Costar, USA) 
Trizma base (Merck, Germany) 
Απροτινίνη (Sigma, USA) 
PMSF (Sigma, USA) 
[3Η] Τεστοστερόνη (95Ci/mmole  Amersham Pharmacia, UK) 
DHT (Sigma, USA) 
PEI 50% w/v aqueous solution (Sigma, USA) 
Ψυχόµενη φυγόκεντρος Sorvall RC-28S, κεφαλή F28/13 (Du Pont Instruments, USA) 
Συσκευή υπερήχων  
Φίλτρα ινών υάλου, GF/B 25mm (Whatman, England) 
Συσκευή διήθησης (Millipore, USA) 
Σωληνάρια πολυστυρενίου 12x75mm 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 
Σωληνάρια πλαστικά, υγρού σπινθηρισµού (Kartell, Italy) 
Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% (Packard, USA) 
 
∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα Tris  pH 7,4: 50mM Trizma base 

       1mM PMSF  
       0,5µg/ml απροτινίνη 

Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
 
 
Μέθοδος 
 
Παρασκευή µεµβρανών 

Τα κύτταρα εκπλύθηκαν δύο φορές µε PBS, αποξέστηκαν από τις φλάσκες 

καλλιεργειών και συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση σε 800 x g για 10 λεπτά. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα οµογενοποιήθηκαν σε διάλυµα Tris µε τη βοήθεια υπερήχων (3 

φορές για 10 δευτερόλεπτα κάθε φορά στους 0 oC ) και φυγοκεντρήθηκαν σε 800 x g 

για 10 λεπτά στους 4 oC. Το υπερκείµενο φυγοκεντρήθηκε για 1 ώρα σε 45000 x g 
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στους 4 oC. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης οµογενοποιήθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα 

Tris και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford. Οι 

µελέτες δέσµευσης πραγµατοποιήθηκαν αµέσως µετά τη παρασκευή των µεµβρανών. 

  

Μελέτες δέσµευσης 
Για τις µελέτες κορεσµού, σε σωληνάρια πολυστυρενίου τοποθετήθηκαν 

διαφορετικές συγκεντρώσεις από 2-50nΜ, τριτιωµένης τεστοστερόνης, ρυθµιστικό 

διάλυµα και εναιώρηµα µεµβρανών (τελική συγκέντρωση 2mg/ml) σε τελικό όγκο 

0,1 ml. Για τον υπολογισµό της µη ειδικής δέσµευσης πραγµατοποιήθηκε παράλληλη 

επώαση εναιωρήµατος µεµβρανών και ραδιοσηµασµένης τεστοστερόνης µε 5µΜ µη 

ραδιοσηµασµένου ανδρογόνου (DHT).  

Για τις µελέτες δόσης-απόκρισης µεµβρανικά παρασκευάσµατα σε τελική 

συγκέντρωση 2mg/ml επωάστηκαν µε 5nM [3Η] τεστοστερόνη παρουσία ή απουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων (10-12 -10-6 Μ) µη ραδιοσηµασµένου στεροειδούς 

(DHT, οιστραδιόλη ή προγεστερόνη). Ενώ ο προσδιορισµός της µη ειδικής 

δέσµευσης πραγµατοποιήθηκε  παρουσία 5µΜ DHT.  

Και στους δύο τύπους µελέτης δέσµευσης το όλο µείγµα επωάστηκε όλο το βράδυ 

στους 4οC υπό ήπια ανάδευση. 

  Η δεσµευµένη στους υποδοχείς ραδιενεργή τεστοστερόνη διαχωρίστηκε από 

την ελεύθερη µε διήθηση σε φίλτρα ινών υάλου τα οποία προηγουµένως είχαν 

εµποτιστεί µε 0,1% w/v PEI για 60 λεπτά, στη συσκευή της Millipore µε τη βοήθεια 

κενού. Στη συνέχεια τα φίλτρα εκπλύθηκαν µε παγωµένο ρυθµιστικό διάλυµα τρεις 

φορές, προστέθηκαν σε υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκαν σε µετρητή β-

ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε τον ίδιο τρόπο όπως και στις 

παραπάνω µελέτες όπου πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κορεσµού (Υλικά και 

Μέθοδοι 4Α) και δόσης- απόκρισης (Υλικά και Μέθοδοι 4Β). 

 

 

5. Μέτρηση της παραγώµενης ποσότητας ΝΟ· από καρκινικά κύτταρα µετά από 
επίδραση µε οπιοειδή 

 

Υλικά -Συσκευές 
∆ιάλυµα τρυψίνης- EDTA (Gibco-BRL Co MD USA) 
Diaminofluorescein diacetate (DAF-DA) (Sigma, USA) 
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L-NAME (Νω-Nitro L-Arginin Methyl Ester) (Sigma, USA) 
Κυτταροµετρητής ροής Coulter Epics τύπου XL-MCL apparatus (Beckman-Coulter, 
USA) 
 
∆ιαλύµατα 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS, pH 7.4 
 

Μέθοδος 
Με τη µέθοδο αυτή είναι εφικτή η µέτρηση της ΝΟ·που παράγεται µέσα στα 

κύτταρα άµεσα και όχι µετρώντας νιτρώδη ή νιτρικά ιόντα. Βασίζεται στην ιδιότητα 

της χρωστικής DAF-DA να µετατρέπεται από τις ενδοκυττάριες εστεράσες σε DAF, η 

οποία παρουσία της ΝΟ·µετατρέπεται στη φθορίζουσα µορφή της (2’, 7’-

diaminofluorescein ) που παγιδεύεται µέσα στα κύτταρα και µπορεί να µετρηθεί µε 

κυτταροµετρία ροής (Kojima et al. 1998). Η χρωστική µετατρέπεται στη φθορίζουσα 

µορφή της µόνο παρουσία της ΝΟ·και όχι παρουσία ΝΟ2
- ή ΝΟ3

- ιόντων ή άλλων 

ενεργών ιόντων αζώτου ή οξυγόνου (Kopec and Carroll 2000).  

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ή παρουσία οπιοειδών για 24 ώρες και 

στη συνέχεια συλλέγχθηκαν χρησιµοποιώντας διάλυµα τρυψίνης-EDTA, 

φυγοκεντρήθηκαν και επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα PBS σε συγκέντρωση 106 

κύτταρα /ml. Στα κύτταρα προστέθηκε η χρωστική  DAF-DA σε τελική συγκέντρωση 

0,1mM και επωάστηκαν για 3 λεπτά. Η ενδοκυττάρια παραγωγή της ΝΟ·µετέτρεψε 

τη χρωστική στη φθορίζουσα µορφή της και τα φθορίζοντα κύτταρα µετρήθηκαν σε 

κυτταροµετρητή ροής (µήκος κύµατος διέγερσης τα 485 nm και εκποµπής τα 530 nm) 

σε τακτά χρονικά διαστήµατα εως και 90 λεπτά. Παράλληλα για επιβεβαίωση ότι ο 

φθορισµός οφείλεται στη παραγωγή της ΝΟ·έγιναν µετρήσεις και παρουσία 1mM του 

αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ, L-NAME.  

Ανάλυση αποτελεσµάτων 
Μετρήθηκε το ποσοστό των  κυττάρων που φθορίζουν σε τακτά χρονικά διαστήµατα και 
σχεδιάστηκαν καµπύλες του ποσοστού των φθοριζόντων κυττάρων σε συνάρτηση µε το 
χρόνο. 
 

 

6. Μελέτη της επίδρασης των οπιοειδών στη συνθάση της ελεύθερης ρίζας του 
µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟS)  
 

Υλικά και συσκευές 
β-NADPH (Sigma, USA) 
FAD (Sigma, USA) 
FMN (Sigma, USA) 
6-Τετραϋδρο-βιοπτερίνη (ΒΗ4) (Sigma, USA) 
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Tris-HCl (Merck, Germany) 
EDTA (Sigma, USA) 
HEPES (Sigma, USA)  
Χλωριούχο ασβέστιο (CaCl2) (Merck, Germany)  
[3Η] L-Αργινίνη (58 Ci/mmol, Amersham, UK) 
Ιοντοανταλακτική ρητίνη AG-50W (Bio-Rad Life Science Technologies, USA) 
Συσκευή µικροφυγοκέντρησης µε φίλτρο πόρων 0,45 µm (Sigma, USA) 
Μικροφυγόκεντρος  Mikro 22R (Hettich, Germany) 
Υγρό σπινθηρισµού (Sigma, USA) 
 Μετρητής β-ακτινοβολίας TRI-CARB 4000 Series απόδοσης 60% (Packard, USA) 
 
 
∆ιαλύµατα 
10 x διάλυµα οµογενοποίησης: 250 mM Tris-HCl, pH 7,4 , 10 mM EDTA, 10 mM  

  EGTA, 2 mM PMSF 
∆ιάλυµα 10 mM NADPH σε 10 mM Tris-HCl  pH 7.4. 
2x διάλυµα αντίδρασης: 50 mM Tris pH 7,4  , 6 µM ΒΗ4, 2 µM FAD, 2 µM FMN 
Μείγµα αντίδρασης για 10 δείγµατα: 250 µl 2x διάλυµα αντίδρασης, 50µl 10mM 
NADPH , 10µl [3H] Αργινίνη , 50µl 6mM CaCl2 ) 
∆ιάλυµα τερµατισµού της αντίδρασης : 50mM HEPES, 5 mM EDTA,  pH 5,5  
Χλωριούχο ασβέστιο 6mM (CaCl2) 
 

 

Μέθοδος 
 

Η µέθοδος µέτρησης της δραστικότητας της συνθάσης της ελεύθερης ρίζας 

του µονοξειδίου του αζώτου (NOS) βασίζεται στη αντίδραση την οποία καταλύει η 

NOS κατά την οποία η L-Αργινίνη παρουσία αναγόµενου NADPH και των 

συµπαραγόντων FAD, FMN και BH4 οξειδώνεται σε L-κιτρουλλίνη µε την 

ταυτόχρονη παραγωγή ΝΟ·. Ετσι χρησιµοποιώντας  ραδιοσηµασµένη L-Αργινίνη 

πραγµατοποιείται η παραπάνω αντίδραση και µετράται η ποσότητα της 

ραδιοσηµασµένης L-κιτρουλλίνης που παράγεται από συγκεκριµένη ποσότητα 

πρωτεϊνικού διαλύµατος και για συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα (Bredt and Snyder 

1990). 

Για την µελέτη της επίδρασης των οπιοειδών στη NOS τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν απουσία ή παρουσία οπιοειδών σε πλάκες 6 οπών και την ηµέρα του 

πειράµατος εκπλύθηκαν µία φορά µε PBS και συλλέγχθηκαν σε διάλυµα PBS το 

οποίο περιείχε 1mM EDTA. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν σε µικροφυγόκεντρο για 

2 min στις 12. 000 στροφές ανά λεπτό. Το ίζηµα των κυττάρων οµογενοποιήθηκε µε 

200 - 300µl 1x διάλυµα οµογενοποίησης και φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 12.000 

στροφές ανά λεπτό. Το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης συλλέγχθηκε, έγινε µέτρηση 

των πρωτεϊνών του µε τη µέθοδο Bradford (Υλικά και Μεθοδοι 3) και η 
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συγκέντρωση του ρυθµίστηκε έτσι ώστε να είναι 10µg/ml. Σε 10 µl πρωτεϊνικού 

διαλύµατος προστέθηκαν 40 µl µείγµα αντίδρασης και επωάστηκαν για µία ώρα 

στους 37οC. Η αντίδραση τερµατίστηκε προσθέτοντας 400 µl διάλυµα τερµατισµού 

της αντίδρασης. Παράλληλα πραγµατοποιήθηκε επώαση πρωτεϊνικού διαλύµατος το 

οποίο είχε προηγούµενως εκτεθεί σε βρασµό ως αρνητικός µάρτυρας. Για την 

αποµάκρυνση της [3Η] L-Αργινίνης που δεν έχει µετατραπεί σε κιτρουλίνη 

προστέθηκαν 400µl εξισορροπηµένης ιοντοανταλλακτικής ρητίνης. Το όλο µείγµα 

µεταφέρθηκε σε συσκευές µικροφυγοκέντρησης µε φίλτρο και φυγοκεντρήθηκε στις 

12.000 στροφές ανά λεπτό για 3 min. Με την φυγοκέντρηση η ρητίνη που συγκρατεί 

την θετικά φορτισµένη σε pH 5,5 [3Η] L-Αργινίνη, διαχωρίστηκε από την [3Η] 

κιτρουλίνη η οποία είναι ιονικά ουδέτερη και δεν δεσµέυεται στην ρητίνη. Η [3Η] 

κιτρουλίνη στη συνέχεια αναµείχθηκε µε υγρό σπινθηρισµού και µετρήθηκε σε 

µετρητή β-ακτινοβολίας για 2 λεπτά. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 
Από τις µετρήσεις (κρούσεις ανά λεπτό cpm) της ραδιενεργής [3Η] L– 

κιτρουλίνης που σχηµατίστηκε στο τέλος της αντίδρασης αφαιρέθηκε η τιµή (cpm ) 

του αρνητικού µάρτυρα και γνωρίζοντας την ειδική δραστικότητα της [3Η] L-

Αργινίνης το χρόνο της αντίδρασης και την πρωτεϊνική συγκέντρωση υπολογίστηκε η 

ταχύτητα της αντίδρασης (V) χρησιµοποιώντας την παρακάτω εξίσωση: 

        V= Radioactivity – blank                 
                          e x S.A.x T x [protein] 

 
 
V:   Η ταχύτητα της αντίδρασης (moles/ λεπτό/mg πρωτείνης) 
Radioactivity:  Η ποσότητα της ραδιενεργής L-κιτρουλίνης στο τέλος της αντίδρασης σε 

cpm 
Blank: Η ποσότητα της ραδιενέργειας που µετρήθηκε στον τυφλό µάρτυρα σε cpm. 
e:   Ο συντελεστής απόδοσης του µετρητή ακτινοβολίας 
S.A.: Η ειδική δραστικότητα της ραδιοσηµασµένης [3Η] L-Αργινίνης σε 

fmoles/ml   
T:   Ο χρόνος της αντίδρασης σε λεπτά 
[protein]:  Η πρωτεϊνική συγκέντρωση του δείγµατος σε mg/ml 
  

 

7. Ανοσοϊστοχηµεία για την ανίχνευση ανδρογονικών υποδοχέων στα κύτταρα 
LNCaP. 
 
Υλικά –Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Αντικειµενοφόρες πλάκες Super Frost /Plus (Kindler O GmbH, Germany) 
Ακετόνη (Lab-Scan Analytical Sciences, Ireland) 
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Κιτρικό οξύ (Lab-Scan Analytical Sciences, Ireland) 
Κιτρικό νάτριο (Lab-Scan Analytical Sciences, Ireland) 
Φυσιολογικός ορός κουνελιού (DAKO, Denmark) 
Μονοκλωνικό αντίσωµα κατά του ανθρώπινου ανδρογονικού υποδοχέα (Human anti-
AR clone AR441, code M3562) (DAKO, Denmark) 
∆εύτερο αντίσωµα κατά των ανοσοσφαιρινών (IgG) ποντικού προσηµασµένο µε το 
ένζυµο αλκαλική φωσφατάση (DAKO, Denmark) 
Σύστηµα ανίχνευσης του δευτέρου αντισώµατος (Fast Red substrate system) (DAKO, 
Denmark) 
Φούρνος µικροκυµάτων  
Οπτικό µικροσκόπιο (Nikon Microphot – FXA microscope) µε ενσωµατωµένη 
κάµερα (Nikon FX35DX) 
 
∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα κιτρικού pH 10:  8,2 mM κτρικό οξύ 
           1,8 mM κιτρικό νάτριο 
∆ιάλυµα TBS pH 7,6 : 50 mM NaCl 
    50 mM Tris 
 
Μέθοδος 
 

Η µέθοδος της ανοσοϊστοχηµείας βασίζεται στην ικανότητα σύνδεσης του 

αντισώµατος κατά συγκεκριµένης πρωτεΐνης, µε την πρωτεΐνη αυτή στα κύτταρα και 

στη χρήση δευτέρου αντισώµατος κατά αντιορού του ζώου ξενιστή στο οποίο είχε 

παραχθεί το πρώτο αντίσωµα µε το οποίο και συνδέεται. Το δεύτερο αντίσωµα είναι 

συνδεδεµένο µε το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση. Ετσι ανίχνευση της αλκαλικής 

φωσφατάσης σηµαίνει και ανίχνευση της πρωτεΐνης και πραγµατοποιείται µε τη 

χρήση του κατάλληλου υποστρώµατος για το ένζυµο. Αποτέλεσµα της αντίδρασης 

είναι η εµφάνιση χρώµατος ορατό σε οπτικό µικροσκόπιο.  

Τα κύτταρα LNCaP τοποθετήθηκαν σε Superfrost/Plus αντικειµενοφόρες 

πλάκες, µονιµοποιήθηκαν µε τη χρήση παγωµένης ακετόνης για 5 λεπτά και 

αφέθηκαν να στεγνώσουν στον αέρα. Στη συνέχεια επωάστηκαν µε ρυθµιστικό 

διάλυµα κιτρικών (pH 10) σε φούρνο µικροκυµάτων στα 500 watts για 3 λεπτά έτσι 

ώστε το αντίσωµα να διεισδύσει στο κύτταρο. Ακολούθησε επώαση των κυττάρων 

πρώτα για 30 λεπτά µε 5% φυσιολογικό ορό κουνελιού έτσι ώστε να αποφευχθεί η µη 

ειδική δέσµευση των αντισωµάτων και µετά 1 ώρα µε το αντίσωµα ενάντια του 

ανδρογονικού υποδοχέα σε αραίωση 1: 25 σε TBS-5% BSA. Τα κύτταρα εκπλύθηκαν 

µε TBS και επωάστηκαν για 1 ώρα µε το δεύτερο αντίσωµα συνδεδεµένο µε το 

ένζυµο αλκαλική φωσφατάση σε αραίωση 1: 30 σε TBS-5% BSA.Στη συνέχεια τα 

κύτταρα εκπλύθηκαν µε TBS για 25 λεπτά µε το σύστηµα ανίχνευσης του δευτέρου 

αντισώµατος που περιέχει υπόστρωµα για την αλκαλική φωσφατάση και επιτρέπει 
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την εµφάνιση χρώµατος. Τέλος τα κύτταρα βάφτηκαν µε αιµατοξυλίνη για 30 λεπτά. 

Τα δείγµατα παρατηρήθηκαν σε οπτικό µικροσκόπιο 

 

 

8. Kυτταροµετρία ροής για την ανίχνευση µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των 
ανδρογόνων στα κύτταρα LNCaP. 
 

Υλικά -Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Τεστοστερόνη 3-(Ο-καρβοξυλµεθυλ) oxime-BSA- FITC (Sigma, USA)  
BSA-FITC (Sigma, USA) 
Κυτταροµετρητής ροής (Coulter Epics XL-MCL  Beckman-Coulter, USA)  
Τεστοστερόνη-BSA (Sigma, USA) 
DHT(Sigma, USA)  
Κυτταρικοί «ξύστες» cell scrapers (Corning & Costar) 

 

∆ιαλύµατα 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PBS  
 

Μέθοδος  
 Με τη µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής επιτυγχάνεται η µέτρηση αλλά κυρίως 

ο διαχωρισµός και η οµαδοποίηση των κυττάρων ανάλογα µε το µέγεθος, τον το 

όγκο, το δυναµικό και το pH. Παράλληλα είναι εφικτό µε τη χρήση διαφόρων ουσιών 

που φθορίζουν η κατάταξη των κυττάρων ανάλογα µε το είδος των πρωτεϊνών και 

των ενζύµων που φέρουν στο εσωτερικό τους ή στην επιφάνεια τους, ή διαφορές στο 

DNA. Ο βασικός τρόπος λειτουργίας του κυτταροµετρητή ροής περιλαµβάνει τα 

εξής: Τα κύτταρα περνάνε ένα-ένα µπροστά από µία δέσµη φωτός συνήθως από ένα 

Laser και χωρίζονται σε κατηγορίες µε βάση δύο παραµέτρους α) τα µορφολογικά, 

κατασκευαστικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά των κυττάρων που προκαλούν 

σκέδαση της δέσµης φωτός και β) την εκποµπή φθορισµού από χηµικές ενώσεις που 

υπάρχουν µέσα στα κύτταρα ή τις φθορίζουσες ουσίες που πλέον χρησιµοποιούνται 

συνδεδεµένες είτε µε αντισώµατα είτε µε άλλου είδους πρωτεΐνες, επιτρέποντας µε 

αυτό τον τρόπο την ανίχνευση διαφόρων συστατικών των κυττάρων.  

Η ανίχνευση θέσεων σύνδεσης για την τεστοστερόνη στην επιφάνεια των 

κυττάρων LNCaP έγινε εφικτή µε τη χρήση τεστοστερόνης συνδεδεµένη µε 

αλβουµίνη ορού βοός (BSA) η οποία και την καθιστά ανίκανη να διαπερνά την 

κυτταρική µεµβράνη και µε ισοθειοκυανιούχο φλουοροσκεΐνη (fluorescence 

isothiocyanate, FITC), η οποία επιτρέπει το διαχωρισµό και τη µέτρηση εκείνων των 

κυττάρων που φθορίζουν δηλαδή εκείνων στα οποία έχει δεσµευτεί η τεστοστερόνη-
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BSA–FITC. Κύτταρα LNCaP τα οποία καλλιεργήθηκαν τουλάχιστον για 24 ώρες σε 

θρεπτικό χωρίς ορό αποξέστηκαν από τις φλάσκες καλλιεργειών και τοποθετήθηκαν 

σε σωληνάρια πολυστυρενίου σε συγκέντρωση 106 κύτταρα /ml σε PBS. Ο 

κυτταρικός πληθυσµός της µελέτης προσδιορίσθηκε σε δείγµα κυττάρων µε βάση την 

προς τα εµπρός και προς τα πλάγια σκέδαση της οδηγού δέσµης laser (forward and 

side scatter). Στη συνέχεια αφού τα κύτταρα επωάστηκαν για διαδοχικά χρονικά 

διαστήµατα (1, 10, 30 και 60 λεπτά) µε την τεστοστερόνη-BSA-FITC (10-7 Μ) και 

την BSA-FITC (10-7 Μ) για την ανίχνευση της ειδικής και της µη ειδικής σύνδεσης 

αντίστοιχα, αναλύθηκαν στον κυτταροµετρητή ροής σε ένα δείγµα 10,000 κυττάρων 

µε τη χρήση δέσµης argon –ion laser στα 488 nM για τη διέγερση της χρωστικής 

FITC (µε µέγιστο µήκος κύµατος διέγερσης τα 495 nM και εκποµπής τα 520 nM) 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Τα αποτελέσµατα δίνονται µε τη µορφή ιστογραµµάτων όπου στον αξονα των 

Υ είναι ο αριθµός των κυττάρων και στον άξονα των Χ η ένταση του φθορισµού σε 

λογαριθµική κλίµακα. Συγκρίνοντας το ιστόγραµµα της BSA-FITC η οποία 

συνδέεται µη ειδικά, µε αυτό που προέκυψε όταν χρησιµοποιήθηκε η τεστοστερόνη-

BSA-FITC µπορεί να γίνει εκτίµηση για το αν υπάρχει ειδική σύνδεση (σύγκριση της 

έντασης του φθορισµού των κυττάρων) και να υπολογιστεί το ποσοστό των κυττάρων 

που φθορίζουν λόγω της ειδικής σύνδεσης  

 

 

9. Μικροσκοπία συνεστίασης για την ανίχνευση µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης 
των ανδρογόνων στα κύτταρα LNCaP 
 
Υλικά –Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Πολυ-L - λυσίνη (Poly-L-lysine) (Sigma, USA) 
Καλυπτρίδες 22 x22 mm (SUPERIOR, Germany) 
Αντικειµενοφόρες πλάκες 76x26mm (GLASSEX, Germany) 
Παραφορµαλδεύδη PFA (Merck, Germany) 
Vectashield (Vector Laboratories, USA) 
Γλυκερόλη (Sigma, USA) 
Τεστοστερόνη 3-(Ο-καρβοξυλµεθυλ) oxime-BSA- FITC (Sigma, USA)  
BSA-FITC (Sigma, USA) 
Μικροσκόπιο συνεστίασης Confocal laser scanning module (Leica Lasertechnik, 
Heidelberg, Germany)  
 
 
∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα πολυ-L-λυσίνης σε PBS 1mg/ml 
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Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα  PBS  
∆ιάλυµα κάλυψης φθορισµού : 50% Γλυκερόλη και 50% vectashield 
∆ιάλυµα παραφορµαλδεΰδης (PFA) 4% σε PBS pH 7,4  
 
 
 
Μέθοδος 

Για την ανίχνευση µεµβρανικών ανδρογονικών υποδοχέων έγινε χρήση της 

τεστοστερόνης-BSA-FITC, όπως ανωτέρω. Όπως προαναφέρθηκε σύνδεση της 

τεστοστερόνης µε την αλβουµίνη ορού βοός (BSA) την καθιστά ανίκανη να διαπερνά 

την κυτταρική µεµβράνη ενώ η σύνδεσή της µε την ισοθειοκυανιούχο φλουοροσκεΐνη 

επιτρέπει την µικροσκοπική παρατήρηση των κυττάρων στα οποία έχει γίνει η 

σύνδεση εφόσον αυτά φθορίζουν. Η χρήση του µικροσκοπίου συνεστίασης επιτρέπει 

τη λήψη οπτικών τοµών των κυττάρων στις οποίες µπορούµε να παρατηρήσουµε που 

βρίσκεται η φθορίζουσα ουσία. 

Τα κύτταρα LNCaP καλλιεργήθηκαν πάνω σε καλυπτρίδες οι οποίες 

προηγουµένως είχαν επικαλυφθεί µε πολυ-L-λυσίνη (επώαση 5 λεπτά µε 0,1 mg/ml 

διαλύµατος πολυ-L-λυσίνη και έκπλυση 2 φορές µε PBS) για τουλάχιστον 24 ώρες µε 

θρεπτικό χωρίς ορό. Στην συνέχεια έγινε έκπλυση των κυττάρων µε PBS και επώαση 

µε την τεστοστερόνη-BSA-FITC (10-7 Μ) και µε BSA-FITC (10-7 Μ) για το 

διαχωρισµό µεταξύ ειδικής και µη ειδικής δέσµευσης. Μετά το τέλος της επώασης (1, 

10 και 30 λεπτά ) τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε PBS και µονιµοποιήθηκαν µε διάλυµα 

2% παραφορµαλδεΰδη για 20 λεπτά. Οι καλυπτρίδες µε τα µονιµοποιηµένα κύτταρα 

τοποθετήθηκαν ανάστροφα επάνω σε αντικειµενοφόρες πλάκες στο κέντρο των 

οποίων βρίσκονταν 20µl διάλυµα προστασίας φθορισµού. Τα δείγµατα φυλάχτηκαν 

στους -20οC έως τη στιγµή της παρατήρησής τους στο µικροσκόπιο συνεστίασης. Οι 

εικόνες αποκτήθηκαν µε φακό x 100 και κατάλληλο software (λογισµικό CLSM). 

Μεταφέρθηκαν σε προσωπικό υπολογιστή στον οποίο και πραγµατοποιήθηκε 

βελτιστοποίησή τους σε φωτεινότητα και αντίθεση χρησιµοποιώντας κατάλληλο 

software (Corel Photo Paint V 9.0). 

 
 
 
10. Μέτρηση της εκκρινόµενης ποσότητας του ειδικού προστατικού αντιγόνου 
(PSA) από την κυτταρική σειρά LNCaP 
 
 Η µέτρηση της συγκεντρώσεως του ολικού PSA στο θρεπτικό υλικό µετά από 

καλλιέργεια των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ανοσοενζυµατικής 

µεθόδου πολωµένου φθορισµού της εταιρείας Abbott. (Chicago, IL). Η µέθοδος 
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βασίζεται στη χρήση αντισώµατος ενάντια στο PSA συνδεδεµένο µε το ένζυµο 

αλκαλική φωσφατάση και τη χρήση υποστρώµατος που έχει ως αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία προϊόντος που φθορίζει και το οποίο µετράται. 

  

 
11. Μικροσκοπία συνεστίασης για την παρατήρηση των µικροινιδίων ακτίνης 
στα κύτταρα LNCaP 
 
Υλικά -Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Πλάκες καλλιέργειας 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Πολυ-L - λυσίνη (Poly-L-lysine) (Sigma, USA) 
Καλυπτρίδες 22 x22 mm (SUPERIOR, Germany) 
Αντικειµενοφόρες πλάκες 76x26mm (GLASSEX, Germany  
Triton Χ-100 (Merck, Germany) 
Ροδαµίνη-Φαλλοϊδίνη (Molecular Probes, USA) 
PIPES (Merck, Germany) 
Βοροϋβρίδιο του νατρίου : NaBH4 (Sigma, USA) 
Χλωριούχο αµµώνιο: NH4Cl (Merck, Germany) 
Ένυδρο χλωριούχο µαγνήσιο: MgCl2.H2O 
EGTA (Sigma, USA) 
Φορµαλδεΰδη (Merck, Germany) 
Vectashield (Vector Laboratories, USA) 
Γλυκερόλη (Sigma, USA) 
Μικροσκόπιο συνεστίασης Confocal laser scanning module (Leica Lasertechnik, 
Heidelberg, Germany)  
 
 
 
∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα πολυ-L-λυσίνης σε PBS 1mg/ml 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα  PBS  
∆ιάλυµα κάλυψης φθορισµού : 50% Γλυκερόλη και 50% vectashield  
Ρυθµιστικό διάλυµα PEM pH 6,8: 100 mM PIPES 
                    5 mM EGTA 
                    2 mM MgCl2 
∆ιάλυµα µονιµοποίησης: σε υθµιστικό διάλυµα PEM 
             3,7% φορµαλδεύδη 
        0,02% γλουταραλδεύδη 
        0,2% Triton X-100  
 
 
Μέθοδος 
 Η µέθοδος βασίζεται στη χρήση της ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης. Η φαλλοϊδίνη 

συνδέεται ειδικά µε τα µικροϊνίδια της ακτίνης µε ταυτόχρονο φθορισµό της 

ροδαµίνης. Ο φθορισµός της ροδαµίνης αυξάνεται µε τη σύνδεση της ροδαµίνης-

φαλλοϊδίνης µε τη πολυµερή ακτίνη και το φαινόµενο ολοκληρώνεται σε είκοσι 

λεπτά. Τα κύτταρα LNCaP καλλιεργήθηκαν πάνω σε καλυπτρίδες οι οποίες 
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προηγουµένως είχαν επικαλυφθεί µε πολυ-L-λυσίνη (επώαση 5 λεπτά µε 0,1 mg/ml 

διαλύµατος πολυ-L-λυσίνη και έκπλυση 2 φορές µε PBS) για τουλάχιστον 24 ώρες µε 

θρεπτικό χωρίς ορό. Στην συνέχεια έγινε επώαση των κυττάρων µε DHT (10-7 Μ) για 

10 λεπτά. Μετά το τέλος της επώασης τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε διάλυµα PEM για 3 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και µονιµοποιήθηκαν µε διάλυµα µονιµοποίησης για 

10 λεπτά. Στη συνέχεια µετά από έκπλυση 3 φορές µε PBS πραγµατοποιήθηκε δύο 

φορές αναγωγή µε 0,1% NaBH4 σε PBS για 10 λεπτά και πάλι έκπλυση 2 φορές µε 

PBS. Ακολούθησε επώαση για 15 λεπτά µε 0,5% BSA για κάλυψη των µη ειδικών 

θέσεων σύνδεσης και επώαση µε διάλυµα ροδαµίνης φαλλοϊδίνης (1: 8 v/v) σε PBS-

0,5% BSA. Μετά το τέλος της επώασης τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε 3 φορές µε PBS 

και µεταµονιµοποιήθηκαν µε 3,7% φορµαλδεΰδη σε PBS. Ακολούθησε έκπλυση 

πρώτα µε 50 mM NH4Cl και µετά µε PBS. Οι καλυπτρίδες µε τα µονιµοποιηµένα 

κύτταρα τοποθετήθηκαν ανάστροφα επάνω σε αντικειµενοφόρες πλάκες στο κέντρο 

των οποίων βρίσκονταν 20 µl διάλυµα προστασίας φθορισµού. Τα δείγµατα 

φυλάχθηκαν στους -20οC έως τη στιγµή της παρατήρησής τους στο µικροσκόπιο 

συνεστίασης. 

 
 
 
12. Προσδιορισµός της µονοµερούς (G) και της πολυµερούς (F) ακτίνης στα 
κύτταρα LNCaP 
 

Για τον προσδιορισµό της µονοµερούς (διαλυτή στο Triton ) και πολυµερούς 

(µη διαλυτή στο Triton) ακτίνης χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης 

(Western blotting) 

 

Α. Προετοιµασία κυτταρικών εκχυλισµάτων 

  

Υλικά -Συσκευές 
Κυτταρική σειρά LNCaP ( ACC 256 DSMZ Germany) 
Πλάκες καλλιέργειας 6 οπών (Corning & Costar, USA) 
Triton Χ-100 (Merck, Germany) 
Tris –HCl (Bio-Rad laboratories CA, USA) 
Σακχαρόζη (Sigma, USA) 
Ροδαµίνη-Φαλλοϊδίνη (Molecular Probes, USA) 
PMSF (Sigma, USA) 
Λευπεπτίνη (Sigma, USA) 
Απροτινίνη (Sigma, USA) 
Ορθοβαναδικό νατριο (Na3VO4 ) (Sigma, USA) 
EGTA (Sigma, USA) 
Φθοριούχο νάτριο (NaF) (Sigma, USA) 
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Υπερχλωρικό οξύ (PCA) 
 
 
∆ιαλύµατα 
Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα  PBS 
∆ιάλυµα λύσης µε Triton : 0,3% Triton X-100  

5mM Tris pH 7,4  
2mM EGTA  
300mM sucrose  
2µM φαλλοϊδίνη  
1mΜ PMSF  
10µg/ml λευπεπτίνη  
20µg/ml απροτινίνη  
1mM ορθοβαναδικό νάτριο  
50mM φθοριούχο νάτριο 

 
 
Μέθοδος 

Τα κύτταρα εκπλύθηκαν 2 φορές µε κρύο PBS και επωάστηκαν µε 500µl/οπή 

διάλυµα λύσης για 5 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια συλλέχθηκε το διάλυµα λύσης 

µε τις διαλυτές στο Triton πρωτεΐνες οι οποίες και κατακρηµνίστηκαν µε ίσο όγκο 6% 

PCA. Η µη διαλυτές στο Triton πρωτεΐνες οι οποίες και παρέµειναν στην πλάκα 

καλλιέργειας κατακρηµνίστηκαν µε 1ml 3% PCA. Ποσοτικός προσδιορισµός των 

ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford που 

περιγράφηκε στη παράγραφο Υλικά  και Μέθοδοι4. 

 

 

B. Ηλεκτροφόρηση πρωτεινών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 

 
Υλικά -Συσκευές 
 
Tris-HCl (Sigma, USA) 
Ακρυλαµίδιο (Pharmacia LKB, UK)  
Ν,Ν µεθυλεν-δις- ακρυλαµίδιο: Bis-ακρυλαµίδιο (Pharmacia LKB, UK) 
Υπερθειικό αµµώνιο (Ammonium persulfate APS) (Sigma, USA) 
N,N,N,N τετρα-µεθυλενο-αιθυλ-διαµίνη (TEMED) (Sigma, USA) 
∆ωδεκακυλοθεϊκό νάτριο (Sodium dodecyl sulphate, SDS) (Sigma, USA) 
DTT (Sigma, USA) 
β-µερκαπτοαιθανόλη  
Γλυκερόλη (Sigma, USA) 
Κυανούν της βρωµοφαινόλης (Sigma, USA) 
Γλυκίνη (Merck, Germany) 
Protein markers (BioRad)  
Συσκευή ηλεκτροφόρησης (BioRad)  
 

∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού: Tris-HCl  1,5 M  pH 8,8 
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Ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης: Tris-HCl  1 M  pH 6,8 
Συγκεντρωµένο διάλυµα υπερθειικού αµµωνίου: 10%  υπερθειικό αµµώνιο (APS) 
Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσιώσης 2x pH 6,8:125mM Tris-HCl 

 4% SDS  
 10% γλυκερόλη 
 0,02% κυανού της  βρωµοφαινόλης και     

        4%µερκαπτοαιθανόλη (προστίθεται λίγο  
 πριν τη χρήση του  διαλύµατος). 

 
∆ιάλυµα  ακρυλαµίδης 30% : 29.2 % (w/v) ακρυλαµίδιο,  

0,8% (w/v) Ν,Ν µεθυλενο-δις- ακρυλαµίδη 
 

Πήκτωµα επιστοίβαξης:  5,1 % διάλυµα ακρυλαµίδης 
 0.1%  υπερθειικό αµµώνιο (APS) 
 0.1% TEMED 
 0,1 % SDS  
 12,5 % διάλυµα επιστοίβαξης 
 

Πήκτωµα διαχωρισµού:   0,5 %  διάλυµα ακρυλαµίδης 
 0.1%  υπερθειικό αµµώνιο (APS) 
 0.1% (TEMED) 

   0,1 % SDS,  
   25 % διάλυµα διαχωρισµού.  

10x ∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης pH 8,3: 0,25 mM Tris-HCl 
            1,92 mM Γλυκίνη 

   1% SDS   
 
 
Μέθοδος 

Με την τεχνική της ηλεκτροφόρησης επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός των 

πρωτεϊνών σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Βασίζεται στην ιδιότητα των πρωτεϊνών να είναι 

θετικά ή αρνητικά φορτισµένες και έτσι να µετακινούνται προς τον θετικό ή τον 

αρνητικό πόλο όταν βρεθούν σε ηλεκτρικό πεδίο. Ο βαθµός µετακίνησής τους 

εξαρτάται από την πυκνότητα του φορτίου της κάθε πρωτεΐνης, δηλαδή, το λόγο 

“φορτίο/µάζα”. 

Η ηλεκτροφόρηση των κυτταρικών πρωτεϊνικών κλασµάτων, για τον 

προσδιορισµό της µονοµερούς και της πολυµερούς ακτίνης που περιέχουν, έγινε σε 

σύστηµα ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης, κατά SDS σύµφωνα µε τον (Laemmli 1970). 

Ως µέσο υποστήριξης χρησιµοποιήθηκε πηκτή πολυακρυλαµιδίου όπου, κάτω από 

συνθήκες αποδιάταξης, η µετακίνηση των περισσότερων πολυπεπτιδικών αλυσίδων 

είναι απολύτως ανάλογη µε τον λογάριθµο της µάζας τους. 

Η συλλογή των κυτταρικών πρωτεϊνών έγινε σε διάλυµα που περιείχε 

δωδεκακυλοθειικό νάτριο (SDS), ένα απορρυπαντικό που καταστρέφει σχεδόν όλες 

τις µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις µιας φυσικής πρωτεΐνης ενώ τα ανιόντα του 

δεσµεύονται στις κύριες αλυσίδες των πρωτεϊνών γεγονός που δίνει στο σύµπλοκο 
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του SDS µε την αποδιαταγµένη πρωτεΐνη ένα µεγάλο φορτίο, περίπου ανάλογο µε τη 

µάζα της πρωτεΐνης. 

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε πηκτή διαχωρισµού (8% 

πολυακρυλαµίδη). Τα δείγµατα  και οι πρωτεϊνικοί markers (γνωστού µοριακού 

βάρους) έβρασαν σε υδατόλουτρο για 3-4 λεπτά στους 100οC για την µετουσίωση 

των πρωτεϊνών και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στα πηγαδάκια του πηκτώµατος 

επιστοίβαξης. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου µε 

σταθερή τάση 800mV αρχικά και 1500mV µετά το πέρασµα του µετώπου των 

πρωτεϊνών στην πηκτή διαχωρισµού. 

 

Γ. Μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης 

 

Υλικά -Συσκευές 
Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης 0,45 µM (Sigma, USA) 
Χαρτί Whatman 3MM 
Μεθανόλη (Lab-Scan Analytical Sciences, Ireland) 
Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών (Hoeffer –Bio-Rad, USA) 
 

∆ιαλύµατα 
∆ιάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών: 10% διάλυµα ηλεκτροφόρησης 10x 
         20% µεθανόλη 
 
Μέθοδος 

Οι αρνητικά φορτισµένες πρωτεΐνες που διαχωρίστηκαν κατά την SDS 

ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαµιδίου µεταφέρθηκαν µε αποτύπωση σε µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης µε την εφαρµογή ηλεκτρικού ρεύµατος και τη βοήθεια κατασκευής 

µε τη µορφή ενός «σάντουιτς». Όλα τα υλικά της κατασκευής διαβράχηκαν πρώτα 

στο διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών. Συγκεκριµένα πάνω στο σφουγγάρι της 

συσκευής µεταφοράς πρωτεϊνών τοποθετήθηκε ένα χαρτί Whatman πάνω σε αυτό η 

πηκτή, στη συνέχεια η µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης, ένα ακόµη χαρτί Whatman και 

τέλος το δεύτερο σφουγγάρι της συσκευής. Η µεταφορά επιτελείται µε την εφαρµογή 

ηλεκτρικού ρεύµατος εντάσεως 350 mA για 1,5-2 ώρες.  

 

∆. Ανοσοανίχνευση των πρωτεϊνών στη νιτροκυτταρίνη   

  
Υλικά -Συσκευές 
Tris-HCl (Sigma, USA) 
Χλωριούχο νάτριο NaCl  (Sigma, USA) 
Tween-20 (Sigma, USA) 
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Ξηρό γάλα µε χαµηλά λιπαρά  
Μονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού κατά της ακτίνης (Amersham Pharmacia, UK)  
∆εύτερο αντίσωµα κατά των ανοσοσφαιρινών ποντικού συζευγµένο µε το ένζυµο 
υπεροξειδάση του ραπανιού HRP Horseradish peroxidase (Chemicon Temecula CA) 
Αντιδραστήριο ενισχυµένης χηµειοφωτάυγειας ECL (Enhanced Chemiluminesence)  
(NEN, USA) 
Ακτινογραφικό φίλµ υψηλής ευαισθησίας ECL (Hyper film-ECL) (Amersham USA) 

 

∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα Tris-φυσιολογικού ορού µε Tween-20 (TBS-T)  pH 7,6: 
 20 mM Tris-HCl   
 137 mM NaCl  
 0,1 % Tween-20 
 
 

Μέθοδος 
 

 Η µέθοδος της ανοσοανίχνευσης βασίζεται στη σύνδεση ειδικού αντισώµατος 

µε την πρωτεΐνη που θέλουµε να ανιχνεύσουµε και η οποία µε την τεχνική της 

αποτύπωσης βρίσκεται πάνω στη µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης. Ακολουθεί χρήση 

δευτέρου αντισώµατος ενάντια στον αντι-ορό του ζώου στο οποίο αναπτύχθηκε το 

πρώτο αντίσωµα,. το οποίο είναι συνδεδεµένο, µέσω χηµικού δεσµού, µε το ένζυµο 

υπεροξειδάση του ραπανιού (HRP, Horseradish Peroxidase). Στη συνέχεια, 

πραγµατοποιείται ανίχνευση της θέσης του ενζύµου η οποία στη πραγµατικότητα 

είναι και η θέση της πρωτεΐνης που θέλουµε να ανιχνεύσουµε χρησιµοποιώντας το 

αντιδραστήριο εµφάνισης ECL. Αντίδραση της υπεροξειδάσης µε το υπόστρωµα έχει 

ως αποτέλεσµα τη παραγωγή χηµειοφωταύγειας η οποία και ανιχνεύεται πάνω σε 

ακτινογραφικό φιλµ. 

 Η µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης µε τις πρωτεΐνες που προέκυψε από την 

διαδικασία της αποτύπωσης επωάστηκε κατ’αρχήν για 1 ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου ή όλη τη νύχτα στους 4oC, υπό ανάδευση µε 5 % ξηρό γάλα µε χαµηλά 

λιπαρά για να καλυφθούν οι µη ειδικές θέσεις. Στη συνέχεια επωάστηκε µε το 

µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού κατά της ακτίνης σε συγκέντρωση 1: 400 σε TBS-T  

για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση. Μετά το τέλος της 

επώασης ακολούθησε έκπλυση της µεµβράνης µε TBS-T για µία φορά επί 15 λεπτά 

και για δύο φορές επί 5 λεπτά και επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα σε συγκέντρωση 

1: 10000 σε TBS-T κατά αντιορού ποντικού συνδεδεµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση 

του ραπανιού για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση. Στη 

συνέχεια µετά από έκπλυση για µία φορά επί 15 λεπτά και για δύο φορές επί 5 λεπτά, 



  Υλικά και Μέθοδοι 65 

η µεµβράνη επωάστηκε για 2-3 λεπτά µε τα αντιδραστήρια ανίχνευσης ECL σε 

σκοτεινό χώρο και εκτέθηκε σε φιλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας µέσα σε κασέτα 

εµφάνισης για διάφορα χρονικά διαστήµατα. Η ένταση των ζωνών πάνω στο φίλµ 

ποσοτικοποιήθηκαν µε κατάλληλο software (Molecular analyst, Bio-Rad USA). 
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 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΟΠΙΟΕΙ∆ΩΝ ΣΤΟΝ ΠΡΟΣΤΑΤΗ 
 
 
Α. Εξωγενή Οπιοειδή 
 

Επίδραση οπιοειδών αγωνιστών παρουσία ή απουσία ανταγωνιστή στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

 
Για τα πειράµατα µελέτης της επίδρασης των οπιοειδών αγωνιστών στο ρυθµό 

πολλαπλασιασµού των τριών διαφορετικών καρκινικών κυτταρικών σειρών του 

προστάτου (DU-145, PC3, LNCaP) χρησιµοποιήθηκαν αγωνιστές υψηλής συγγένειας 

για τους διαφορετικούς οπιοειδείς υποδοχείς σε συγκεντρώσεις 10-12 – 10-6 Μ. Ως 

γενικός οπιοειδής ανταγωνιστής χρησιµοποιήθηκε η ∆ιπρενορφίνη σε συγκέντρωση 

10-6 Μ. Σε αυτή την συγκέντρωση, προηγούµενες µελέτές µας (Hatzoglou et al. 

1996a) έδειξαν ότι η διπρενορφίνη συνδέεται σε όλους τους τύπους των οπιοειδών 

υποδοχέων. Συγκεκριµένα, οι αγωνιστές που χρησιµοποιήθηκαν και οι υποδοχείς µε 

τους οποίους συνδέεται ο καθένας είναι οι ακόλουθοι (Castanas et al. 1985a, b):  

Αγωνιστής       Υποδοχείς                   

Αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC)    µ, δ, κ1, κ2 

Ετορφίνη       µ, δ, κ2, κ3 

Μορφίνη              µ 

[D-ala2, D-leu5]-Εγκεφαλίνη (DADLE)    µ, δ 

[D-Ser2, Leu5]-Εγκεφαλίνη, Thr6 (DSLET)   δ 

[D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-Εγκεφαλίνη (DAGO)  µ 

Ανταγωνιστής 

∆ιπρενορφίνη       µ, δ, κ1, κ2, κ3 

 

Τα κύτταρα  καλλιεργήθηκαν σε πλάκες επίπεδου πυθµένα και η επίδραση 

των οπιοειδών µελετήθηκε µετά από δύο κυτταρικούς κύκλους, (συνολικά για 4 µέρες 

όσον αφορά τις κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3 και για 6 µέρες τα κύτταρα 

LNCaP). Ως πρώτη ηµέρα θεωρείται η ηµέρα πρόσθεσης των διαφόρων οπιοειδών 

αγωνιστών-ανταγωνιστών. 

 Στο σχήµα-10 φαίνονται τα αποτελέσµατα  της επίδρασης των οπιοειδών 

αγωνιστών στην κυτταρική σειρά DU-145 παρουσία ή απουσία ανταγωνιστή. Οι 

µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν την τέταρτη ηµέρα επίδρασης, ηµέρα όπου 

παρατηρήθηκε η µεγαλύτερη δράση τους στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως καµπύλες δόσης-απόκρισης και εκφράζονται ως οι 
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λόγοι σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες ( κύτταρα τα οποία δεν έχουν εκτεθεί σε 

κανένα παράγοντα). Όπως φαίνεται λοιπόν, στο σχήµα-10 η EKC  ήταν ο οπιοειδής 

αγωνιστής που παρουσίασε τη µεγαλύτερη στατιστικώς σηµαντική καταστολή του 

ρυθµού πολλαπλασιασµού των κυττάρων DU-145. Η καταστολή ήταν διφασική, 

υποδηλώνοντας δύο θέσεις σύνδεσης, µε ποσοστά µέγιστης καταστολής 29% και 

76% των κυττάρων µαρτύρων. Ενώ η µέση κατασταλτική συγκέντρωση (IC50) είναι 

0,0001nΜ και 0,14nΜ αντίστοιχα (πίνακας IΙΙ). Όσον αφορά τους υπόλοιπους 

οπιοειδείς αγωνιστές η δράση τους ήταν µικρότερη, προκάλεσε όµως καταστολή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού των DU-145 κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο σε σχέση 

µε τα κύτταρα µάρτυρες. 
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Σχήµα-10. Επίδραση των οπιοειδών αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
DU-145. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις διαφόρων οπιοειδών 
παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα 
εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό 
σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 
 
 
 
Τα ποσοστά της µέγιστης καταστολής τους και οι τιµές της µέσης κατασταλτικής 

συγκέντρωσης για τον καθένα αγωνιστή φαίνονται στον πίνακα ΙΙΙ. 
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Η παρουσία ανταγωνιστή (διπρενορφίνη σε συγκέντρωση 10-6 Μ) ανέστειλε 

µερικώς την κατασταλτική δράση της EKC µειώνοντας τα ποσοστά µέγιστης 

καταστολής σε 20% και 61%. Για τους υπόλοιπους αγωνιστές, η ανταγωνιστική 

δράση της διπρενορφίνης ήταν πολύ µικρή όπως στην περίπτωση της ετορφίνης, του 

DAGO και του DADLE, έως ανύπαρκτη όπως στην περίπτωση του DSLET και της 

µορφίνης. 

 

Στην κυτταρική σειρά PC3, όπως φαίνεται και στο σχήµα-11, την µεγαλύτερη 

ανασταλτική δράση, κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο, είχε η ετορφίνη µε ποσοστό 

µέγιστης αναστολής 44% και IC50 0,034 nM. Ακολουθούν η EKC σε συγκεντρώσεις 

µεγαλύτερες από 10-10 Μ, το DAGO σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από 10-10 Μ, το 

DADLE  σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από 10-9 Μ και η µορφίνη σε συγκεντρώσεις 

µεγαλύτερες από 10-9 Μ. Ο αγωνιστής DSLET δεν είχε καµµία επίδραση. Τα 

ποσοστά της µέγιστης καταστολής και οι τιµές της µέσης κατασταλτικής 

συγκέντρωσης παρουσιάζονται στον πίνακα IΙI. Παρουσία ανταγωνιστή η δράση των 

οπιοειδών αγωνιστών ήταν µερικώς αναστρέψιµη. Έτσι παρατηρήθηκε µερική 

αναστολή της δράσης της ετορφίνης παρουσία διπρενορφίνης και το ποσοστό 

µέγιστης καταστολής µειώθηκε από 44% σε 37%. Σύγχρονη επώαση της EKC µε 

διπρενορφίνη είχε ως αποτέλεσµα το ποσοστό µέγιστης καταστολής να µειωθεί από 

49% σε 31%, και του DADLE από 45% σε 26%. Η διπρενορφίνη προκάλεσε σχεδόν 

πλήρης αναστολή της δράσης του DAGO και της µορφίνης  µειώνοντας το ποσοστό 

µέγιστης καταστολής από 46% σε 7% και από 38% σε 9% αντίστοιχα. 
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Σχήµα-11. Επίδραση των οπιοειδών αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
PC3. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις διαφόρων οπιοειδών 
αρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα 
εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό 
σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων.  
 

 

Το σχήµα-12 δείχνει τις καµπύλες δόσης-απάντησης του ρυθµού 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων LNCaP στους διάφορους οπιοειδείς  αγωνιστές 

παρουσία ή όχι ανταγωνιστή (διπρενορφίνης). Όλοι οι οπιοειδείς αγωνιστές των 

οποίων η δράση ελέχθηκε, ελάττωναν το ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων 

LNCaP κατά δοσο-εξαρτώµενο τρόπο.  
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Σχήµα-12. Επίδραση των οπιοειδών αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
LNCaP. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 6 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις διαφόρων οπιοειδών 
παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα 
εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό 
σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 
 

 

Τη µεγαλύτερη δράση είχε η EKC µε ποσοστό µέγιστης αναστολής 72% 

παρουσιάζοντας σηµαντική δράση από χαµηλή συγκέντρωση η οποία ήταν µερικώς 

αναστρέψιµη από τη διπρενορφίνη. Η διπρενορφίνη δεν επηρρεάζε καθόλου τη δράση 

της ετορφίνης ενώ ενίσχυε την κατασταλτική δράση των DADLE, DSLET, DAGO και 

της µορφίνης (Πίνακας ΙΙΙ). 

 

 

Επίδραση του οπιοειδούς ανταγωνιστή, διπρενορφίνη, στο ρυθµό 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων DU-145, PC3 και LNCaP 

 

  Το γεγονός ότι σε µερικές περιπτώσεις, η προσθήκη διπρενορφίνης στα 

κύτταρα ενίσχυε την κατασταλτική δράση ορισµένων οπιοειδών αγωνιστών 

υποδεικνύει ότι πιθανώς η διπρενορφίνη από µόνη της είχε κάποια ανασταλτική 

δράση στο ρυθµό πολλαπλασιασµού των καρκινικών κυτταρικών σειρών του 

προστάτου. Για το σκοπό αυτό µελετήθηκε η επίδραση της διπρενορφίνης στον 
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κυτταρικό πολλαπλασιασµό και των τριών κυτταρικών σειρών για αντίστοιχα 

χρονικά διαστήµατα µε αυτά των οπιοειδών αγωνιστών. 

Στο σχήµα-13 φαίνονται οι καµπύλες δόσης-απόκρισης της διπρενορφίνης στις τρεις 

κυτταρικές σειρές DU-145, PC3 και LNCaP. Στα κύτταρα LNCaP η διπρενορφίνη 

προκάλεσε µια µικρή ελάττωση του ρυθµού πολλαπλασιαµού των κυττάρων κυρίως 

σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από 10-10 Μ. Η δράση αυτή της διπρενορφίνης θα 

µπορούσε να εξηγήσει τα αποτελέσµατα της δράσης των οπιοειδών αγωνιστών 

παρουσία διπρενορφίνης ως ανταγωνιστή σε συγκέντρωση  10-6Μ. ∆εν παρουσίαζε 

καµµία επίδραση στο ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων PC3, ενώ αντίθετα 

προκαλούσε δοσοεξαρτώµενη καταστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού στα 

κύτταρα DU-145. 
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Σχήµα-13. Επίδραση του οπιοειδούς 
ανταγωνιστή διπρενορφίνη στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό των τριών 
καρκινικών κυτταρικών σειρών του 
προστάτου. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε 
διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις 
διπρενορφίνης. Τα αποτελέσµατα 
εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα 
µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η 
µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον 
τεσσάρων πειραµάτων.  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



                                                                                                                                Αποτελέσµατα 73 

          ΠΙΝΑΚΑΣ ΙΙΙ. ∆ράση των οπιοειδών αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των τριών  καρκινικών  κυτταρικών σειρών του προστάτου. 

                   DU-145                                          PC3                         LNCaP 

  

Αγωνιστής Ανταγωνιστής
(διπρενορφίνη)

IC50 
(nM) 

Μέγιστη 
Αναστολή %

IC50 
 (nM) 

Μέγιστη 
Αναστολή % 

 IC  50
 (nM) 

Μέγιστη
Αναστολή 

% 

EKC 
 
- 

0,001 ± 0,0001 
0,14 ± 0,007 

29 ± 1,65 
76 ± 3,9 0,599 ± 0,03 

 
49 ±  3,1 0,037 ± 0,0006 

 
72 ± 3,7 

 
+ 0,0012 ± 0,00006 

1,04 ± 0,052 
20  ± 0,9 

61 ± 3,25 0,5 ± 0,037 31 ± 1,26 0,14 ± 0,006 68 ± 3,2 
Ετορφίνη - 0,0051 ± 0,00026 48 ± 2,3 0,034 ± 0,002 44 ± 2,43 0,12 ± 0,0082 63 ± 3,05 

 + 0,0001 ± 0,000008 28 ± 1,5 10 ± 0,6 37 ± 2,03 0,035 ± 0,0018 65 ± 3,44 
DADLE - 0,62 ±  0,031 39 ± 1,95 12 ± 0,7 45 ± 2,47 0,0007 ± 0 ,00002 73 ± 3,74 

 
+ 

0,22 ±  0,011 
20 ± 1,11 

 55 ± 2,96 26 ± 1,3 0,0003 ± 0,00003 73 ± 2,98 
DSLET - 0,0496 ±  0,0344 38 ± 1,8 >10000  

  

 

0 0,11 ± 0,0041 52 ± 2,7 
 + 2,49 ±  0,1345 36 ± 1,5 >10000 0 0,0023 ± 0,00018 65 ± 2,02 

Μορφίνη - 0,0002 ±  0,000012 57 ± 2,85 1700 ± 73 38 ± 1,73 1,3 ± 0,048 70 ± 6,58 
 + 0,0023 ±  0,000135 19 ± 0,63 >10000 9 ± 0,25 0,0066 ± 0,00042 74 ± 3,96 

DAGO - 0,0001 ±  0,000006 51 ± 2,8 4,3 ± 0,3 43 ± 1,73 0,27 ± 0,0143 60 ± 4,88 
 + 0,0082 ±  0,00051 31 ± 1,7 >10000 7 ± 0,2 0,042 ± 0,0023 62 ± 3,33

∆ιπρενορφίνη  1000 40 ± 1,7 >10000 10 ± 0,22 >10000 15 ± 0,7 
  Παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα της µέσης κατασταλτικής συγκέντρωσης (IC50 ) για τους    διάφορους οπιοειδείς αγωνιστές η οποία     
  υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα οποία  παρουσιάζονται στα σχήµατα 10-12 καθώς και της    
  εκατοστιαίας αλλαγής σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες.  Στην περίπτωση της EKC στην κυτταρική σειρά DU-145 η ανάλυση έγινε υπολογίζοντας 
δύο   
  διαφορετικές θέσεις συνδέσεως (βλέπε σχήµα-10). 
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Συµπέρασµα 
 

Οι διάφοροι οπιοειδείς αγωνιστές και στις τρεις καρκινικές κυτταρικές 

σειρές του προστάτου ανέστειλλαν  τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό κατά 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Ο οπιοειδής αγωνιστής µε τη µεγαλύτερη δράση και στις 

τρεις καρκινικές κυτταρικές σειρές ήταν η αιθυλκετοκυκλαζοσίνη. Σε αρκετές 

περιπτώσεις η δράση των οπιοειδών αναστέλλονταν (µερικώς ή πλήρως) από την 

παρουσία της διπρενορφίνης (γενικός οπιοειδής ανταγωνιστής). Εποµένως, η δράση 

των οπιοειδών αγωνιστών πιθανώς να πραγµατοποιείται µέσω οπιοειδών 

υποδοχέων αλλά όχι αποκλειστικά, δεδοµένης της ανασταλτικής δράσεως αυτής 

καθ’ αυτής της διπρενορφίνης σε µερικές περιπτώσεις (κυτταρική σειρά DU-145) 

και της µη πλήρους αναστολής της δράσεως των οπιοειδών αγωνιστών..  

 

 

Β. Καζοµορφίνες 
 

Εκτός από τα οπιοειδή, αλκαλοειδή και πεπτίδια, έχει αναφερθεί ότι 

ορισµένα προϊόντα µερικής ενζυµατικής διασπάσεως τροφικών πρωτεϊνών όπως οι 

καζεΐνες του γάλακτος, τα οποία παρουσιάζουν οπιοειδή δράση (Loukas et al. 1993; 

Teschemacher et al. 1997). Τα πεπτίδια αυτά (καζοµορφίνες), µπορούν να 

απελευθερωθούν από τις καζεΐνες µε τη δράση πρωτεολυτικών ενζύµων in vitro και 

in vivo (βλέπε Εισαγωγή). Καζοµορφίνες έχουν ανευρεθεί στον ορό µετά από λήψη 

γάλακτος και γαλακτοκοµικών προϊόντων υποδηλώνοντας πιθανή δράση σε 

συγκεκριµένους ιστούς-στόχους. Έτσι µελετήθηκε η δράση των καζοµορφινών σε 

κύτταρα καρκινικών σειρών προστάτου. 

 

 

Επίδραση των καζοµορφινών στον πολλαπλασιασµό των κυτταρικών σειρών 

DU-145, PC3 και LNCaP παρουσία ή απουσία της οπιοειδούς διπρενορφίνης 

 

Μελετήθηκε η δράση τεσσάρων διαφορετικών πεπτιδίων (καζοµορφίνες). Η α-

καζεΐνη 90-95, και η 90-96 που προέρχονται από την α- καζεΐνη βοός και η β-

καζοµορφίνη και η β-καζοµορφίνη 1-5 που προέρχονται από την β- καζεΐνη βοός. Η 

αλληλουχία των παραπάνω πεπτιδίων είναι η ακόλουθη: 

1. α- καζεΐνη 90-95:  Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu 

2. α- καζεΐνη 90-96:  Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu 
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3. β-καζοµορφίνη:  Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile 

4. β-καζοµορφίνη 1-5:  Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly 

 

Οι συνθήκες καλλιέργειας των κυττάρων και επίδρασης µε τις διάφορες 

καζοµορφίνες ήταν όµοιες µε αυτές στη µελέτη επίδρασης των εξωγενών 

οπιοειδών. 

Στο σχήµα-14 φαίνεται η επίδραση των παραπάνω καζοµορφινών στον 

ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων DU-145 παρουσία ή απουσία ανταγωνιστή 

(διπρενορφίνη) σε συγκέντρωση 10-6 Μ. Όλες οι καζοµορφίνες, ελάττωσαν τον 

ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Η κατασταλτική δράση της β-

καζοµορφίνης όµως, ήταν η µόνη που σε συγκεντρώσεις µικρότερες από 10-6Μ 

ήταν πλήρως αναστρέψιµη από την διπρενορφίνη. Η δράση της α- καζεΐνης 90-96 

δεν επηρρεαζόταν από τη διπρενορφίνη η οποία αντίθετα ενίσχυε την κατασταλτική 

δράση της α- καζεΐνης 90-95 και της β-καζοµορφίνης 1-5. Τα ποσοστά µέγιστης 

καταστολής καθώς και οι τιµές της µέσης κατασταλτικής συγκέντρωσης (IC50) 

όλων των καζοµορφινών δίνονται στον πίνακα IV 
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Σχήµα-14. ∆οσοεξαρτώµενη δράση των καζοµορφινών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων DU-145. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις 
καζοµορφινών παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση 
τιµή ± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 
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Οι καµπύλες δόσης-απόκρισης των καζοµορφινών στα κύτταρα PC3  

παρουσία ή απουσία 10-6Μ διπρενορφίνης φαίνονται στο σχήµα-15. Τη µεγαλύτερη 

κατασταλτική δράση στα κύτταρα PC3 παρουσίασε η α- καζεΐνη 90-95, δράση που 

ενισχύονταν παρουσία διπρενορφίνης. Η α-καζεΐνη 90-96 και η β-καζοµορφίνη 1-5 

δεν είχε καµµία επίδραση στον ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Ενώ η β-

καζοµορφίνη παρουσίασε κατασταλτική δράση µε µέγιστο ποσοστό καταστολής 

30% δράση που ήταν µερικώς αναστρέψιµη από την διπρενορφίνη (πίνακας ΙV). 
 

χήµα-15. ∆οσοεξαρτώµενη δράση των καζοµορφινών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των 

Όλες οι καζοµορφίνες η δράση των οποίων ελέγχθηκε στα κύτταρα LNCaP 

είχε ως

των κυττάρων (σχήµα-16) Τη µεγαλύτερη δράση είχε η α-καζεΐνη 90-95 µε µέγιστα 

περίπτωση της β-καζοµορφίνης της οποίας η δράση ενισχυόταν από την 

διπρενορφίνη. 
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Σ
κυττάρων PC3. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις 
καζοµορφινών  παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση 
τιµή ± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 
 

 

 αποτέλεσµα δοσοεξαρτώµενη αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

ποσοστά καταστολής 30% και 59% (πίνακας ΙV). Η κατασταλτική δράση όλων των 

καζοµορφινών ήταν µερικώς αναστρέψιµη από την διπρενορφίνη εκτός από την 
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Σχήµα-16. ∆οσοεξαρτώµενη δράση των καζοµορφινών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων LNCaP. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 6 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις 
καζοµορφινών  παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση 
τιµή± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 

 
 
 
 
 

Συµπέρασµα 

Από τις καζοµορφίνες η δράση των οποίων ελέγχθηκε, η α καζεΐνη 90-95 

παρουσίασε τη µέγιστη καταστολή στα κύτταρα LNCaP και PC3, ενώ στα κύτταρα 

DU-145 η β-καζοµορφίνη. Η δράση τους ήταν δοσοεξαρτώµενη και σε κάποιες 

περιπτώσεις πλήρως ή µερικώς αναστρέψιµη από την διπρενορφίνη ενώ 

παρατηρήθηκε και το φαινόµενο της ενίσχυσης της δράσης τους παρουσία 

διπρενορφίνης, όπως για παράδειγµα στη β καζοµορφίνη 1-5 στα κύτταρα DU-145. 

Τα ανωτέρω αποτελέσµατα υποδηλώνουν την µερική τουλάχιστον συµµετοχή 

οπιοειδών υποδοχέων στην δράση των καζοµορφινών. 
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           ΠΙΝΑΚΑΣ IV . ∆ράση των οπιοειδών αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των τριών καρκινικών  κυτταρικών σειρών του προστάτου. 

          DU-145                                                  PC3                         LNCaP 
  

Αγωνιστής Ανταγωνιστής
(διπρενορφίνη) 

IC50 
(nM) 

Μέγιστη 
Αναστολή %

IC50 
 (nM) 

Μέγιστη 
Αναστολή % 

 IC50 
 (nM) 

Μέγιστη 
Αναστολή % 

α- καζεΐνη 90-95 
 
- 137 ± 7,85 57 ± 1,65 6,92 ± 0,3 

 
47 ±  2,1 0,064 ± 0,0003 

0,94 ± 0,04 
30 ± 1,7 
59 ± 2,4 

 
+ 0,0028 ± 0,0002 55 ± 3,9 0,37 ± 0,0175 39 ± 1,26 3,9 ± 0,165 48 ± 2,2 

α- καζεΐνη 90-96 - 0,0002 ± 0,000015 49 ± 2,1 >10000 9 ± 0,43 0,19 ± 0,0072 40 ± 2,05 

 
+ 0,0002 ± 0,000019 50 ± 3,5 

 
0,13 ± 0,0069 24 ± 1,23 3,8 ± 0,18 30 ± 1,44 

β-καζοµορφίνη - 0,0001 ±  0,000004 52 ± 1,95 0,096 ± 0,0047 30 ± 1,63 0,62 ± 0 ,038 52 ± 2,43 

 
+ >1000 5 ± 0,21 

 
1700 23 ± 1,17 0,0038 ± 0,00022 50 ± 2,64 

β-καζοµορφίνη 1-5 - 1000 30 ± 1,7 0,19 ± 0,0077 

 

13 ± 0,39 0,065 ± 0,0041 50 ± 2,88 

 + 0,052 ±  0,0036 39 ± 1,85 5,2 ± 0,29 29 ± 1,43 0,039 ± 0,018 45 ± 2,23 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα της µέσης κατασταλτικής συγκέντρωσης (IC50 ) για τους διάφορους οπιοειδείς αγωνιστές η οποία 
υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα οποία παρουσιάζονται στα σχήµατα 14-16 καθώς και της 
εκατοστιαίας αλλαγής σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες.



                                                                                                                                Αποτελέσµατα 79 

Γ. Συνθετικά ανάλογα καζοµορφινών   
 

 Λόγω της οπιοειδούς δράσης που παρουσιάζουν οι καζοµορφίνες έχει γίνει 

σύνθεση διαφόρων αναλόγων τους στη προσπάθεια είτε ενίσχυσης της δραστικότητας 

τους είτε στην δηµιουργία καζοµορφινών εκλεκτικών για συγκεκριµένους τύπους 

υποδοχέων. Eπιπλέον, ανάλογα των καζοµορφινών ή άλλων ενδογενών ή εξωγενών 

πεπτιδίων έχουν χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση της δράσεως των οπιοειδών, και 

την διερεύνηση του τρόπου συνδέσεως στους διαφόρους τύπους οπιοειδών 

υποδοχέων. Στο τµήµα αυτό της διατριβής, µελετήσαµε διάφορα ανάλογα 

καζοµορφινών, τα οποία είχαν συντεθεί από συνεργαζόµενα εργαστήρια, ως προς τη 

δράση τους στο κυτταρικό σύστηµα το οποίο µελετήσαµε (καρκινικές σειρές του 

προστάτου). Tα ανάλογα αυτά, παρουσίαζαν είτε αγωνιστική είτε ανταγωνιστική 

δράση σε άλλα ιστικά ή κυτταρικά συστήµατα. 

 

 

Επίδραση αναλόγων των καζοµορφινών στον πολλαπλασιασµό των κυττάρων 

DU-145, PC3 παρουσία ή απουσία ανταγωνιστή 

 

Στη προκειµένη περίπτωση µελετήθηκε η δράση αναλόγων της β 

καζοµορφίνης 1-5 (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly) όπου στη θέση 2 ή 3 έχει προστεθεί µία 

πλευρική οµάδα. Χρησιµοποιήθηκαν τρία ανάλογα η αλληλουχία των οποίων είναι η 

ακόλουθη:  

1. Tyr-ProΨ(CΗ2-ΝΗ)-Phe-Pro-Gly 

2. Tyr-Pro-Phe Ψ(CΗ2-Ν)-Pro-Gly 

3. Tyr-ProΨ(CHOH-CΗ2-ΝΗ)-Phe-Pro-Gly 

 

Μελέτες του εργαστηρίου το οποίο συνέθεσε τα ανωτέρω ανάλογα αναφέρουν ότι το 

πρώτο ανάλογο παρουσιάζει δράση ανταγωνιστή, ενώ τα άλλα δύο δράση αγωνιστή 

(Delaet et al. 1992). Στις καρκινικές σειρές του προστάτου και τα δύο ανάλογα 

(αγωνιστές) ελάττωναν το ρυθµό πολλαπλασιασµού τόσο των κυττάρων DU-145 όσο 

και των PC3 κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο (Σχήµα-17). Η παρουσία της 

διπρενορφίνης ανέστειλε µερικώς τη δράση τους, γεγονός που υποδηλώνει δράση 

µέσω οπιοειδών υποδοχέων. Εξαίρεση αποτελεί η β καζοµορφίνη 1-5 [Pro2Ψ(CHOH-

CΗ2-ΝΗ)] στα κύτταρα DU-145 όπου η δράση της δεν επηρρεαζόταν από την 

παρουσία της διπρενορφίνης. Το µέγιστο ποσοστό αναστολής (55%) παρατηρήθηκε 



                                                                                                                                Αποτελέσµατα 80 

από τη β καζοµορφίνη 1-5 [Pro3Ψ(CΗ2-Ν)] στα κύτταρα DU-145. Καµµία επίδραση 

δεν είχε στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό το ανάλογο-ανταγωνιστής όπως ήταν 

αναµενόµενο, υποδηλώνοντας αµιγή οπιοειδή ανταγωνιστική δράση.  
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Σχήµα-17. ∆οσοεξαρτώµενη δράση αναλόγων των καζοµορφινών στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό των κυττάρων DU-145 (A) και PC3 (B). Τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 µέρες µε 
διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσειςτων αναλόγων  παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των 
οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) 
και παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων.    Ανάλογο 1: β 
καζοµορφίνη 1-5 [Pro2Ψ(CΗ2-ΝΗ)], ανάλογο 2: β-καζοµορφίνη1-5 [Pro3Ψ(CΗ2-Ν)],  
βκαζοµορφίνη1-5 [Pro2Ψ(CHOH-CΗ2-ΝΗ)]                            
 

 

Στον πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζεται τo ποσοστό µέγιστης αναστολής  

και η µέση κατασταλτική συγκέντρωση (IC50) για τα ανάλογα της β καζοµορφίνης 1-

5 καθώς και για την ίδια τη β καζοµορφίνη 1-5. Συγκρίνοντας τη δράση των 

αναλόγων µε αυτή της β καζοµορφίνης 1-5 παρατηρούµε ότι η πλευρική οµάδα CH2-

N στη θέση 3 είχε ως αποτέλεσµα και στις δύο κυτταρικές σειρές αύξηση της 

µέγιστης αναστολής (πίνακαςV), µε ταυτόχρονη ελάττωση της τιµής του IC50 

υποδεικνύοντας µεγαλύτερη δράση σε σχέση µε αυτή της β καζοµορφίνης 1-5. 
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 ΠΙΝΑΚΑΣ  V.  ∆ράση των αναλόγων της β καζοµορφίνης 1-5 στον κυτταρικό  
  πολλαπλασιασµό   των κυττάρων  DU-145 και PC3 

 
Καζοµορφίνη  

 διπρενορφί
νη 

Μέση κατασταλτική 
Συγκέντρωση (IC50) 

(nM) 
Μέγιστη

Αναστολή % 
  DU-145 PC3 DU-145 PC3 

β-καζοµορφίνη 1-5
Pro3Ψ(CH2-NH) 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

β-καζοµορφίνη 1-5
Pro3Ψ(CH2-N) - 0,0015±0,00007 0,06± 0,0034 55± 3 28± 1,2 

 

+ 0,0007±0,00003 400± 21 50± 2,1 20± 1,01 

β-καζοµορφίνη 1-5
Pro2Ψ(R-CHOH-CH2-
NH) 

- 0,1 ± 0,005 10± 0,53 25± 1,34 28± 1,62 

  
+ 0,1± 0,0041 700± 38 25±1,22 20± 1,3 

β-καζοµορφίνη 1-5 - 1000 0,19± 0,009 30± 1,6 13± 0,53 

 
+ 0,052± 0,0021 5,2± 0,29 39± 1,89 29± 1,28 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα του IC50 για τις διάφορες καζοµορφίνες όπως 
υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα 
οποία παρουσιάζονται στο σχήµα-17 καθώς και της εκατοστιαίας αλλαγής σε σχέση µε τα 
κύτταρα µάρτυρες. 

 

 

Aπό τα ανωτέρω αποτελέσµατα φαίνεται ότι η προσθήκη της πλευρικής οµάδος 

στην β-καζοµορφίνη 1-5 βελτιώνει κατά πολύ την δραστικότητά τους στις κυτταρικές 

σειρές του προστάτου που µελετήθηκαν. Έτσι, στα πεπτίδια που µελετήθηκαν 

παρατηρήθηκε αύξηση κατά πολύ την αγωνιστική τους δράσης, σε σύγκριση µε την 

β-καζοµορφίνη 1-5, κατά 1x106 φορές τουλάχιστον. H δράση των πεπτιδίων αυτών, 

διεκπεραιώνεται µέσω οπιοειδών υποδοχέων αλλά όχι αποκλειστικά, όπως φαίνεται 

από το γεγονός ότι δεν αναστέλλεται πλήρως από την σύγχρονη επίδραση οπιοειδών 

ανταγωνιστών. Σε κατωτέρω αποτελέσµατα η δράση αυτή ταυτοποιήθηκε µε την 

ανίχνευση της δεσµεύσεώς τους σε οπιοειδείς υποδοχείς. 
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Γενικό Συµπέρασµα 

Παρατηρούµε λοιπόν, ότι τόσο αλκαλοειδή οπιοειδή, οπιοειδή πεπτίδια  αλλά 

και συνθετικά ανάλογα παρουσιάζουν δοσοεξαρτώµενη δράση σε καρκινικά κύτταρα 

του προστάτου αναστέλλοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, µε αυτή των 

καζοµορφινών και των αναλόγων τους να είναι λιγότερο έντονη. Η δράση των 

οπιοειδών που µελετήθηκε, στις περισσότερες περιπτώσεις είναι αναστρέψιµη 

παρουσία οπιοειδούς ανταγωνιστή. Εποµένως, και στον καρκίνο του προστάτου 

πιθανώς να πραγµατοποιείται µέσω οπιοειδών υποδοχέων, αλλά όχι αποκλειστικά, 

δεδοµένου ότι βασικά στοιχεία δράσεως µίας ουσίας µέσω υποδοχέων είναι: 

 α. Η ανίχνευση και ταυτοποίηση υποδοχέων 

 β. Το δοσοεξαρτώµενο της δράσεως 

γ. Η αναστολή της δράσεως µετά την προσθήκη ανταγωνιστού. 
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ΣΥΝ∆ΕΣΗ ΟΠΙΟΕΙ∆ΩΝ ΜΕ ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΥΣ ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ 
 

Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στο πρώτο τµήµα της διατριβής δείχνουν 

ότι αλκαλοειδή και οπιοειδή πεπτίδια (τόσο συνθετικά όσο και προερχόµενα από την 

µερική διάσπαση τροφικών πρωτεϊνών) αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό 

καρκινικών κυτταρικών σειρών προστάτου. Όπως αναφέρθηκε (βλέπε προηγούµενη 

σελίδα) ο χαρακτηρισµός της ειδικής δράσεως µίας ουσίας απαιτεί την ανίχνευση 

ειδικών θέσεων συνδέσεως (υποδοχέων) στο επίπεδο του ιστού-στόχου. Έτσι, 

δεδοµένης της δοσοεξαρτώµενης δράσεως των οπιοειδών και της αναστολής της 

δράσεως τους από τους οπιοειδείς ανταγωνιστές προσπαθήσαµε να ανιχνεύσουµε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς στις διάφορες κυτταρικές σειρές. Εξάλλου, η αναφερθείσα 

µερική ή µηδενική αναστολή της δράσεως των οπιοειδών µε την προσθήκη 

διπρενορφίνης (βλέπε σχήµα-12) και η ίδια η ανασταλτική δράση της διπρενορφίνης 

(βλέπε σχήµα-13) µας οδήγησε στην ανίχνευση µίας πιθανής διασταυρωµένης 

δράσεως οπιοειδών µε άλλα συστήµατα µεµβρανικών υποδοχέων. 
 
 
 
 
Α. ∆έσµευση των οπιοειδών στους οπιοειδείς υποδοχείς 
 
 
Ανίχνευση ειδικών θέσεων δέσµευσης (υποδοχέων) για τα οπιοειδή σε καρκινικά 

κύτταρα του προστάτου 

 

 Για την ανίχνευση και τον χαρακτηρισµό των οπιοειδών υποδοχέων στα 

καρκινικά κύτταρα του προστάτου, χρησιµοποιήθηκαν ραδιενεργά ανάλογα των 

οπιοειδών αγωνιστών-ανταγωνιστών, υψηλής συγγένειας για τους διάφορους 

οπιοειδείς υποδοχείς σε συνδυασµό µε µη ραδιενεργούς οπιοειδείς αγωνιστές (Υλικά 

και Μέθοδοι 4Α ) και πραγµατοποιήθηκαν  πειράµατα δέσµευσης (Hatzoglou et al. 

1995b) 

Τα πρώτα πειράµατα δέσµευσης είχαν είτε αρνητικά αποτελέσµατα είτε 

ανίχνευαν µικρο αριθµό υποδοχέων. Σε διάφορους ιστούς η ανίχνευση των θέσεων 

δέσµευσης είναι δύσκολη λογω της συνύπαρξης ενδογενώς παραγόµενων αγωνιστών 

οι οποίοι σκεπάζουν τις θέσεις δέσµευσης. Έτσι πριν πραγµατοποιηθούν τα 

πειράµατα δέσµευσης χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της οξινοποίησης των κυττάρων η 

οποία αποµακρύνει τα ενδογενή οπιοειδή επιτρέποντας την ανίχνευση του συνόλου 

των θέσεων δέσµευσης. Στον πίνακα VI φαίνονται τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 
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δέσµευσης πριν και µετά την διαδικασία της οξινοποίησης για την [3Η]- διπρενορφίνη 

και την [3Η]-EKC.     

  

ΠΙΝΑΚΑΣ VI. Αποτελέσµατα πειραµάτων δέσµευσης χωρίς οξινοποίηση και µε 
οξινοποίηση Παρουσιάζεται η ειδική δέσµευση διαφόρων ραδιοσηµασµένων οπιοειδών χωρίς 
και µε τη διαδικασία της οξινοποίησης.  
 [3Η]-EKC  [3Η]διπρενορφίνη  
 
Κυτταρική 

σειρά 

 
Χωρίς 
οξινοποίηση 

 
Με  
οξινοποίηση 

 
Χωρίς 
οξινοποίηςη 

 
Με  
οξινοποίηση 

 
DU-145 

 
171±9 

 
204± 22 

 
150± 17 

 
375± 15 

 
PC3 

 
262± 22 

 
1505± 36 

 
0 

 
0 

 
LNCaP 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

  Τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε cpm ± τυπικό σφάλµα. 

 

 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων δέσµευσης στις τρεις κυτταρικές σειρές είναι 

τα ακόλουθα (πίνακας  VII):  

 

1. Στην κυτταρική σειρά DU-145 ο αγωνιστής [3H] DPDPE ειδικός για τους δ 

υποδοχείς δεν παρουσίασε ειδική δέσµευση. Πειράµατα δέσµευσης µε [3H] 

αιθυλκετοκυκλαζοσίνη έδειξαν την ύπαρξη χαµηλής συγγένειας (KD 17nM) 

θέσεων δέσµευσης οι οποίες δεν επηρρεάζονται από την παρουσία του DADLE 

(συνδέεται µε τους δ, µ, κ2 υποδοχείς) και άρα πρόκειται για τους κ1 οπιοειδείς 

υποδοχείς (36 000 θέσεις/κύτταρο). Επιπλέον, ανιχνεύτηκαν κ3 οπιοειδείς 

υποδοχείς δεδοµένου ότι η ειδική δέσµευση της [3H ]διπρενορφίνης δεν 

µεταβλήθηκε από την παρουσία του DADLE (KD 6nM, 12 000 θέσεις/κύτταρο). 

Χρησιµοποιώντας τον αγωνιστή [3H ] DAGO ανιχνεύθηκαν χαµηλής 

συγκέντρωσης µ οπιοειδείς υποδοχείς υψηλής όµως συγγένειας (KD  0,19nM, 650 

θέσεις/κύτταρο). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ VII. Αποτελέσµατα των πειραµάτων δέσµευσης στις τρεις καρκινικές σειρές του 
προστάτου όπως υπολογίστηκαν µετά από ανάλυση κατά Scatchard. Χρησιµοποιήθηκαν 
ραδιοσηµασµένα οπιοειδή ανάλογα εκλεκτικά για τους διάφορους τύπους των οπιοειδών υποδοχέων.  

Ραδιενεργό 
ανάλογο 

 Θέσεις  δέσµευσης των 
οπιοειδών αγωνιστών 

 Υποδοχείς που 
ανιχνεύονται 

 DU-145 PC3 LNCaP  
 

[3Η]-EKC 
Kd 17,74 nM 

37200 θέσεις/ 
κύτταρο 

 

Kd 3,13nM   
12100 θέσεις / 

κύτταρο 

 
0 

 
δ, µ, κ1, κ2 

 
[3Η]-EKC 

+DADLE 

Kd 16,8nM, 
36000 θέσεις/ 
κύτταρο 

 

Kd 3,13nM 11200 
θέσεις/ κύτταρο 

 
0 

 
κ1 

 
[3Η]-∆ιπρενορφίνη 

Kd 6,0nM 
12100θέσεις / 
κύτταρο 

 

 
0 

 
0 

 
δ, µ, κ2, κ3 

 
[3Η]-∆ιπρενορφίνη       
                   +DADLE 

Kd 5,7nM  
 11500 θέσεις / 

κύτταρο 
 

 
0 

 
0 

 
κ3 

 
[3Η] DAGO 

Kd 0,19nM 
650 θέσεις/ 
κύτταρο 

 

Kd 2,4nM 950θέσεις/ 
κύτταρο 

 
0 

 
µ 

[3Η] DPDPE 0 0 0 δ 
Από την ανάλυση των αποτελεσµάτων κατά Scatchard προσδιορίστηκε η χηµική συγγένεια και ο 
αριθµός τους (θέσεις/κύτταρο). 

 

2. Στην κυτταρική σειρά PC3 ανιχνεύθηκαν κ1 οπιοειδείς υποδοχείς σε πειράµατα 

δέσµευσης της [3Η]-EKC τα αποτελέσµατα των οποίων δεν µεταβλήθηκαν 

παρουσία του αγωνιστή (KD 3,1nM, 11.000 θέσεις/κύτταρο). Ανιχνεύθηκαν 

επίσης µ οπιοειδείς υποδοχείς ( KD 2,4nM, 1.000 θέσεις/κύτταρο). 

 

3. Στην κυτταρική σειρά LNCaP δεν ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς. 
 

 
 
∆έσµευση των καζοµορφινών και των αναλόγων τους σε ειδικές θέσεις σύνδεσης 

(υποδοχείς) των οπιοειδών στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου (DU-145) 

 

Συγκρίνoντας τις τρεις καρκινικές κυτταρικές σειρές και τους υποδοχείς που 

ανιχνεύθηκαν στην καθεµία, παρατηρήθηκε ότι στην κυτταρική σειρά DU-145 

υπάρχουν οι περισσότερες θέσεις σύνδεσης των οπιοειδών. Προκειµένου λοιπόν να  
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Σχήµα-18. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών αγωνιστών από 
τις καζοµορφίνες στην καρκινική κυτταρική σειρά του προστάτου DU-145. Πραγµατοποιήθηκαν 
πειράµατα δέσµευσης (δόσης απόκρισης) σε ολόκληρα κύτταρα µετά από τη διαδικασία της 
οξινοποίησης. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς αγωνιστές-
ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία καζοµορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της 
ειδικής δέσµευσης παρουσία καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία καζοµορφίνης 
 

 

επιβεβαιωθεί η δράση των καζοµορφινών µέσω οπιοειδών υποδοχέων, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε τα οποία ελέγχθηκε εάν οι καζοµορφίνες έχουν  

την ικανότητα να δεσµεύονται στους οπιοειδείς υποδοχείς αναστέλλοντας την ειδική 

δέσµευση ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών καθώς και οι υπότυποι στους 

οποίους δεσµεύονται (Υλικά και µέθοδο 4Β). 

Και οι τέσσερις καζοµορφίνες, όπως φαίνεται στο σχήµα-18 ανέστειλαν την ειδική 

δέσµευση διαφόρων ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών. (Οι υποδοχείς που 

ανιχνεύονται µε τη χρήση διαφόρων ραδιοσηµασµένων οπιοειδών δίνονται στον 

πίνακα ΙΙ, Υλικά και Μέθοδοι 4Β). Πιο συγκεκριµµένα η α-καζεΐνη 90-95 ανέστειλε 

τη δέσµευση της [3Η]-EKC, αναστολή η οποία δεν επηρρεαζόταν από την παρουσία 

του DADLE, και την δέσµευση της [3Η]-διπρενορφίνης. Άρα, δεσµεύεται στους κ1 

και κ3 υποδοχείς. Αντίστοιχα η α-καζεΐνη 90-96 ανέστειλε την δέσµευση της [3Η]-

διπρενορφίνης αναστολή η οποία επηρρεαζόταν από την παρουσία του DADLE και 
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του αγωνιστή [3Η]- DAGO που σηµαίνει ότι δεσµεύεται στους κ2, κ3 και µι υποδοχείς 

ενώ η β καζοµορφίνη 1-5 στους µι και κ1 ενώ τέλος η β καζοµορφίνη µόνο στους κ1. 

Στο πίνακα που ακολουθεί δίνονται οι τιµές του IC50 µε τις οποίες οι καζοµορφίνες 

δεσµεύοταν στους οπιοειδείς υποδοχείς. 
 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ VIII. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών στα 
κύτταρα DU-145 από τις καζοµορφίνες.  

   Μέση κατασταλτική Συγκέντρωση ΙC50 (nM)   
            [3Η] 
         Αγωνιστής     
 
 
   Πεπτίδιο       

 
[3Η]DAGΟ 

 
[3Η]EKC 

 
[3Η]EKC 

+DADLE 

[3Η]- 
∆ιπρενορφίνη 

[3Η]- 
∆ιπρενορφίνη 

+DADLE 

 
α καζεΐνη 90-95 

 
>1000 

 
0,1± 0,004 

 
0,7± 0,041 

 
0,5± 0,03 

 
0,006±0,0004 

 
α καζεΐνη 90-96 

 
1,7± 0,074

 
>1000 

 
>1000 

 
0,12± 0,007 

 
0,2± 0,012 

 
β καζοµορφίνη  

 
>1000 

 
0,01± 0,0003 

 
0,001± 0,00003 

 
- 

 
- 

 
β καζοµορφίνη    
                        
1-5 

 
10± 0,43 

 
0,012±0,0004 

65± 4,02 

 
0,0012±0,00004 

10± 0,63 

 
>1000 

 
>1000 

 

Παρουσιάζετα η µέση τιµή ±τυπικό σφάλµα του IC50 για την αναστολή της ειδικής δέσµευσης των 
διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών όπως υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς 
καµπύλης των δεδοµένων τα οποία παρουσιάζονται στο σχήµα-18. 

 
 
 

Μελετήθηκε επίσης, η ικανότητα δέσµευσης των αναλόγων της β 

καζοµορφίνης 1-5 στους οπιοειδείς υποδοχείς στα κύτταρα DU-145. Tα ανωτέρω 

πεπτίδια, όπως έχει περιγραφεί στο σχήµα-17, αποτελούν ισχυρούς αναστολείς του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού, ένω η δράση τους δεν αναστέλλεται από την 

σύγχρονη χορήγηση ανταγωνιστού. Το σχήµα-19 δείχνει την αναστολή της ειδικής 

δέσµευσης των διαφόρων ραδιοσηµασµένων οπιοειδών παρουσία των τριών 

αναλόγων της β καζοµορφίνης 1-5. Το ανάλογο (1) που έχει δράση ανταγωνιστή 

ανέστειλε τη ειδική δέσµευση του µ αγωνιστή [3Η]-DAGO καθώς και της [3Η]-EKC 

της οποίας η αναστολή δεν επηρρεαζόταν παρουσία του DADLE υποδεικνύοντας 

δέσµευση στους µ και κ1 οπιοειδείς υποδοχείς. Όσον αφορά τώρα τους δύο αγωνιστές 

το ανάλογο (2) [Pro3Ψ(CΗ2-Ν)] δεσµεύεται ελάχιστα στους µι υποδοχείς και µε 

µεγάλη συγγένεια στους κάππα αφού ανέστειλε ελάχιστα την ειδική δέσµευση του 

[3Η]-DAGO και σχεδόν πλήρως την ειδική δέσµευση της [3Η]-EKC ενώ το ανάλογο 

(3) [Pro2Ψ(CHOH-CΗ2-ΝΗ)] δεσµεύεται στους κ1. 
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Σχήµα-19. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών αγωνιστών από 
ανάλογα της β καζοµορφίνης 1-5 στην καρκινική κυτταρική σειρά του προστάτου DU-145. 
Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης (δόσης απόκρισης) σε ολόκληρα κύτταρα µετά από τη 
διαδικασία της οξινοποίησης. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς 
αγωνιστές-ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία καζοµορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο 
λόγος της ειδικής δέσµευσης παρουσία καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία 
καζοµορφίνης. Ανάλογο 1: β καζοµορφίνη 1-5 [Pro2Ψ(CΗ2-ΝΗ)], ανάλογο 2: β-καζοµορφίνη1-5 
[Pro3Ψ(CΗ2-Ν)],  βκαζοµορφίνη1-5 [Pro2Ψ(CHOH-CΗ2-ΝΗ)]                            
 
 
 

Στον πίνακα που ακολουθεί δίνονται οι τιµές της χηµικής συγγένειας µε τις 

οποίες δεσµεύονται στους οπιοειδείς υποδοχείς σε σύγκριση πάντα µε τη β 

καζοµορφίνη 1-5.  
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ΠΙΝΑΚΑΣ IX. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών 
αγωνιστών στα κύτταρα DU-145 από τα ανάλογα της β καζοµορφίνης 1-5. 

   Μέση  κατασταλτική Συγκέντρωση ΙC50 (nM)   
            [3Η] 
         Αγωνιστής     
 
 
Καζοµορφίνη      

 
[3Η]-DAGO 

 
[3Η]-EKC 

 
[3Η]-EKC 

+DADLE 

 
[3Η]- 

∆ιπρενορφίνη 

[3Η]- 
∆ιπρενορφίνη 

+DADLE 

β-καζοµορφίνη 
1-5 

Pro3Ψ(CH2-NH) 

 
40± 2,6 

 
0,03± 0,0016 

 
0,03±0,0014 

 
- 

 
- 

β-καζοµορφίνη 
1-5 

Pro3Ψ(CH2-N) 
 

 
>1000 

 
0,001±0,00004

 
0,001±0,00003 

 
0,004±0,00018 

6± 0,34 

 
0,02±0,0012 

1±0,03 

β-καζοµορφίνη 
1-5 

Pro2Ψ(R-CHOH-
CH2-NH) 

 
- 

0,01± 0,0003 
>1000 

0,03±0,0018 
>1000 

 
- 

 
- 

 

 
β καζοµορφίνη    
          1-5 

 
10± 0,6 

 
0,012 

65 

 
0,0012 

10 

 
>1000 

 
>1000 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή± τυπικό σφάλµα του IC50 για την αναστολή της ειδικής 
δέσµευσης των διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών όπως υπολογίστηκε µετά από ανάλυση 
µε προσέγγιση σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα οποία παρουσιάζονται στο 
σχήµα-19. 

 
 
  

Η δέσµευση της β καζοµορφίνης στους µι οπιοειδείς υποδοχείς φαίνεται ότι 

επηρεάζεται από την παρουσία της πλευρικής οµάδας ενώ η δέσµευσή της στους 

κάππα υποδοχείς είτε δεν επηρρεάζεται είτε σε κάποιες περιπτώσεις ενισχύεται για 

παράδειγµα η β καζοµορφίνη 1-5 [Pro3Ψ(CΗ2-Ν)]. 

 
 
 

Β. Επίδραση των οπιοειδών σε άλλα συστήµατα µεµβρανικών υποδοχέων  
  

Λαµβάνοντας υπόψιν τη δράση των οπιοειδών στην κυτταρική σειρά LNCaP 

απουσία οπιοειδών υποδοχέων καθώς και τη δράση τους στις άλλες δύο κυτταρικές 

σειρές η οποία δεν είναι σε όλες τις περιπτώσεις αναστρέψιµη παρουσία 

ανταγωνιστή, θεωρήθηκε σκόπιµο η µελέτη της πιθανής αλληλεπίδρασης τους µε 

άλλα συστήµατα µεµβρανικών υποδοχέων.  
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Αλληλεπίδραση µε το σύστηµα υποδοχέων σωµατοστατίνης  

 
 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς ανήκουν στην οικογένεια των µεµβρανικών 

υποδοχέων µε επτά διαµεµβρανικά τµήµατα (σχήµα 7Β). Μέλη της οικογένειας αυτής 

αποτελούν και σωµατινεργικοί υποδοχείς οι οποίοι παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία 

µε τους οπιοειδείς υποδοχείς (Reisine and Bell 1993). Επιπλέον, αλληλεπίδραση 

οπιοειδών µε υποδοχείς σωµατοστατίνης έχει βρεθεί σε καρκινκά κύτταρα του 

µαστού (T47D) (Hatzoglou et al. 1995a) και νεφρών (Hatzoglou et al. 1996b). Έτσι, 

πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για την ανίχνευση υποδοχέων σωµατοστατίνης σε 

καρκινικά κύτταρα του προστάτου και διερευνήθηκε η πιθανή δέσµευση των 

οπιοειδών σε αυτούς. 

  

 

Ανίχνευση υποδοχέων σωµατοστατίνης στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου (DU-

145, PC3 και LNCaP) 

 

Για την ανίχνευση υποδοχέων σωµατοστατίνης στις τρεις καρκινικές σειρές 

του προστάτου χρησιµοποιήθηκε 3-[125Ι]- Tyr11- σωµατοστατίνη-14. Ειδική δέσµευση 

παρατηρήθηκε στις κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3 ενώ δεν παρατηρήθηκε 

δέσµευση στην κυτταρική σειρά LNCaP.  

Στην κυτταρική σειρά DU-145, ανάλυση κατά Scatchard των αποτελεσµάτων 

(σχήµα-20A) έδειξε την ύπαρξη µικρού αριθµού υποδοχέων σωµατοστατίνης (147 

θέσεις/κύτταρο), µε υψηλή όµως συγγένεια, σταθερά αποδέσµευσης (ΚD) 0,0092 nΜ. 

Στην κυτταρική σειρά PC3 ανιχνεύθηκαν 750 θέσεις σύνδεσης της σωµατοστατίνης 

ανά κύτταρο µε σταθερά αποδέσµευσης (ΚD) 0,044 nM (σχήµα-20B). 
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Σχήµα-20. Ειδική δέσµευση της ραδιοσηµασµένης σωµατοστατίνης-14 Α. στα κύτταρα DU-145 Β. 
στα κύτταρα PC3. Ανάλυση κατά Scatchard. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης (κορεσµού). 
Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-[125Ι]- tyr11- σωµατοστατίνης-14 απουσία ή 
παρουσία µη σηµασµένης σωµατοστατίνης (µη ειδική δέσµευση).  
 
 

Αλληλεπίδραση οπιοειδών πεπτιδίων µε υποδοχείς σωµατοστατίνης 
 

Μελετώντας τη δράση των οπιοειδών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των 

καρκινικών κυττάρων του προστάτου παρατηρήθηκε ότι σε κάποιες περιπτώσεις η 

δράση των οπιοειδών αναστέλλεται µερικώς απο την παρουσία οπιοειδούς 

ανταγωνιστή το οποίο υποδηλώνει ότι η δράση τους δεν πραγµατοποιείται 

αποκλειστικά µέσω των οπιοειδών υποδοχέων. Γνωρίζοντας λοιπόν ότι οι κυτταρικές 

σειρές DU-145 και PC3 έχουν υποδοχείς σωµατοστατίνης και έχοντας υπόψιν ότι και 

οι δύο υποδοχείς (οπιοειδείς και σωµατοστατίνης) ανήκουν στην ίδια οικογένεια των 

µεµβρανικών υποδοχέων, µε µεγάλη οµολογία µεταξύ τους, µελετήθηκε η πιθανή 
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σύνδεση και δράση των οπιοειδών µέσω των υποδοχέων της σωµατοστατίνης. 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα, και κανένας από τους τρεις οπιοειδείς αγωνιστές-

ανταγωνιστές EKC, DAGO, ∆ιπρενορφίνη δεν ελάττωσε την ειδική δέσµευση της 

[125Ι]- tyr11- σωµατοστατίνη-14 τόσο στα κύτταρα DU-145 όσο και στα κύτταρα PC3. 

 

 

Αλληλεπίδραση µε το σύστηµα των αδρενεργικών υποδοχέων  

 

 Ένα ακόµη µέλος της οικογένειας των υποδοχέων µε επτά διαµεµβρανικά 

είναι και οι αδρενεργικοί υποδοχείς οι οποίοι έχουν ανιχνευθεί τόσο στο φυσιολογικό 

όσο και σε περιπτώσεις καρκίνου του προστάτου (Lepor et al. 1990). α1 και α2 

αδρενεργικοί υποδοχείς έχουν ανιχνευθεί σε προστατικό αδένωµα και σχετίζονται µε 

το µέγεθος του (Morita and Kondo 1992; Moriyama et al. 1999). Επιπλέον, σε άλλα 

συστήµατα έχει παρατηρηθεί αλληλεπίδραση των οπιοειδών µε τους α2 

αδρενεργικούς υποδοχείς (Lee et al. 1988; Simantov et al. 1982). Έτσι µελετήθηκε 

πιθανή δράση των οπιοειδών µέσω αδρενεργικών υποδοχέων ειδικότερα στην 

κυτταρική σειρά LNCaP στην οποία τα οπιοειδή έχουν δράση αλλά δεν ανιχνεύθηκαν 

ούτε οπιοειδείς υποδοχείς ούτε όµως και υποδοχείς σωµατοστατίνης. 

 

 

Επίδραση του οπιοειδούς αγωνιστή EKC στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό παρουσία 

ανταγωνιστή των αδρενεργικών στα κύτταρα LNCaP 

 
Σύµφωνα µε αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν σε προηγούµενες ενότητες ο 

γενικός οπιοειδής αγωνιστής EKC εµφανίζει δράση στα κύτταρα LNCaP, 

αναστέλλοντας τον πολλαπλασιασµό τους κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο, απουσία 

οπιοειδών υποδοχέων. Μελετήθηκε λοιπόν, η πιθανή δράση του µέσω αδρενεργικών 

υποδοχέων. Επίδραση των κυττάρων µε EKC για έξι µέρες παρουσία του 

ανταγωνιστή των α1 αδρενεργικών υποδοχέων πραζοσίνης είχε ως αποτέλεσµα την 

µερική αναστολή της δράσης της EKC (σχήµα-21Α) ενώ, επίδραση µόνο µε 

πραζοσίνη ελάττωνε επίσης, τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Επιπλέον µελετήθηκε η 

δράση της νορεπινεφρίνης (α1 και α2 αδρενεργικός αγωνιστής) στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό απουσία ή παρουσία πραζοσίνης. Η νορεπινεφρίνη όπως φαίνεται 

στο σχήµα 21Β προκάλεσε µικρή αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού σε 

υψηλές συγκεντρώσεις η οποία όµως ενισχύοταν παρουσία πραζοσίνης. Τα 
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παραπάνω ευρήµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η δράση της EKC πιθανώς, 

πραγµατοποιείται µέσω α1 αδρενεργικών υποδοχέων οι οποίοι φαίνεται ότι υπάρχουν 

στα κύτταρα LNCaP.  
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Σχήµα-21. ∆ράση της EKC και της νορεπινεφρίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων LNCaP. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 6 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις 
καζοµορφινών  παρουσία ή απουσία του ανταγωνιστή των α1 αδρενεργικών υποδοχέων, πραζοσίνη. Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση τιµή 
± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων 
  
 

Αλληλεπίδραση οπιοειδών πεπτιδίων µε αδρενεργικούς υποδοχείς  

 

 Παράλληλα µε τη µελέτη της δράσης οπιοειδών και αδρενεργικών στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό πραγµατοποιήθηκαν και µελέτες δέσµευσης δόσης 

απόκρισης σε ολόκληρα κύτταρα LNCaP χρησιµοποιώντας τριτιωµένη πραζοσίνη 

παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων µη ραδιοσηµασµένης πραζοσίνης. Όπως 

φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί η πραζοσίνη ανέστειλε τη δέσµευση της [3Η] 

πραζοσίνης γεγονός που υποδεικνύει την ύπαρξη α1 υποδοχέων στα κύτταρα LNCaP 

µε χηµική συγγένεια (IC50) 0,695nM. Επιπρόσθετα και η EKC προκάλεσε παρόµοια 

αναστολή. Η καµπύλη δόσης-απόκρισης της EKC είναι παράλληλη µε αυτή της 

πραζοσίνης που σηµαίνει ότι δεσµεύεται στους α1 αδρενεργικούς υποδοχείς µε 

µικρότερη όµως συγγένεια (IC50 1,82 nM). 
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Σχήµα-22. Αναστολή της δέσµευσης τριτιωµένης πραζοσίνης από την µη ραδιοσηµασµένη 
πραζοσίνη και την EKC στην καρκινική κυτταρική σειρά του προστάτου LNCaP. 
Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης (δόσης απόκρισης) σε ολόκληρα κύτταρα µετά από τη 
διαδικασία της οξινοποίησης. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε [3H] πραζοσίνη παρουσία ή απουσία 
πραζοσίνης ή EKC. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της ειδικής δέσµευσης παρουσία 
πραζοσίνης ή EKC προς την ειδική δέσµευση απουσία τους. 

 

 

 

Γενικό συµπέρασµα 

 Η δράση των οπιοειδών στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου 

πραγµατοποιείται κυρίως, µέσω των οπιοειδών υποδοχέων. Μέρος της δράσης τους 

πιθανώς πραγµατοποιείται και µέσω άλλων µεµβρανικών συστηµάτων υποδοχέων 

όπως των αδρενεργικών. Όσον αφορά όµως, τα κύτταρα LNCaP όπου δεν υπάρχουν 

οπιοειδείς υποδοχείς και µόνο ένα µικρό µέρος της δράσης τους πραγµατοποιείται 

µέσω των αδρενεργικών υποδοχέων παραµένει αναπάντητο το ερώτηµα για τον 

τρόπος δράσης τους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                Αποτελέσµατα 95 

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΝΕΩΝ ΕΝ∆ΟΓΕΝΩΝ ΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΜΕ ΟΠΙΟΕΙ∆Η ∆ΡΑΣΗ 
 

Όπως αναφέρθηκε, στον διάµεσο προστατικό ιστό έχουν ανιχνευθεί κύτταρα 

που παράγουν οπιοειδή (Gkonos et al. 1995). Έτσι, µία πιθανή πηγή οπιοειδών 

ουσιών µπορεί να είναι ο ίδιος ο προστάτης. Εξάλλου, λεµφοκύτταρα τα οποία 

συρρέουν στον ιστό µετά από καρκινική εξαλλαγή, η β-ενδορφίνη η οποία παράγεται 

σε άλλες θέσεις του κεντρικού και του περιφερικού νευρικού συστήµατος ή σε 

άλλους µη νευρικούς ιστούς και έχει χρόνο ηµιζωής >30min (Castanas et al. 1985) θα 

µπορούσε να αποτελέσει εναλλακτική πηγή οπιοειδών ουσιών. Στο τµήµα αυτό της 

διατριβής αναφέρουµε την ταυτοποίηση δύο εναλλακτικών πηγών ουσιών µε 

οπιοειδή δραστικότητα: Η πρώτη αναφέρεται στην ταυτοποίηση µίας νέας 

καζοµορφίνης ειδικής του ανθρωπίνου γάλακτος και η δεύτερη στην ταυτοποίηση, 

για πρώτη φορά στην παγκόσµια βιβλιογραφία, ενός πεπτιδίου που προέρχεται από 

τον ίδιο τον οπιοειδή υποδοχέα και παρουσιάζει δράση οπιοειδούς αγωνιστού. 

 

 

Α. Ταυτοποίηση µιας νέας καζοµορφίνης (αs1 καζοµορφίνη και το αµίδιο της)  
 

Μέχρι τώρα οι καζοµορφίνες, η δράση των οποίων µελετήθηκε, ήταν 

προϊόντα διάσπασης των α και β καζεϊνών του γάλακτος των βοοειδών. Σηµαντικό 

όµως µέρος των καζεϊνών του γάλακτος αποτελούν οι αs καζεΐνες. Το ανθρώπινο 

γάλα από τις αs καζεΐνες περιέχει µόνο την αs1 καζεΐνη. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η πιθανή ύπαρξη πεπτιδίων µε οπιοειδή δράση, προερχόµενα από την αs1  

καζεΐνη του ανθρωπίνου γάλακτος. Πράγµατι, από την πρωτοταγή δοµή της αs1 

καζεΐνης ανιχνεύθηκε ένα πενταπεπτίδιο, η αs1 καζοµορφίνη, µε αλληλουχία Tyr-Val-

Pro-Phe-Pro  που βρίσκεται στο καρβοξυλικό τµήµα της (156-162). Η αλληλουχία της 

αs1 καζοµορφίνης εµφανίζει οµοιότητες µε ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια και µε 

καζοµορφίνες και έτσι µελετήθηκε η πιθανότητα τόσο η αs1 καζοµορφίνη όσο και το 

αµίδιο της να εµφανίζουν οπιοειδή δράση. 
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Έλεγχος της πιθανής οπιοειδούς δράσης της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου 

της 

 
Για την ταυτοποίηση της οπιοειδούς δράσεως της αs1 καζοµορφίνης, η µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε αρχικά σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα εγκεφάλου επίµυος 

πλούσια σε µι και δέλτα οπιοειδείς υποδοχείς, ενώ στη συνέχεια µελετήθηκε η δράση 

της και σε καρκινικά κύτταρα µαστού (κυτταρική σειρά T47D) όπου ήταν ήδη 

γνωστή η παρουσία των οπιοειδών υποδοχέων αλλά στα οποία υπάρχουν λίγοι δέλτα 

και καθόλου µι. 

 

 

 
∆έσµευση της αs1 καζοµορφίνης σε ειδικές θέσεις σύνδεσης (υποδοχείς) των  

οπιοειδών σε µεµβράνες εγκεφάλου επίµυος και στα καρκινικά κύτταρα µαστού 

Τ47D 

 
Στα µεµβρανικά παρασκευάσµατα εγκεφάλου επίµυος πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα δέσµευσης δόσης-απόκρισης χρησιµοποιώντας τους [3Η]-DAGO και [3H]-

DPDPE αγωνιστές ειδικούς για τους µι και δέλτα οπιοειδείς υποδοχείς αντίστοιχα.. 

Όπως φαίνεται στο σχήµα-23 η αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε πλήρως την ειδική 

δέσµευση του [3H]-DPDPE µε µέση κατασταλτική συγκέντρωση (IC50) 2,6µΜ ενώ το 

αµίδιο της, την ανέστειλε µερικώς µε IC50 > 10 µΜ. Αντίθετα για τους µι υποδοχείς η 

αs1 καζοµορφίνη ήταν αυτή που ανέστειλε λίγο τη ειδική δέσµευση του [3Η]-DAGO 

σε αυτούς ενώ το αµίδιο της την ανέστειλε σχεδόν πλήρως (IC50 1µΜ).  
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Σχήµα-23. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών από την αs1 
καζοµορφίνη και το αµίδιο της σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα εγκεφάλου επίµυος. 
Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης (δόσης-απόκρισης). Τα µεµβρανικά παρασκευάσµατα 
επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς αγωνιστές-ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία 
καζοµορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της ειδικής δέσµευσης παρουσία 
καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία καζοµορφίνης. 
 

 

 

Στα κύτταρα Τ47D, από προηγούµενες µελέτες (Hatzoglou et al. 1996c) είναι 

γνωστό ότι έχουν υποδοχείς των οπιοειδών (δ, κ1, κ2, κ3), έτσι πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα όπου ελέγχθηκε η αναστολή της δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών 

αγωνιστών από την αs1 καζοµορφίνη και το αµίδιο της, ειδικών για αυτούς τους 

τύπους οπιοειδών υποδοχέων.  
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Όπως φαίνεται στο σχήµα-24 η αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε τη δέσµευση της 

τριτιωµένης αιθυλκετοκυκλαζοσίνης και διπρενορφίνης ενώ δεν επηρρέαζε τη 

δέσµευση της τριτιωµένης DPDPE (ειδικού αγωνιστή για τους δ οπιοειδής 

υποδοχείς). Η αναστολή της [3Η] EKC, η οποία συνδέεται µε τους δ, µ, κ1, κ2 

υποδοχείς ήταν σχεδόν πλήρης και δεν επηρρεαζόταν από την παρουσία 10µΜ 

DADLE που συνδέεται µε τους δ, µ, κ2   υποδοχείς γεγονός που υποδηλώνει ότι αs1 

καζοµορφίνη συνδέεται στους κ1 υποδοχείς. Αναστολή της δέσµευσης της [3Η] 

διπρενορφίνης στους δ, µ, κ2, κ3  η οποία όµως επηρρεαζόταν από την παρουσία 

10µΜ DADLE υποδεικνύει δέσµευση τόσο στους κ2, όσο και στους κ3   υποδοχείς. 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

IC50= 0.1 nM

IC50= 0.7 nM

 [3H] Αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC)
 [3H] Αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC)

         + 10 µM DADLE

0 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-6

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

IC50= 0.5 nM

IC50= 5.6 pM

 [3H] διπρενορφίνη
 [3H] διπρενορφίνη

       + 10 µM DADLE

0 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-6

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

IC50=0.5 nM

IC50=0.1 nM

 [3H] Αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC)
 [3H] ∆ιπρενορφίνη
 [3H] DPDPE

Ει
δι
κή

 δ
έσ

µε
υσ
η 

B/
B 0

Συγκέντρωση της(α)s1 καζοµορφίνης)(M)

 

 
Σχήµα-24. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών από την αs1 
καζοµορφίνη στην καρκινική κυτταρική σειρά Τ47D. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης 
(δόσης-απόκρισης). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς αγωνιστές-
ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία καζοµορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της 
ειδικής δέσµευσης παρουσία καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία καζοµορφίνης. 
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Σχήµα-25. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών από το αµίδιο της 
αs1 καζοµορφίνης στην καρκινική κυτταρική σειρά Τ47D. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 
δέσµευσης (δόσης απόκρισης). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς 
αγωνιστές-ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία του αµιδίου. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο 
λόγος της ειδικής δέσµευσης παρουσία αµιδίου προς την ειδική δέσµευση απουσία αµιδίου. 
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Αντικατάσταση του καρβοξυτελικού άκρου της καζοµορφίνης µε αµινοµάδα 

είχε ως αποτέλεσµα να µην µπορεί να αναστείλει την ειδική δέσµευση της [3Η] EKC 

(σχήµα-10). Παρ’ολ’αυτά ανέστειλε την ειδική δέσµευση της διπρενορφίνης η οποία 

επηρρεαζόταν από την παρουσία 10µΜ DADLE και της [3Η] DPDPE. Άρα το αµίδιο 

της αs1 καζοµορφίνης δεσµεύεται στους δ και κ3 οπιοειδείς υποδοχείς. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα συνοψίζονται στον πίνακα Χ.  
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Πίνακας Χ. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών στα  
κύτταρα Τ47D από την αs1 καζοµορφίνη και το αµίδιο της. 

   Μέση κατασταλτική Συγκέντρωση ΙC50 (nM)   
            [3Η] 
        Αγωνιστής   
 
Πεπτίδιο       

[3Η]DPDPE 
ή 

[3Η]DSLET 

 
[3Η]EKC 

 
[3Η]EKC 
+DADLE 

[3Η]- 
∆ιπρενορφίνη 

[3Η]- 
∆ιπρενορφίνη 

+DADLE 

αs1 
καζοµορφίνη 

 
>1000 

 
0,1± 0,005 

 
0,7± 0,03 

 
0,5± 0,019 

 
0,006± 
0,0002 

 
αs1 
καζοµορφίνη-
ΝΗ2 

 
 

1,7± 0,078 

 
 

>1000 

 
 

>1000 

 
 

0,12± 0,005 

 
 

0,2± 0,013 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή± τυπικό σφάλµα του IC50 για την αναστολή της ειδικής δέσµευσης 
των διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών όπως υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση 
σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα οποία παρουσιάζονται στα σχήµατα 24 ,25. 

 
 
 

 Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης στον ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων T47D 

 
Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν την 6η µέρα επίδρασης οπότε και 

παρατηρήθηκε η µέγιστη καταστολή του κυτταρικού πολλπλασιασµού. Η αs1 

καζοµορφίνη σε χαµηλές συγκεντρώσεις προκάλεσε καταστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού σε ποσοστό 80%. Λαµβάνοντας υπόψιν ότι ο χρόνος 

διπλασιασµού των κυττάρων T47D είναι 2.02 µέρες µπορούµε να πούµε ότι η αs1 

καζοµορφίνη ανέστειλε σχέδον πλήρως την ανάπτυξη των κυττάρων. Η δράση της αs1 

καζοµορφίνης (σχήµα-26) ήταν δοσοεξαρτώµενη µε µέση κατασταλτική 

συγκέντρωση (ΙC50) 0,005 nM και σε συγκεντρώσεις µικρότερες του 10-8 Μ 

αναστρέψιµη από τον οπιοειδή ανταγωνιστή διπρενορφίνη. 
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Σχήµα-26. Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
T47D. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 6 µέρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις διαφόρων οπιοειδών 
παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα 
εκφράζονται ως λόγοι µε τα κύτταρα µάρτυρες (control) και παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό 
σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 

 

  Αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού προκάλεσε και το αµίδιο της αs1 

καζοµορφίνης (σχήµα-26), δράση που ήταν όµως µικρότερη, µε µέγιστο ποσοστό 

καταστολής 55% και µέση κατασταλτική συγκέντρωση 0,5 nM ενώ η παρουσία της 

διπρενορφίνης προκάλεσε µικρή αναστροφή της δράσης. 

 

 

Μελέτη της δράσης της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου της στις καρκινικές 

σειρές του προστάτου DU-145, PC3 και LNCaP 

 

Έχοντας ανιχνεύσει την εξαιρετική οπιοειδή δράση της αs1 καζοµορφίνης (και 

του αµιδίου της) σε καρκινικά κύτταρα µαστού ήταν σηµαντικό να µελετηθεί και η 

δράση της και σε άλλα συστήµατα. Στην προκειµένη περίπτωση µελετήσαµε την 

δράση της στον προστάτη. Για τον σκοπό αυτό ελέγχθηκε η ικανότητα δέσµευσής της 

στους οπιοειδείς υποδοχείς όσο και η δράση της στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

καρκινικών κυττάρων προστάτου. 
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∆έσµευση της αs1 καζοµορφίνης σε ειδικές θέσεις σύνδεσης (υποδοχείς) των 
οπιοειδών σε καρκινικά κύτταρα προστάτου 

 

Η ικανότητα δέσµευσης της αs1 καζοµορφίνης στους οπιοειδείς υποδοχείς 

µελετήθηκε στην καρκινική κυτταρική σειρά του προστάτου DU-145, στην οποία 

όπως φαίνεται και από τον Πίνακα VII, ανιχνεύθηκε ο µεγαλύτερος αριθµός 

οπιοειδών υποδοχέων. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης (δόσης-

απόκρισης) χρησιµοποιώντας ραδιοσηµασµένη αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC) και 

διπρενορφίνη. Όπως φαίνεται στο σχήµα-27 η αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε την ειδική 

δέσµευση της [3Η] EKC κατά 75% και µε IC50 5,7 nΜ. Χρησιµοποιώντας ταυτόχρονα 

τον αγωνιστή DADLE σε µεγάλη συγκέντρωση οπότε και καλύπτει τους µ υποδοχείς 

των κυττάρων DU-145 παρατηρήθηκε ότι η αναστολή της δέσµευσης της [3Η] EKC 

επηρεαζόταν ελάχιστα  (IC50  4,2 nM ) γεγονός που υποδηλώνει ότι η αs1 

καζοµορφίνη δεσµεύεται κυρίως στους κ1 υποδοχείς, επιβεβαιώνοντας έτσι την κ-

ειδικότητα του πεπτιδίου ανάλογη µε αυτήν που περιγράφη στην σειρά T47D από 

καρκίνο του µαστού. Αντίστοιχα η  αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε τη δέσµευση της [3Η]-

διπρενορφίνης, αναστολή η οποία πάλι επηρρεαζόταν ελάχιστα από την παρουσία 

5µΜ DADLE και άρα οφείλεται στη δέσµευσης της, κυρίως στους Κ3 υποδοχείς. 

Τέλος η αs1 καζοµορφίνη συνδέεται και µε τους µ οπιοειδείς υποδοχείς οι οποίοι 

υπάρχουν στα κύτταρα DU-145, αφού ανέστειλε και την δέσµευση του ειδικού µ 

αγωνιστή [3Η] DAGO.      
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Σχήµα-27. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών από την αs1 
καζοµορφίνη στην καρκινική κυτταρική σειρά DU-145. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης 
(δόσης απόκρισης). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς αγωνιστές-
ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία καζοµορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της 
ειδικής δέσµευσης παρουσία καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία καζοµορφίνης.  

 

 

 

Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων DU-

145, PC3 και LNCaP 

 

Τα σχήµατα 28 και 29 δείχνουν τις καµπύλες δόσης-απόκρισης της αs1 

καζοµορφίνης και του αµιδίου της στα κύτταρα DU-145, PC3, LNCaP απουσία ή 

παρουσία διπρενορφίνης. Και στις τρεις κυτταρικές σειρές τόσο η αs1 καζοµορφίνη 

όσο και το αµίδιο της προκάλεσαν αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού κατά 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Τη µεγαλύτερη δράση παρουσιάζει η αs1 καζοµορφίνη. 
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Σχήµα-28. Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου της στον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων DU-145 και PC3 για 4 µέρες, παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των 
οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα 
τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων 
 

 

στα κύτταρα DU-145 και το αµίδιο στα κύτταρα LNCaP µε ποσοστά µέγιστης 

καταστολής 64% και 59% αντίστοιχα (Πίνακας ΧI). Όσον αφορά τη διπρενορφίνη, η 

παρουσία της αντέστρεφε µερικώς τη δράση της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου 

της στα κύτταρα DU-145 και PC3  ενώ την ενίσχυε στα κύτταρα LNCaP.  
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 Σχήµα-29. Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης
και του αµιδίου της στον ρυθµό
πολλαπλασιασµού των κυττάρων LNCaP για
6 µέρες, παρουσία ή απουσία του γενικού
ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα
αποτελέσµατα εκφράζονται ως η µέση τιµή ±
τυπικό σφάλµα  τεσσάρων πειραµάτων 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ΠINAKAΣ ΧI. Επίδραση της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου της στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό των τριών καρκινικών κυτταρικών σειρών του προστάτου. 
Κυτταρική 
       σειρά 

 
DU-145 

  
            PC3 

  
        LNCaP 

 

 
 Μέση 

λτική 
ρωση 
Μ) 

Μέγιστη 
Αναστολή 

% 

Μέση 
κατασταλτική 
Συγκέντρωση 

IC50 (nΜ) 

Μέγιστη 
Αναστολή  

% 

Μέση 
κατασταλτική 
Συγκέντρωση 

IC50 (nΜ) 

Μέγιστη 
Αναστολή  

% 

92 
0.00003 

 
64±4 

 
8,8±0.38 

 
19±0.88 

 
1000 

 
45±2.1 

1±0.0011 
 

31±1.6 
63±4.5 

 
39±1.78 

 
15±0.7 

 
46±2.3 

 
42±2.01 
 
   
Πεπτίδιο 

καταστα
Συγκέντ

IC50 (n
αs1 

καζοµορφίνη 
 
0,00
   ± 

  + 
διπρενορφίνη 

 
 

 
0,02
65 
αs1 
καζοµορφίνη

-NH2 

 
1,2±0.04 

 
46±2 

 
3,2±0.14 

 
36±1.5 

 
3,1±0.12 

 
59±3.8 

  + 
διπρενορφίνη 

 
420±23 

 
39±1.9 

 
35±1.6 

 
23±0.9 

 
0,0021±0.0001 

 
59±3.1 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα του IC50 για την αs1 καζοµορφίνη και το αµίδιο της όπως 
υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς καµπύλης των δεδοµένων τα οποία 
παρουσιάζονται στα σχήµα-28,29 καθώς και της εκατοστιαίας αλλαγής σε σχέση µε τα κύτταρα 
µάρτυρες. 
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Σχήµα-30. Συγκριτικά αποτελέσµατα της επίδρασης της αs1 καζοµορφίνης και του αµιδίου της 
στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των τριών καρκινικών κυτταρικών σειρών του προστάτου. Στο 
γράφηµα δεξιά παρουσιάζεται το µέγιστο ποσοστό καταστολής ενώ αριστερά η µέση κατασταλτική 
συγκέντρωση IC50 
 
 
 
Β. Ρεσεπτορφίνη - Ένα νέο πεπτίδιο µε οπιοειδή δράση 
 

Στις αρχές της δεκαετίας του 1990 πραγµατοποιήθηκε η κλωνοποίηση των 

οπιοειδών υποδοχέων και ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των αµινοξέων τους 

(Reisine and Bell 1993).  Βρέθηκε ότι ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων µε 

επτά διαµεµβρανικά τµήµατα και ότι οι τρεις διαφορετικοί τύποι παρουσιάζουν 

υψηλή οµολογία περισσότερο µεταξύ των διαµεµβρανικών και ενδοκυττάριων 

τµηµάτων. Στο δεύτερο κοινό διαµεµβρανικό τµήµα των οπιοειδών υποδοχέων 

υπάρχει η αλληλουχία Tyr-Ile-Phe-Asn-Leu, η οποία περιέχει το αµινοτελικό αµινοξύ 

τυροσίνη χαρακτηριστικό αµινοξύ όλων των πεπτιδίων µε οπιοειδή δράση. Πιθανή 

οπιοειδής δράση αυτού του πενταπεπτιδίου και απελευθέρωση του τοπικά, ίσως 

αποτελεί έναν πιθανό τρόπο δράσης των οπιοειδών.  

 

 

∆έσµευση της Ρεσεπτορφίνης σε υποδοχείς των οπιοειδών 

 
Γνωρίζοντας ότι στις καρκινικές κυτταρικές σειρές του προστάτου DU-145 

και PC3 υπάρχουν οπιοειδείς υποδοχείς (µ, κ1 , κ3  και µ, κ1 αντίστοιχα) ελέγχθηκε η 

δέσµευση της ρεσεπτορφίνης σε αυτούς τους υποδοχείς. Ετσι πραγµατοποιήθηκαν 
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πειράµατα µε τα οποία µελετήθηκε η αναστολή της δέσµευσης ραδιοσηµασµένων 

οπιοειδών αγωνιστών ειδικών για τους οπιοειδείς υποδοχείς από τη ρεσεπτορφίνη.       
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Σχήµα-31. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης διαφόρων τριτιωµένων οπιοειδών από την 
ρεσεπτορφίνη στις κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα δέσµευσης 
(δόσης-απόκρισης). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορους τριτιωµένους οπιοειδείς αγωνιστές-
ανταγωνιστές παρουσία ή απουσία ρεσεπτορφίνης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ο λόγος της 
ειδικής δέσµευσης παρουσία καζοµορφίνης προς την ειδική δέσµευση απουσία καζοµορφίνης.  
 

Στην κυτταρική σειρά DU-145 (σχήµα-31) βρέθηκε ότι η ρεσεπτορφίνη 

ανέστειλε την ειδική δέσµευση της [3Η] EKC αναστολή που δεν επηρρεαζόταν από 

την παρουσία 5µΜ DADLE, (IC50 0,0234 n Μ)καθώς και την ειδική δέσµευση του 

[3Η] DAGO στους µ υποδοχείς (IC50 0,065 nΜ).  

Στην κυτταρική σειρά PC3 (σχήµα-31) παρατηρήθηκε αναστολή της 

δέσµευσης του [3Η] DAGO στους µ υποδοχείς µε IC50 0,043 nΜ και µικρή αναστολή 

της δέσµευσης της [3Η] EKC στους κ1     υποδοχείς µε πολύ µεγάλο IC50 (>1000 nM). 

Τα αποτελέσµατα συνοψίζονται στον πίνακα XII που ακολουθεί. 
 
Πίνακας ΧΙΙ. Αναστολή της ειδικής δέσµευσης ραδιοσηµασµένων οπιοειδών αγωνιστών από την 
ρεσεπτορφίνη. 

  Mέση Κατασταλτική Συγκέντρωση IC50 (nM)     
  [3Η] 
Αγωνιστής   
 
 
Κυτταρική 
σειρά  

 
[3Η]DPDPE 

ή 
DSLET 

 
[3Η]- 

  DAGO 

 
 

  [3Η]EKC 

 
[3Η]- 

∆ιπρενορφίνη 

 
 
[3Η]EKC 
+DADLE 

 
[3Η]- 

∆ιπρενορφί
νη 

+DADLE 

 
DU145 

 
- 

 
0,065± 0,003 

 
0,0234±0,01 

 
- 

 
0,0287±0,014 

 
- 
 

 
PC3 

 
- 

 
0,043± 0,02 

 
>1000 

  
- 

 
>1000 

 
- 

Παρουσιάζεται η µέση τιµή± τυπικό σφάλµα του IC50 για την αναστολή της ειδικής δέσµευσης των 
διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών όπως υπολογίστηκε µετά από ανάλυση µε προσέγγιση σιγµοειδούς 
καµπύλης των δεδοµένων τα οποία παρουσιάζονται στο σχήµα-31. 
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Επίδραση της Ρεσεπτορφίνης στο ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων DU-

145, PC3 και LNCaP 
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Σχήµα-32. Επίδραση της ρεσεπτορφίνης στον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων του 

προστάτου παρουσία ή απουσία του γενικού ανταγωνιστή των οπιοειδών, διπρενορφίνη. Τα 

αποτελέσµατα  εκφράζονται ως η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τουλάχιστον τεσσάρων πειραµάτων. 

 

 

Η ρεσεπτορφίνη και στις τρεις καρκινικές σειρές του προστάτου προκάλεσε 

καταστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Η µέγιστη καταστολή παρατηρήθηκε 

στη κυτταρική σειρά DU-145 και στην LNCaP (σχήµα 32), µε κοινό ποσοστό 

µέγιστης καταστολής 60% αλλά διαφορετικό IC50, 0,436 nΜ και 87 nΜ αντίστοιχα, 

ενώ στη κυτταρική σειρά PC3 η καταστολή που παρατηρήθηκε ήταν µικρή (27%). 
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Ταυτόχρονη επίδραση µε οπιοειδή ανταγωνιστή είχε ως αποτέλεσµα στις κυτταρικές 

σειρές DU-145 και PC3 την µειωµένη δράση της Ρεσεπτορφίνης αυξάνωντας το IC50 

κατά δύο λογάριθµους. Αντίθετα στη κυτταρική σειρά LNCaP η παρουσία της 

διπρενορφίνης ενίσχυε τη δράση της µειώνοντας την τιµή του IC50 (87 nΜ) κατά ένα 

λογάριθµο (2.88 nΜ).       

 

 

Συµπέρασµα 

 

 Η ρεσεπτορφίνη δεσµεύται στους µι και κ1 οπιοειδείς υποδοχείς στις δύο 

κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3, µέσω των οποίων πραγµατοποιείται και η δράση 

της στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό η ποία είναι ανστρέψιµη από την διπρενορφίνη. 

Στην κυτταρική σειρά LNCaP όπου παρουσιάζει σηµαντική καταστολή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού η δράση της δεν επάγεται µέσω οπιοειδών υποδοχέων. 
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ΤΡΟΠΟΣ ∆ΡΑΣΕΩΣ ΟΠΙΟΕΙ∆ΩΝ ΟΥΣΙΩΝ  
 

 Ο κλασσικός τρόπος δράσεως των οπιοειδών σε διάφορα συστήµατα (όπως 

εξάλλου και ο τρόπος δράσεως όλων των ουσιών που δρούν µέσω υποδοχέων µε επτά 

διαµεµβρανικά τµήµατα) είναι η τροποποίηση της συνθέσεως cAMP µέσω της 

δράσεως των G πρωτεϊνών. Στη παρούσα µελέτη µελετήθηκαν εναλλακτικοί νέοι 

τρόποι δράσεως των οπιοειδών, δεδοµένου ότι αποτελέσµατα της διεθνούς 

βιβλιογραφίας αλλά και δεδοµένα τα οποία δεν παρουσιάζονται στην παρούσα 

µελέτη, δεν µπορούν να ερµηνευθούν από τον κλασσικό τρόπο δράσεως των 

οπιοειδών (π.χ. δράση στην κυτταρική σειρά LNCaP, στην οποία δεν ανιχνεύθηκαν 

οπιοειδείς υποδοχείς).    

 

 

Α. Μελέτη πιθανής αλληλεπίδρασης οπιεργικού συστήµατος και ελεύθερης ρίζας 
του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ.) 
 
 Τα τελευταία χρόνια το σύστηµα της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του 

αζώτου (ΝΟ.) και των ενζύµων που το συνθέτουν (συνθάσες της ελεύθερης ρίζας του 

µονοξειδίου του αζώτου, NOS), έχει αποκτήσει ιδιαίτερη σηµασία σε καρδιαγγειακές 

παθήσεις και σε περιπτώσεις καρκίνου (Wink et al. 1998). H ΝΟ. έχει βρεθεί ότι δρά 

ως κυτταρικός διαβιβαστής, νευροδιαβιβαστής και ενδοκυττάριο δευτερογενές 

µήνυµα (Colasanti and Suzuki 2000). Αρκετές µελέτες αναφέρουν αλληλεπίδραση 

µεταξύ του οπιεργικού συστήµατος και του συστήµατος της ΝΟ. σε διάφορα 

συστήµατα. Ο ρόλος της στον καρκίνο είναι αντιφατικός (Wink et al. 1998). Η ΝΟ. 

µπορεί να οδηγήσει σε κυτταρικό θάνατο, ενώ παράλληλα έχει βρεθεί ότι η παραγωγή 

της από τα καρκινικά κύτταρα ενισχύει την αγγειογένεση και το µεταστατικό 

δυναµικό ενός όγκου (Adams et al. 1996; Budziszewska et al. 1999; Bhat et al. 1998). 

Στην προσπάθεια διερεύνησης του τρόπου δράσεως των οπιοειδών και τη πιθανή 

αλληλεπίδραση τους µε το σύστηµα ΝΟ. /NOS σε καρκινικά κύτταρα, µελετήθηκε η 

επίδραση των οπιοειδών στο ένζυµο συνθάση της ΝΟ. (NOS). Η µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε αρχικά σε καρκινικά κύτταρα µαστού (T47D) στα οποία 

ανιχνεύσαµε αρχικά ότι παράγουν ΝΟ..  
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Παραγωγή της ΝΟ.από τα κύτταρα T47D 
  
 Η παραγωγή της ΝΟ. από τα κύτταρα προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας την 

ουσία DAF-DA η οποιά παγιδεύεται µέσα στα κύτταρα και µετατρέπεται στη 

φθορίζουσα µορφή της µόνο παρουσία της ΝΟ.. Έτσι τα κύτταρα που παράγουν ΝΟ. 

φθορίζουν και µπορούν να µετρηθούν σε κυτταροµετρητή ροής (βλέπε Υλικά και 

Mέθοδοι 5). Όπως φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί µε την πάροδο του χρόνου 

παρατηρήθηκε αύξηση των κυττάρων που φθορίζουν που σηµαίνει αύξηση και της 

παραγώµενης ποσότητας της ΝΟ.. Στα κύτταρα τα οποία είχαν προεπωαστεί µε τον 

ανταγωνιστή της NOS, L-NAME παρατηρήθηκε αναστολή της παραγωγής της ΝΟ..  
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Σχήµα-33. Παραγωγή της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου από τα κύτταρα T47D. 
Στα κύτταρα προστέθηκε η DAF-DA και ο πληθυσµός των κυττάρων που φθορίζουν λόγω της 
παραγωγής ΝΟ. προσδιορίστηκε µε κυτταροµετρία ροής για διάστηµα 60 λεπτών. Επιπλέον 
προσδιορίστηκε η παραγωγή της ΝΟ.  από κύτταρα που είχαν  προεπωαστεί για 10 λεπτά µε 1mM L-
NAME (ανταγωνιστής της NOS). Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται προέρχονται από πείραµα 
που επαναλήφθηκε πέντε φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα. 
 
 
 
Επίδραση των οπιοειδών στη παραγωγή της ΝΟ . 
  
 Κύτταρα T47D επωάστηκαν για 3 λεπτά ή 24 ώρες µε οπιοειδή, τους 

προστέθηκε η DAF-DA και ακολούθησε προσδιορισµός του εξαρτωµένου από το 

ΝΟ. φθοριζόντων κυττάρων για τακτά χρονικά διαστήµατα (3-60 λεπτών). Τα 

οπιοειδή που µελετήθηκαν ήταν η EKC και η αs1 καζοµορφίνη στην προσπάθειά µας 

να µελετήσουµε εάν ένα λιπόφιλο αλκαλοειδές και ένα υδρόφιλο πεπτίδιο έχουν 

ταυτόσηµες ή διαφορετικές δράσεις. 
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Όπως φαίνεται στο σχήµα-34, τα κύτταρα παράγουν ΝΟ. και µέσα σε διάστηµα µιας 

ώρας το 95% των κυττάρων παρουσιάζουν έντονο φθορισµό. Επίδραση µε EKC τόσο 

άµεσα όσο και µετά από 24ώρη επώαση, είχε ως αποτέλεσµα αναστολή της 

παραγωγής της ΝΟ. η οποία παρατηρήθηκε πάρα πολύ γρήγορα (από τα 3 λεπτά 

περίπου). Αντίθετα, η αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε την παραγωγή της ΝΟ.  µόνο µετά 

από 24 ώρες επίδραση. Η αναστολή που παρατηρήθηκε  είναι όµοια µε αυτήν που 

παρατηρήθηκε όταν τα κύτταρα είχαν προεπωαστεί για 10 λεπτά µε τον ανταγωνιστή 

της NOS, L-NAME. 
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Σχήµα-34. Επίδραση των οπιοειδών στην παραγόµενη ΝΟ. από τα κύτταρα T47D. Τα κύτταρα 
επωάστηκαν µε 10-8 Μ EKC ή αs1 καζοµορφίνη είτε άµεσα είτε για 24 ώρες. Στη συνέχεια τους 
προστέθηκε η DAF και ο πληθυσµός των κυττάρων που φθορίζουν λόγω της παραγωγής ΝΟ. 
προσδιορίστηκε µε κυτταροµετρία ροής σε διάστηµα 60 λεπτών. Παράλληλα κύτταρα προεπωάστηκαν 
για 10 λεπτά και µε 1mM L-NAME (ανταγωνιστής της NOS). Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται 
προέρχονται από πείραµα που επαναλήφθηκε πέντε φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα. 
 
 
 
Επίδραση των οπιοειδών στη συνθάση της ελέυθερης ρίζας του µονοξειδίου του 

αζώτου µονοξειδίου (NOS) 
 
 Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν µία άµεση δράση των οπιοειδών 

στην παραγωγή της ΝΟ.. Με στόχο τη διερεύνηση αυτής της δράσης µελετήθηκε η 

δραστικότητα της NOS µετά από επώαση των κυττάρων για 24 ώρες µε οπιοειδή. 

Όπως φαίνεται στο σχήµα-35Α η δραστικότητα της NOS που µετρήθηκε σε 

οµογενοποίηµα κυττάρων ελαττώθηκε περίπου κατά 50% όταν τα κύτταρα είχαν 

προεπωαστεί µε EKC ή µε  αs1 καζοµορφίνη. Αντίστοιχα ήταν και τα αποτελέσµατα 
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όταν η µέτρηση της δραστικότητας της NOS µετρήθηκε σε κθτταρόπλασµα κυττάρων 

παρουσία οπιοειδών (σχήµα-35Β) γεγονός που υποδηλώνει άµεση αλληλεπίδραση 

των οπιοειδών µε τη NOS. 
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Σχήµα-35. Επίδραση των οπιοειδών στη δραστικότητα της συνθετάσης της ελευθερης ρίζας του 
µονοξειδίου του αζώτου (NOS). A. Τα κύτταρα προεπωάστηκαν για 24 ώρες µε 10-8 Μ EKC ή αs1 
καζοµορφίνη και σε οµογενοποίηµα των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε η µέτρηση της δραστικότητας 
της NOS (βλεπε Υλικά και Μέθοδοι 6). Β.  Η µέτρηση της δραστικότητας της NOS πραγµατοποιήθηκε 
σε οµογενοποίηµα κυττάρων παρουσία ή απουσία (κύτταρα µάρτυρες) 10-8 Μ EKC ή αs1 καζοµορφίνη. 
Τα αποτελέσµατα δίνονται ως τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών ανεξάρτητων πειραµάτων εις 
τριπλούν. 
 
 
Από τα παραπάνω αποτελέσµατα συµπεραίνεται ότι τα οπιοειδή αναστέλλουν την 

παραγωγή της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου ΝΟ. επιδρώντας 

απευθείας στο ένζυµο (NOS) το οποίο είναι υπεύθυνο για την σύνθεση της. 
   
 
Παραγωγή της ΝΟ. από καρκινικά κύτταρα προστάτου 

 

 Παραγωγή της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ.) 

ανιχνεύθηκε και στα καρκινικά κύτταρα προστάτου (PC3) (σχήµα-36) καθώς και 

δραστικότητα του ενζύµου που είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση της (NOS). 

Παρ’όλ’αυτά προκαταρκτικές µελέτες έδειξαν ότι τα οπιοειδή δεν επηρεάζουν τη 

δραστικότητα της NOS.  
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Σχήµα-36. Παραγωγή της ελευθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου από καρκινικά κύτταρα 
προστάτου. Στα κύτταρα προστέθηκε η DAF και ο πληθυσµός των κυττάρων που φθορίζουν λόγω της 
παραγωγής ΝΟ. , προσδιορίστηκε µε κυτταροµετρία ροής για διάστηµα 60 λεπτών. Επιπλέον 
προσδιορίστηκε η παραγωγή της ΝΟ.  από κύτταρα που είχαν  προεπωαστεί για  10 λεπτά  µε 1mM L-
NAME (ανταγωνιστής της NOS). Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται προέρχονται από πείραµα 
που επαναλήφθηκε πέντε φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα. 
 
 
Συµπέρασµα 

Τα ανωτέρω αποτελέσµατα, µολονότι πρακαταρκτικά, υποδηλώνουν ότι, ο 

µαστός και ο προστάτης εµφανίζονται διαφορετικά ως προς την επίδραση στο 

σύστηµα παραγωγής NO.. Απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση του συστήµατος, και 

ιδιαίτερα της διαφορετικής δράσεως αλκαλοειδών και πεπτιδίων, λαµβάνοντας υπ’ 

όψιν τον πιθανό διαφορετικό τρόπο ενδοκυτταρώσεώς τους 

  
 
 
B. Μελέτη της πιθανής αλληλεπίδρασης οπιοειδών και ανδρογόνων σε καρκινικά 
κύτταρα του προστάτου 

 

Όπως προαναφέρθηκε, στην κυτταρική σειρά LNCaP παρατηρήθηκε δράση 

των οπιοειδών παρόλο που δεν ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς, γεγονός που 

υποδηλώνει ένα διαφορετικό τρόπο δράσης. Τα κύτταρα LNCaP είναι 

ορµονοευαίσθητα, φέρουν ανδρογονικούς υποδοχείς και ανταποκρίνονται στην 

δράση των ανδρογόνων µε αύξηση του ρυθµού πολλαπλασιασµού τους. Έτσι 

µελετήθηκε η πιθανότητα, η δράση των οπιοειδών να σχετίζεται µε αυτή των 

ανδρογόνων. 
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Επίδραση των οπιοειδών στην επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση του 

ειδικού προστατικού αντιγόνου (PSA) από την ορµονοευαίσθητη καρκινική 

κυτταρική σειρά του προστάτου LNCaP 

  

Τα κύτταρα LNCaP παράγουν ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) 

(Horoszewicz et al. 1983) η έκφραση του οποίου επάγεται από τα ανδρογόνα. Πιθανή 

αλληλεπίδραση οπιοειδών και ανδρογόνων- ανδρογονικών υποδοχέων θα επηρρέαζε 

και την παραγωγή του PSA. Ετσι, τα κύτταρα LNCaP επωάστηκαν σε καλλιέργεια, 

για 24 ώρες µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις του βιολογικά δραστικού ανδρογόνου 

5α-διυδροτεστοστερόνη (DHT) απουσία ή παρουσία του γενικού οπιοειδούς 

αγωνιστή αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC). Το θρεπτικό καλλιέργειας συλλέχθηκε και 

προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του σε PSA. Όπως φαίνεται στο σχήµα-37 η 

δοσοεξαρτώµενη επαγωγή του PSA από την DHT αναστέλοταν από την παρουσία 10-

6 M EKC. Το µέγιστο ποσοστό αναστολής παρατηρήθηκε σε συγκεντρώσεις 10-7 και 

10-8 της DHT όπου παρατηρήθηκε και η αύξηση στην έκκριση του PSA. 
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Σχήµα-37. Επίδραση των οπιοειδών  στην επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση 
του PSA από τα κύτταρα LNCaP. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες µε 
διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις DHT απουσία ή παρουσία του γενικού οπιοειδούς 
αγωνιστή EKC (10-6 M) σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Στη συνέχεια έγινε 
προσδιορισµός της συγκέντρωσης του PSA στο θρεπτικό καλλιέργειας και αναγωγή 
της στον αριθµό των κυττάρων.Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ποσοστά επί των 
κυττάρων µαρτύρων και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων εις τριπλούν. 
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Μελέτη της πιθανής επίδρασης των οπιοειδών στους ενδοκυττάριους 

ανδρογονικούς υποδοχείς που φέρουν τα κύτταρα LNCaP 

 
Η δράση των ανδρογόνων παραγµατοποιείται µέσω ενδοκυττάριων 

ανδρογονικών υποδοχέων (Chang et al. 1988). Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω 

αποτελέσµατα θεωρήθηκε σκόπιµη η διερεύνηση της δράσης των οπιοειδών στους 

ενδοκυττάριους ανδρογονικούς υποδοχείς που φέρει η καρκινική κυτταρική σειρά του 

προστάτου LNCaP. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε επίδραση µε τον γενικό 

αγωνιστή των οπιοειδών, EKC, για 24, 48 και 96 ώρες σε καλλιέργεια κυττάρων 

LNCaP και στα κύτταρα µετρήθηκαν ανδρογονικοί υποδοχείς. Τόσο ο αριθµός των 

υποδοχέων ανά κύτταρο όσο και η συγγένεια δέσµευσης της τεστοστερόνης (ΚD) 

στον ανδρογονικό υποδοχέα δεν επηρεαζόταν από την EKC. 

 

 

Μελέτη της πιθανής µη γενωµικής δράσης των ανδρογόνων στην καρκινική 

κυτταρική σειρά του προστάτου LNCaP- Πιθανός τρόπος δράσης 

 
Ο κλασσικός τρόπος δράσης των ανδρογόνων, όπως και όλων των στεροειδών 

ορµονών, είναι µέσω των ενδοκυττάριων υποδοχέων τους οι οποίοι µετά τη σύνδεσή 

τους µε τα ανδρογόνα εισέρχονται στον πυρήνα επηρεάζοντας τη έκφραση διαφόρων 

γονιδίων όπως αυτό του ειδικού προστατικού αντιγόνου (Horoszewicz et al.1983; 

Zhou et al. 1994; Kumar and Tindall 1998). Η αλληλουχία αυτή των γεγονότων είναι 

χρονοβόρα απαιτώντας τουλάχιστον 45 min. Αρκετές µελέτες όµως έδειξαν ότι τα 

στεροειδή σε κάποιες περιπτώσεις δρούν πολύ γρήγορα ενώ έχουν δράση ακόµα και 

σε κύτταρα που δεν φέρουν ενδοκυττάριους υποδοχείς, γεγονός που εξηγήθηκε τα 

τελευταία χρόνια όταν βρέθηκε ότι υπάρχουν και µεµβρανικές θέσεις σύνδεσης των 

στεροειδών ενώ η δράση τους είναι µη γενωµική (Brann et al. 1995; Benten et al. 

1997; Wehling 1997; Benten et al. 1999b). 
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Ανίχνευση µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων στα κύτταρα LNCaP 

 

Λαµβάνοντας υπόψιν, τα παραπάνω δεδοµένα και έναν αριθµό αναφορών 

όπου ανιχνεύθηκαν µεµβρανικές θέσεις σύνδεσεις και για τα ανδρογόνα σε 

διάφορους κυτταρικούς τύπους (Lieberherr and Grosse 1994; Benten et al. 1997; 

Benten et al. 1999a; Benten et al. 1999b; Armen and Gay 2000) πραγµατοποιήθηκαν 

µελέτες για την διερεύνηση της πιθανής ύπαρξή τους και στα κύτταρα LNCaP. 

 

 

Ανίχνευση θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων στην επιφάνεια των κυττάρων 
LNCaP µε κυτταροµετρία ροής  
 Για την ανίχνευση µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων, τα 

κύτταρα επωάστηκαν µε τεστοστερόνη συνδεδεµένη µε BSA για να αποκλειστεί η 

πιθανότητα παθητικής εισόδου της µέσα στα κύτταρα και µε την φθορίζουσα ουσία 

ισοθειοκυανυούχο φλουοροσκεΐνη (FITC) που επιτρέπει την ανίχνευση των 

φθοριζόντων κυττάρων στον κυτταροµετρητή ροής. Για την ανίχνευση της µη ειδικής 

σύνδεσης χρησιµοποιήθηκε BSA-FITC. Μετά από 1 λεπτό επώαση των κυττάρων µε 

10-7 Μ τεστοστερόνη-BSA-FITC, ειδική σύνδεση παρατηρήθηκε στο 50 % του 

πληθυσµού ενός δείγµατος 10.000 κυττάρων (σχήµα-38) συγκρίνοντας πάντα µε τα 

κύτταρα µάρτυρες και τα κύτταρα που επωάστηκαν µε την BSA-FITC για αντίστοιχο 

χρονικό διάστηµα. Με την πάροδο του χρόνου παρατηρήθηκε αύξηση της έντασης 

του φθορισµού µε µέγιστη τιµή τα 30 λεπτά. Επώαση των κυττάρων µε 

τεστοστερόνη-BSA-FITC παρουσία περίσσειας DHT (10-4 Μ) είχε σαν αποτέλεσµα 

µείωση της έντασης το φθορισµού επιβεβαιώνοντας την ειδική σύνδεση της 

τεστοστερόνης. 
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Σχήµα-38. Ανίχνευση των κυττάρων LNCaP στα οποία έχει γίνει δέσµευση της τεστοστερόνης- 
BSA-FITC µε κυτταροµετρία ροής. Τα κύτταρα επωάστηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα 
µε 10-7 Μ τεστοστερόνη-BSA-FITC ή BSA-FITC (για την µη ειδική δέσµεσυση) και αναλύθηκαν στον 
κυτταροµετρητή ροής σε ένα δείγµα 10.000 κυττάρων. Η γραµµή Α δείχνει σε κάθε χρονική στιγµή 
τον πληθυσµό των κυττάρων που φθορίζουν λόγω ειδικής δέσµευσης. 
 
 
Ανίχνευση θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων στην επιφάνεια των κυττάρων 
LNCaP µε µικροσκοπία συνεστίασης 

Τα κύτταρα επωάστηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα για 30 λεπτά 

µε 10-6 Μ τεστοστερόνη-BSA-FITC και BSA-FITC για τον προσδιορισµό της µη 

ειδικής δέσµευσης. Ακολούθησε µορφολογική παρατήρηση µε µικροσκοπία 

συνεστίασης. Όπως φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί η επιφάνεια των κυττάρων 

LNCaP φθορίζει, γεγονός που σηµαίνει δέσµευση της τεστοστερόνης-BSA-FITC.  
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Σχήµα-39. Μορφολογική παρατήρηση των κυττάρων LNCaP στα οποία έχει γίνει δέσµευση της 
τεστοστερόνης-BSA-FITC µε µικροσκοπία συνεστίασης. Τα κύτταρα επωάστηκαν  για 30 λεπτά µε 
10-6 Μ τεστοστερόνη-BSA-FITC ή BSA-FITC (για την µη ειδική δέσµευση) και παρατηρήθηκαν µε 
µικροσκόπιο συνεστίασης.   
 
 
 
Ανίχνευση και µελέτη των ιδιοτήτων των θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων 
µε πειράµατα δέσµευσης σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα των κυττάρων 
LNCaP 
 

Έχοντας ανιχνεύσει ειδικές θέσεις σύνδεσης των ανδρογόνων στην µεµβράνη 

των κυττάρων LNCaP, πραγµατοποιήθηκαν µελέτες δέσµευσης για το περαιτέρω 

χαρακτηρισµό τους. Έγινε αποµόνωση κυτταρικών µεµβρανών και στη συνέχεια 

πειράµατα δέσµευσης (κορεσµού) όπου µεµβρανικά κυτταρικά παρασκευάσµατα 

επωάστηκαν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις ραδιοσηµασµένης τεστοστερόνης, 

κυµαινόµενες από 1 έως 50 nM απουσία ή παρουσία 5 µΜ DHT (µη ειδική 

δέσµευση). Όπως φαίνεται στο σχήµα-40Α παρατηρήθηκε ειδική δέσµευση της [3Η]-

τεστοστερόνης στις µεµβράνες των κυττάρων LNCaP ενώ µετά από κάποια µέγιστη 

οριακή τιµή της ραδιενεργής τεστοστερόνης επέρχεται κορεσµός των θέσεων ειδικής 

δέσµευσης. Μετά από ανάλυση των αποτελεσµάτων κατά Scatchard βρέθηκε ότι η 

συγγένεια δέσµευσής της, είναι αρκετά υψηλή (10,9 ± 0,8 nM ) και ο µέγιστος 

αριθµός των θέσεων σύνδεσης 144,3 ± 11,2 fmoles/mg πρωτείνης, που αντιστοιχεί 

περίπου σε 13.340 θέσεις ανά κύτταρο. 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν µελέτες δέσµευσης δόσης-απόκρισης για 

να διαπιστωθεί η εκλεκτικότητα των µεµβρανικών θέσεων που ανιχνεύθηκαν για τα 

ανδρογόνα. Μεµβρανικά παρασκευάσµατα επωάστηκαν µε 5nM [3Η] τεστοστερόνη 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων DHT (10-12 -10-6 M) ή άλλων στεροειδών 
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ορµονών. Όπως φαίνεται στο σχήµα-40Β η DHT ανέστειλε την ειδική δέσµευση της 

[3Η] τεστοστερόνης µε υψηλή συγγένεια  σε αντίθεση µε την αναστολή που 

παρατηρήθηκε από την προγεστερόνη και την οιστραδιόλη όπου η συγγένεια 

δέσµευσης ήταν χαµηλότερη 100 και 1000 φορές αντίστοιχα, επιβεβαιώνοντας έτσι 

την εκλεκτικότητα των µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης της τεστοστερόνης που 

ανιχνεύθηκαν. 
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Σχήµα-40. Ανίχνευση και µελέτη των φαρµακολογικών ιδιοτήτων των µεµβρανικών θέσεων 
σύνδεσης των ανδρογόνων στα κύτταρα LNCaP. Α. Μελέτες δέσµευσης κορεσµού Μεµβρανικά 
παρασκευάσµατα των κυττάρων LNCaP (2 mg/ml) επωάστηκαν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις  [3Η] 
τεστοστερόνης (1-50nM) απουσία ή παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργής τεστοστερόνης για τον 
προσδιορισµό της µη ειδικής δέσµευσης, στο µικρό σχήµα δίνεται η ανάλυση των αποτελεσµάτων 
κατά Scatchard και Β. Μελέτες δόσης-απόκρισης. Μεµβρανικά παρασκευάσµατα των κυττάρων 
LNCaP (2 mg/ml) επωάστηκαν µε 5nΜ [3Η] τεστοστερόνης παρουσία διαβαθµιζόµενων 
συγκεντράσεων DHT, οιστραδιόλης και προγεστερόνης. 
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Ανίχνευση µόνο του κλασσικού ενδοκυττάριου υποδοχέα των ανδρογόνων µε 

ανοσοϊστοχηµεία 

 

Έχοντας ανιχνεύσει µεµβρανικές θέσεις δέσµευσης των ανδρογόνων στα 

κύτταρα LNCaP µελετήθηκε µε ανοσοϊστοχηµεία η πιθανότητα να πρόκειται για τους 

ίδιους τους κλασσικούς ανδρογονικούς υποδοχείς οι οποίοι βρίσκονται στη 

µεµβράνη. Έτσι χρησιµοποιώντας αντίσωµα κατά του κλασσικού ανδρογονικού 

υποδοχέα έγινε προσπάθεια ανίχνευσης των µεµβρανικών θέσεων στα κύτταρα 

LNCaP. Όπως φαίνεται στο σχήµα-41 το αντίσωµα ανίχνευσε ανδογονικούς 

υποδοχείς κυρίως στον πυρήνα γεγονός που οφείλεται στη µετατόπιση του κλασσικού 

ανδρογονικού υποδοχέα  παρουσία ανδρογόνων. Σε πειράµατα στα οποία δεν 

επετράπη η είσοδος του αντισώµατος στο εσωτερικό του κυττάρου, δεν 

παρατηρήθηκε καµία χρώση στην κυτταρική µεµβράνη, γεγονός που οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι οι µεµβρανικές θέσεις δέσµευσης των ανδρογόνων στα κύτταρα 

LNCaP είναι διαφορετικές από τους ενδοκυττάριους υποδοχείς, τουλάχιστον 

ανοσολογικά. Το παραπάνω εύρηµα συµφωνεί µε µελέτες σχετικές µε την ύπαρξη 

µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των στεροειδών οι οποίες αναφέρουν ότι οι θέσεις 

αυτές είναι διαφορετικές από τους κλασσικούς ανδρογονικούς υποδοχείς (Brann et al. 

1995; Wehling 1997; Grazzini et al. 1998; Nadal et al. 1998; Nemere and Farach-

Carson 1998).        

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          
 
Σχήµα-41. Ανίχνευση του κλασσικού ενδοκυττάριου ανδρογονικού υποδοχέα µε ανοσοϊστοχηµεία. 
Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρες πλάκες Superfrost Plus µονιµοποιήθηκαν µε ακετόνη 
και επωάστηκαν µε αντίσωµα κατά του κλασσικού ανδρογονικού υποδοχέα. Η θέση σύνδεσης του 
αντισώµατος έγινε ορατή µε τη χρήση δευτέρου αντισώµατος συνδεδεµένο µε το ένζυµο αλκαλική 
φωσφατάση και του συστήµατος ανίχνευσης του δευτέρου αντισώµατος (Fast Red). Τα κύτταρα 
παρατηρήθηκαν σε οπτικό µικροσκόπιο σε µεγένθυνση x 400. 



                                                                                                                                Αποτελέσµατα 122 

Ταχεία, µη γενωµική, δράση των ανδρογόνων στην έκκριση του ειδικού προστατικού 

αντιγόνου από τα κύτταρα LNCaP 

 
Έχοντας ανιχνεύσει την ύπαρξη µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των 

ανδρογόνων µελετήθηκε εάν µικρού χρονικού διαστήµατος έκθεση των κυττάρων 

LNCaP στα ανδρογόνα, επηρρεάζει την έκκριση του PSA. Τα κύττταρα επωάστηκαν 

για µικρά χρονικά διαστήµατα (10, 30 και 60 λεπτά) µε 10-7 Μ DHT και ακολούθησε 

προσδιορισµός της συγκέντρωσης του PSA στο θρεπτικό καλλιέργειας. Όπως 

φαίνεται στο σχήµα-42, ακόµη και µόνο 10 λεπτά επώαση των κυττάρων µε την DHT 

είχε ως αποτέλεσµα αύξηση της εκκρινόµενης ποσότητας του PSA σε σύγκριση µε τα 

κύτταρα µάρτυρες. Αντίστοιχα, επώαση των κυττάρων µε διαβαθµιζόµενες 

συγκεντρώσεις τεστοστερόνη-BSA, ένα ανάλογο το οποίο δεν µπορεί να διασχίσει 

την κυτταρική µεµβράνη, είχε ως αποτέλεσµα δοσοεξαρτώµενη επαγωγή της 

έκκρισης του PSA (σχήµα-41), υποδηλώνοντας µία µεµβρανική δράση των 

ανδρογόνων. Η δράση αυτή ήταν δοσοεξαρτώµενη (σχήµα-42Β). 
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Β.

Σχήµα-42 Ταχεία επίδραση των ανδρογόνων στην έκκριση του ειδικού προστατικού αντιγόνου 
(PSA). Α. Επίδραση της DHT και της τεστοστερόνης-BSA για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα. 
Τα κύτταρα επωάστηακν µε 10-7 Μ DHT ή τεστοστερόνη-BSA σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 
διαφορετικά χρονικά διαστήµατα Β. ∆οσοεξαρτώµενη δράση της DHT και της τεστοστερόνης-BSA 
για 30 λεπτά. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις DHT ή τεστοστερόνη-BSA 
σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 30 λεπτά. Στη συνέχεια έγινε προσδιορισµός της συγκέντρωσης του 
PSA στο θρεπτικό υλικό και αναγωγή της στον αριθµό των κυττάρων. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται 
ως ποσοστά επί των κυττάρων µαρτύρων και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων εις τριπλούν. 
 
 
 

Τα αποτελέσµατα ήταν παρόµοια και όταν στη θέση της DHT 

χρησιµοποιήθηκε τεστοστερόνη συνδεδεµένη µε BSA. H BSA καθιστά ανίκανη την 

τεστοστερόνη να διαπερνά την κυτταρική µεµβράνη. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει 

ότι η ταχεία επίδραση των ανδρογόνων στην έκκριση του PSA δεν περιλαµβάνει την 

είσοδο της DHT µέσα στα κύτταρα και τη σύνδεση της στους ενδοκυττάριους 

υποδοχείς. 

  Συµπερασµατικά λοιπόν τα ανδρογόνα παρουσιάζουν ταχεία 

χρονοεξαρτώµενη και δοσοαεξαρτώµενη επίδραση στην έκκριση του PSA, 

υποδεικνύωντας ένα µη γενωµικό τρόπο δράσης ο οποίος δεν προϋποθέτει την είσοδό 

τους στο εσωτερικό του κυττάρου. 
 
 
 
Μελέτη της ταχείας επίδρασης των ανδρογόνων στον κυτταροσκελετό των κυττάρων 

LNCaP 
 
Επίδραση της κυτοχαλασίνης στην ταχέως επαγώµενη έκκριση του ειδικού 
προστατικού αντιγόνου από τα ανδρογόνα, στα κύτταρα LNCaP 
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  Το ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA) είναι µία σερίνη-πρωτεάση και 

ενδοκυττάρια αποθηκεύεται σε κυστίδια (Bilhartz et al. 1991). Στην έκκριση του 

συµµετέχει ο κυτταροσκελετός και φυσικά επηρρεάζεται από παράγοντες που 

αλλάζουν το κυτταροσκελετό. Για να ελεχθεί αν στην µεµβρανική επαγωγή της 

έκκρισης του PSA από τα ανδρογόνα στα κύτταρα LNCaP, εµπλέκεται ο 

κυτταροσκελετός χρησιµοποιήθηκε η κυτοχαλασίνη Β, που προκαλεί εξειδικευµένα 

αποπολυµερισµό της ινιδιακής ακτίνης και αναστέλλλει τη συγκρότηση του 

µικροϊνιδιακού πλέγµατος (MacLean-Fletcher and Pollard 1980). Όπως φαίνεται στο 

σχήµα-43 προ-επώαση των κυττάρων µε 10-6 Μ κυτοχαλασίνη Β είχε ως αποτέλεσµα 

την ελάττωση της έκκρισης του PSA από τα κύτταρα µάρτυρες ενώ ανέστειλε 

πλήρως την επαγωγή της έκκρισης του στα κύτταρα που επωάστηκαν µε 10-7 Μ 

DHT. Η αναστολή αυτή υποδεικνύει εµπλοκή του κυτταροσκελετού της ακτίνης στη 

µεµβρανική δράση της τεστοστερόνης. Παρόµοια ήταν και τα αποτελέσµατα όταν 

αντί της DHT χρησιµοποιήθηκε η τεστοστερόνη-BSA.  
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Σχήµα-43. Επίδραση της κυτοχαλασίνης Β στην ταχέως επαγώµενη έκκρισης του ειδικού 
προστατικού αντιγόνου (PSA) από τα αδρογόνα στα κύτταρα LNCaP. Τα κύτταρα προ-
επωάστηκαν µε κυτοχαλασίνη Β για 30 λεπτά και στη συνέχεια επωάστηκαν µε ή χωρίς 10-7 Μ  DHT 
για άλλα 30 λεπτά. Στη συνέχεια έγινε προσδιορισµός της συγκέντρωσης του PSA στο θρεπτικό 
καλλιέργειας και αναγωγή της στον αριθµό των κυττάρων. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ποσοστά 
επί των κυττάρων µαρτύρων και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων εις τριπλούν. 
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Επίδραση των ανδρογόνων στη δυναµική ισορροπία µεταξύ µονοµερούς και 
πολυµερούς ακτίνης 
 

Για την περαιτέρω ανάλυση της αλληλεπίδρασης των µεµβρανικών θέσεων 

σύνδεσης της τεστοστερόνης και του κυτταροσκελετού διερευνήθηκε η πιθανή 

επίδραση της τεστοστερόνης στη δυναµική ισορροπία ανάµεσα στη µονοµερή (G) και 

πολυµερή (F) ακτίνη. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 10 λεπτά µε 10-7 Μ DHT και στη 

συνέχεια έγινε ποσοτικός προσδιορισµός των επιπέδων της µονοµερούς (G) και της 

πολυµερούς (F) ακτίνης µε τη µέθοδο ανοσοαποτύπωσης στο διαλυτό στο Triton 

κλάσµα των κυτταρικών πρωτεϊνών και στο µη διαλυτό αντίστοιχα. Όπως φαίνεται 

στο σχήµα-44 ο λόγος της πολυµερούς προς την µονοµερή ακτίνη (G/F) µετα από 10 

λεπτά επίδραση µε DHT ελαττώθηκε σε 0,6 από 1,08 που ήταν στα κύτταρα 

µάρτυρες. Η µείωση του λόγου G/F της ακτίνης υποδεικνύει αύξηση της πολυµερούς 

ακτίνης. Η αύξηση αυτή σηµαίνει ότι DHT προκαλεί αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετικού πλέγµατος της ακτίνης η οποία πιθανώς πραγµατοποιείται µέσω 

των εξειδικευµένων θέσεων πρόσδεσης των ανδρογόνων. 
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Σχήµα-44.  Τροποποίηση της µονοµερούς (G) και πολυµερούς ακτίνης (F) 
ακτίνης στα κύτταρα LNCaP µετά από µικρού χρονικού διαστήµατος έκθεση σε 
DHT. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 10 λεπτά µε 10-7 Μ DHT σε θρεπτικό υλικό χωρίς 
ορό. Η διαλυτή και η µη διαλυτή στο Triton ακτίνη προσδιορίσθηκε µε 
ανοσοαποτύπωση ( Υλικά και Μέθοδοι 12). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο 
λόγος µονοµερούς προς πολυµερή ακτίνη και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± 
τυπικό σφάλµα δύο ανεξάρτητων πειραµάτων εις διπλούν. 
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Μορφολογική µελέτη της επίδρασης των ανδρογόνων στην οργάνωση των 
ινιδίων ακτίνης 

Τα παραπάνω ποσοτικά αποτελέσµατα που αφορούν τη ταχεία µεταβολή του 

πολυµερισµού της ακτίνης στα κύτταρα LNCaP που προκαλείται από τα ανδρογόνα 

παρατηρήθηκαν και µε εφαρµογή µικροσκοπίας συνεστίασης. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

B. A. 

 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα-45. Εικόνα των µικροϊνιδίων της ακτίνης των κυττάρων LNCaP µε µικροσκοπία 
συνεστίασης µετά από χρώση ροδαµίνης-φαλοϊδίνης. Α. Κύτταρα µάρτυρες  Β. Κύτταρα που 
επωάστηκαν  µε 10-7 Μ DHT για 10 λεπτά. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες. Στη 
συνέχεια µονιµοποιήθηκαν και  τα µικροϊνίδια της ακτίνης βάφτηκαν µε ροδαµίνη-φαλοϊδίνη (Υλικά 
και Μέθοδοι 11). Παρατηρήθηκαν µε µικροσκόπιο συνεστίασης σε µεγέθυνση x100. 
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Η άµεση δράση των ανδρογόνων στην επαναδιοργάνωση των µικροϊνιδίων 

της ακτίνης στα κύτταρα LNCaP µελετήθηκε µε µικροσκοπία συνεστίασης, µετά από 

επώαση των κυττάρων µε 10-7 Μ DHT για 10 λεπτά και εφαρµογή άµεσου 

ανοσοφθορισµού µε τη χρήση ροδαµίνης-φαλλοϊδίνης. Η µέθοδος επιτρέπει την 

παρατήρηση µόνο της πολυµερούς ακτίνης γιατί βασίζεται στην ειδική σύνδεση της 

φαλλοϊδίνης µετα µικροϊινίδια της πολυµερούς ακτίνης (Faulstich et al. 1983) µε 

ταυτόχρονο φθορισµό της ροδαµίνης. Όπως φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί η 

επίδραση µε DHT έχει ως αποτέλεσµα την αναδιοργάνωση των ινιδίων ακτίνης κάτω 

από την κυτταρική µεµβράνη. Η παρατήρηση αυτή συµβαδίζει µε ταχεία δράση της 

DHT στην έκκριση του PSA. 

 

 

Επίδραση των οπιοειδών, στην ταχέως επαγώµενη από τα ανδρογόνα, έκκριση 

του ειδικού προστατικού αντιγόνου (PSA) από κύτταρα LNCaP 

 

Λαµβάνοντας υπόψιν αποτελέσµατα που περιγράφηκαν σε προηγούµενες 

ενότητες, όπως ότι µετά από επίδραση µικρού χρονικού διαστήµατος τα ανδρογόνα 

επάγουν την έκκριση του PSA από τα κύτταρα LNCaP, καθώς και ότι η EKC 

ανέστειλε την έκκριση του PSA µετά από επίδραση σε µεγάλους χρόνους (Βλέπε 

σχήµα 37), κρίθηκε σκόπιµο να µελετηθεί πιθανή δράση της και σε µικρά χρονικά 

διαστήµατα. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε 10-7 Μ DHT απουσία ή παρουσία 10-6 EKC 

για διάφορα χρονικά διαστήµατα (10, 30 και 60 λεπτά). Όπως φαίνεται στο σχήµα-46 

η EKC ανέστειλε την επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση του PSA. Η µέγιστη 

αναστολή παρατηρήθηκε στα 60 λεπτά ενώ θα πρέπει επίσης να σηµειωθεί ότι 

επώαση των κυττάρων µόνο µε EKC δεν επηρέαζε την έκκριση του PSA. 
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Σχήµα-46. Ταχεία επίδραση των οπιοειδών στην επαγώµενη από τα ανδρογόνα 
έκκριση του ειδικού προστατικού αντιγόνου (PSA). Τα κύτταρα επωάστηακν µε 
10-7 Μ DHT απουσία ή παρουσία 10-6 Μ EKC σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 
διαφορετικά χρονικά διαστήµατα και στη συνέχεια έγινε προσδιορισµός της 
συγκέντρωσης του PSA στο θρεπτικό υλικό και αναγωγή της στον αριθµό των 
κυττάρων. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ποσοστά επί των κυττάρων µαρτύρων 
και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 
εις τριπλούν. 
 

 

Μελέτη της επίδρασης των οπιοειδών στις επαγώµενες από τα ανδρογόνα 

αλλαγές στον κυτταροσκελετό στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου (LNCaP) 
  
 Τα ανωτέρω αποτελέσµατα έδειξαν ότι η επαγώµενη από τα ανδρογόνα 

έκκριση του PSA αναστέλοταν όταν τα κύτταρα είχαν προεπωαστεί µε κυτοχαλασίνη 

η οποία επηρρεάζει το µικροϊνιδιακό πλέγµα της ακτίνης υποδηλώνοντας εµπλοκή 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης στη µεµβρανική δράση της τεστοστερόνης. 

Επώαση των κυττάρων µε DHT παρουσία 10-6 EKC για 30 λεπτά είχε ως αποτέλεσµα 

αναστολή της έκκρισης του PSA (σχήµα-47) παρόµοια µε την αναστολή που 

παρατηρήθηκε όταν τα κύτταρα είχαν προεπωαστεί µε την κυτοχαλασίνη. Άρα, η 

ανασταλτική δράση της EKC στην έκκριση του PSA πιθανώς οφείλεται στη δράση 

της στον κυτταροσκελετό.  
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Σχήµα-47. Επίδραση της EKC στην ταχέως επαγώµενη έκκρισης του ειδικού προστατικού 
αντιγόνου (PSA) από τααδρογόνα στα κύτταρα LNCaP. Τα κύτταρα είτε προ-επωάστηκαν µε 
κυτοχαλασίνη Β για 30 λεπτά και στη συνέχεια επωάστηκαν µε ή χωρίς 10-7 Μ DHT για άλλα 30 
λεπτά είτε επωάστηκαν µε 10-7 Μ DHT απουσία ή παρουσία 10-6 EKC για 30 λεπτά. Στη συνέχεια 
έγινε προσδιορισµός της συγκέντρωσης του PSA στο θρεπτικό καλλιέργειας και αναγωγή της στον 
αριθµό των κυττάρων. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ποσοστά επί των κυττάρων µαρτύρων και 
αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα τριών ανεξάρτητων πειραµάτων εις τριπλούν. 
 
 
 
 

Για την επιβεβαίωση του παραπάνω ευρήµατος µελετήθηκε η επίδραση της 

EKC στον πολυµερισµό της ακτίνης που προκαλείται από τα ανδρογόνα. Ο λόγος της 

G/F της ακτίνης σε κύτταρα που επωάστηκαν µε DHT παρουσία EKC 

επαναφέρονταν στα επίπεδα των κυττάρων µαρτύρων (σχήµα-48). 
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Σχήµα-48.  Επαναφορά της µονοµερούς (G) και πολυµερούς ακτίνης (F) ακτίνης στα επίπεδα των 
κυττάρων µαρτύρων µετά από µικρού χρονικού διαστήµατος έκθεση σε DHT παρουσία EKC. Τα 
κύτταρα επωάστηκαν για 10 λεπτά µε 10-7 Μ DHT απουσία ή παρουσία 10-6 EKC σε θρεπτικό υλικό 
χωρίς ορό. Η διαλυτή και η µη διαλυτή στο Triton ακτίνη προσδιορίσθηκε µε ανοσοαποτύπωση ( 
Υλικά και Μέθοδοι 10). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο λόγος µονοµερούς προς πολυµερή ακτίνη 
και αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα δύο ανεξάρτητων πειραµάτων εις διπλούν. 
 
  

 

 

Ανάλογα ήταν και τα αποτελέσµατα µε µορφολογική παρατήρηση σε 

µικροσκόπιο συνεστίασης των ινιδίων της ακτίνης µετά από χρώση ροδαµίνης 

φαλοϊδίνης σε κύτταρα στα οποία είχε γίνει δεκάλεπτη επίδραση µε DHT παρουσία 

EKC (σχήµα-49). Επιπλέον, ο οπιοειδής ανταγωνιστής διπρενορφίνη δεν παρουσίαζε 

καµµία επίδραση. 
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Σχήµα-49. Εικόνα των µικροϊνιδίων της ακτίνης των κυττάρων LNCaP µε µικροσκοπία 
συνεστίασης µετά από χρώση ροδαµίνης-φαλοϊδίνης. Α. Κύτταρα µάρτυρες Β. Κύτταρα που 
επωάστηκαν  µε 10-7 Μ DHT για 10 λεπτά παρουσία 10-6 Μ EKC Γ. Κύτταρα που επωάστηκαν µε 
διπρενορφίνη 10-5Μ ∆. Κύτταρα που επωάστηκαν µε EKC 10-6 Μ παρουσία διπρενορφίνης 10-

5Μ. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες. Στη συνέχεια µονιµοποιήθηκαν και τα µικροινίδια 
της ακτίνης βάφτηκαν µε ροδαµίνη-φαλοϊδίνη (Υλικά και Μέθοδοι 11). Παρατηρήθηκαν µε 
µικροσκόπιο συνεστίασης σε µεγέθυνση x100. 
 
 
 
 
Μελέτη της πιθανής επίδρασης των οπιοειδών στις µεµβρανικές θέσεις σύνδεσης 

των ανδρογόνων που φέρουν τα κύτταρα LNCaP 

 

 Όπως προκύπτει από τα παραπάνω αποτελέσµατα η ταχέως επαγώµενη από τα 

ανδρογόνα έκκριση του PSA πραγµατοποιείται µέσω θέσεων που ανιχνεύθηκαν στη 

µεµβράνη των κυττάρων LNCaP. Η ελάττωσή της του επαγώµενου από τα ανδρογόνα 

PSA παρουσία EKC αποτελεί ένδειξη για πιθανή αλληλεπίδραση οπιοειδών και 

ανδρογονικών υποδοχέων. 

 Κύτταρα LNCaP επωάστηκαν για διάφορα χρονικά διαστήµατα (24, 48 και 96 

ώρες) µε 10-6 EKC και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση των µεµβρανών 
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τους και ανίχνευση των µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης µε µελέτες δέσµευσης-

κορεσµού. Στα κύτταρα που επωάστηκαν µε EKC για 96 ώρες βρέθηκε ότι ο αριθµός 

των υποδοχέων ήταν µικρότερος (85± 5,2 fmoles/mg πρωτεΐνης) ενώ η χηµική 

συγγένεια παρέµεινε η ίδια (σχήµα-50). 
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Σχήµα-50. Ανίχνευση και µελέτη των φαρµακολογικών ιδιοτήτων των µεµβρανικών θέσεων 
σύνδεσης των ανδρογόνων στα κύτταρα LNCaP µετά από επίδραση 96 ωρών µε EKC. Μελέτες 
δέσµευσης κορεσµού Μεµβρανικά παρασκευάσµατα των κυττάρων LNCaP (2 mg/ml) τα οποία 
προηγουµένως είχαν καλλιεργηθεί για 96 ώρες παρουσία 10-6 EKC, επωάστηκαν µε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις [3Η] τεστοστερόνης (1-50nM) απουσία ή παρουσία 5µΜ µη ραδιενεργής 
τεστοστερόνης για τον προσδιορισµό της µη ειδικής δέσµευσης. H ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε 
κατά Scatchard  
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 Ο σκοπός της παρούσης µελέτης ήταν η διερεύνηση του ρόλου του 

οπιεργικού συστήµατος στην ανάπτυξη και τον έλεγχο των νεοπλασµατικών όγκων 

του προστάτου. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν 3 ανθρώπινες καρκινικές 

κυτταρικές σειρές προστάτου µε διαφορετικό βαθµό διαφοροποίησης έτσι ώστε να  

αντιπροσωπεύουν τα διάφορα στάδια προστατικού καρκίνου: Η κυτταρική σειρά 

LNCaP είναι αυτή µε το µέγιστο βαθµό διαφοροποίησης (Horoszewicz et al. 1983), 

εκφράζει ενεργούς ανδρογονικούς υποδοχείς και ανταποκρίνεται στη δράση των 

ανδρογόνων. Αντιπροσωπεύει έτσι ένα πρώιµο στάδιο προστατικού καρκίνου, όπου 

τα καρκινικά κύτταρα ανταποκρίνονται στη θεραπεία στέρησης των ανδρογόνων. Η 

κυτταρική σειρά PC3, φέρει ανδρογονικούς υποδοχείς οι οποίοι όµως, λόγω 

µετάλλαξης, δεν είναι λειτουργικοί (Yuan et al. 1993) µε αποτέλεσµα τα κύτταρα να 

µην ανταποκρίνονται στα ανδρογόνα και τέλος η κυτταρική σειρά DU-145 η οποία 

δεν φέρει ανδρογονικούς υποδοχείς (Tilley et al. 1990). Οι δύο αυτές ορµονοάντοχες 

κυτταρικές σειρές αντιπροσωπεύουν προχωρηµένα στάδια της νόσου, όπου τα 

κύτταρα δεν ανταποκρίνονται στην ορµονοθεραπεία. 

 

 

Επίδραση των οπιοειδών στο ρυθµό πολλαπλασιασµού καρκινικών κυττάρων 
προστάτου 

 
 Είναι γνωστό ότι τα οπιοειδή επηρεάζουν το ρυθµό πολλαπλασιασµού 

διαφόρων κυττάρων. Η δράση τους στις περισσότερες περιπτώσεις είναι 

κατασταλτική όπως στα φυσιολογικά κύτταρα γλοίας ποντικού (Stiene-Martin and 

Hauser 1990; Stiene-Martin et al. 1991), εµβρυικών κυττάρων γλοίας (Zagon and 

McLaughlin 1991) εµβρυικών κυττάρων αµφιβληστροειδούς (Isayama and Zagon 

1991) καθώς και πολλών νεοπλασµατικών κυττάρων. Έτσι, κατασταλτική δράση των 

οπιοειδών έχει παρατηρηθεί σε κύτταρα S20Y νευροβλαστώµατος ποντικού (Zagon 

and McLaughlin 1989) ανθρώπινα KF κύτταρα ωοθηκών (Kikuchi et al. 1987; 

Kikuchi et al. 1989) ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα µαστού (Hatzoglou et al. 1996) 

κύτταρα φαιοχρωµοκυτώµατος ποντικού (Venihaki et al. 1996), καρκινικά κύτταρα 

πνεύµονα (Maneckjee et al. 1990; Maneckjee and Minna 1990; Maneckjee and Minna 

1992), ενδοµητρίου (Hatzoglou et al. 1995) και νεφρών (Hatzoglou et al. 1996). Όσον 

αφορά τον προστάτη ο οπιοειδής αγωνιστής βρεµαζοσίνη έχει βρεθεί ότι αναστέλλει 

την ανάπτυξη του µετασχευόµενου όγκου Dunning R3327H (Reubi 1985).  
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Όπως είναι γνωστό, να για τεκµηριωθεί οπιοειδής δράση η οποία 

πραγµατοποιείται µέσω ειδικών υποδοχέων τρια κριτήρια πρέπει να εκπληρώνονται: 

Πρώτον η δράση τους να είναι δοσοεξαρτώµενη, δεύτερον να είναι αναστρέψιµη 

παρουσία ειδικού ανταγωνιστή και τρίτον να µπορούν να ανιχνευθούν ειδικοί 

υποδοχείς στην κυτταρική µεµβράνη.   

Στη µελέτη µας ερευνήθηκε η πιθανή επίδραση των οπιοειδών στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων προστάτου. Χρησιµοποιήθηκαν έξι 

διαφορετικοί οπιοειδείς αγωνιστές οι οποίοι καλύπτουν το σύνολο των διαφορετικών 

υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων µέσω των οποίων πραγµατοποιείται κυρίως η 

δράση τους (βλέπε Υλικά-Μέθοδοι 4Α). Συνολικά, η δράση των οπιοειδών ήταν 

διαφορετική σε κάθε κυτταρική σειρά σε σχέση µε τη ύπαρξη και τη χηµική 

συγγένεια τους για τις θέσεις σύνδεσης τους. Παρόλα αυτά και στις τρείς καρκινικές 

κυτταρικές σειρές παρατηρήθηκε δοσοεξαρτώµενη αναστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις, παρατηρήθηκε δράση σε πολύ 

χαµηλές συγκεντρώσεις. Πιο συγκεκριµένα, στις κυτταρικές σειρές DU-145 και 

LNCaP η δράση  όλων των οπιοειδών που µελετήθηκε ήταν κατασταλτική, µε την 

EKC να παρουσιάζει το µέγιστο ποσοστό καταστολής 76% και 72% αντίστοιχα 

(Σχήµατα-10,12). Στην κυτταρική σειρά PC3 (σχήµα-11) το ανάλογο της Leu5-

ενκεφαλίνης DSLET δεν είχε καµία δράση ενώ το µέγιστο ποσοστό καταστολής 

παρουσίαζε η ετορφίνη µε 44% και IC50 0,034 nM (Πίνακας ΙΙΙ).  

 Όπως προαναφέρθηκε, ένας τρόπος τεκµηριώσεως της οπιοειδούς δράσεως 

είναι η αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού παρουσία περίσσειας 

ανταγωνιστών. Στη παρούσα µελέτη  χρησιµοποιήθηκε ο γενικός οπιοειδής 

ανταγωνιστής διπρενορφίνη. Στη περίπτωση των τριών καρκινικών κυτταρικών 

σειρών του προστάτου η διπρενορφίνη είχε δύο διαφορετικά αποτελέσµατα. Σε 

κάποιες περιπτώσεις όπως σε αυτή των κυττάρων DU-145 και PC3  ανέστειλε τη 

δράση των οπιοειδών άλλοτε σχεδόν πλήρως άλλοτε µερικώς που σηµαίνει ότι η 

δράση τους πραγµατοποιείται µέσω ειδικών θέσεων δέσµευσης, ενώ στην κυτταρική 

σειρά LNCaP είτε δεν επηρέαζε καθόλου τη δράση τους, είτε όπως στις περισσότερες 

περιπτώσεις, την ενίσχυε (Βλέπε σχήµα-12). Η τελευταία δράση της διπρενορφίνης 

υποδηλώνει ότι η δράση τους πιθανώς πραγµατοποιείται µέσω άλλων υποδοχέων από 

αυτούς των οπιοειδών όπου αγωνιστές και ανταγωνιστές µπορούν να δεσµευτούν. 

Πράγµατι σε καρκινικά κύτταρα µαστού και νεφρών έχει βρεθεί η δράση των 

οπιοειδών και πιο συγκεκριµένα της µορφίνης, µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω 

υποδοχέων σωµατοστατίνης (Hatzoglou et al. 1995a; Hatzoglou et al. 1996b). Τέλος, 
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υπάρχουν αναφορές ότι οι οπιοειδείς ανταγωνιστές µπορεί να έχουν από µόνοι τους 

κατασταλτική δράση στον ρυθµό πολλαπλασιασµού όγκων ή καρκινικών κυττάρων 

(Aylsworth et al. 1979; Zagon and McLaughlin 1981; Zagon and McLaughlin 1983; 

Kikuchi et al. 1987b). 

Όσον αφορά τώρα, την ύπαρξη οπιοειδών υποδοχέων στις κυτταρικές σειρές 

που µελετήθηκαν, στις περισσότερες περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς 

(πίνακας ΙΙΙ) η χηµική συγγένεια των οποίων είναι συγκρίσιµη µε τις συγκεντρώσεις 

στις οποίες παρατηρείται καταστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού από τα 

οπιοειδή.  Πιο συγκεκριµένα, στη κυτταρική σειρά DU-145 ανιχνεύθηκαν µ,  κ1 και 

κ3 οπιοειδείς υποδοχείς ενώ δεν ανιχνεύθηκαν δ και  κ2. Τα αποτελέσµατα αυτά 

εξηγούν την κατασταλτική, κατά δοσοεξαρτώµενο και αναστρέψιµο τρόπο, δράση 

των οπιοειδών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό τους, εκτός από τη περίπτωση του 

DSLET το οποίο έχει δράση στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό ενώ δεν ανιχνεύθηκαν 

δ οπιοειδείς υποδοχείς. Στην κυτταρική σειρά PC3 ανιχνεύθηκαν υποδοχείς µ και κ1 

εξηγώντας επίσης την αναστρέψιµη δράση των οπιοειδών ενώ το DSLET σε  αυτήν 

την περίπτωση δεν παρουσίαζε καµµία δράση. Τέλος στα κύτταρα LNCaP δεν 

ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς γεγονός που έρχεται σε συµφωνία  µε τη δράση 

των οπιοειδών  στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό παρουσία διπρενορφίνης,  η οποία 

είτε δεν ανέστειλλε  την δράση τους είτε την ενίσχυε.  

Σηµαντικό επίσης εύρηµα, ήταν το γεγονός ότι για να γίνει η ανίχνευση των 

υποδοχέων (πίνακας VI) χρειάστηκε να πραγµατοποιηθεί οξινοποίηση των κυττάρων, 

διαδικασία η οποία απoµακρύνει ενδογενώς παραγόµενους αγωνιστές επιτρέποντας 

την ανίχνευση του συνολικού αριθµού των υποδοχέων, και υποδηλώνοντας πιθανή 

αυτόλογη έκκριση οπιοειδών από τα καρκινικά κύτταρα. Εν όψει όµως της γνωστής 

αποπτωτικής δράσεως των οπιοειδών και της ανιχνεύσεως της ρεσεπτορφίνης, όπως 

θα αναλυθεί κατωτέρω, η οξινοποίηση πιθανώς αποµακρύνει την τελευταία από τους 

οπιοειδείς υποδοχείς της κυτταρικής επιφανείας. 

  

Τα τελευταία χρόνια εκτός από τα αλκαλοειδή οπιοειδή υπάρχουν αναφορές 

ότι πεπτίδια προερχόµενα από τις α (Loukas et al. 1983; Zioudrou et al. 1979) και β 

(Teschemacher et al. 1997;Teschemacher and Coch 1991) καζεΐνες του αγελαδινού 

γάλακτος καθώς και την ανθρώπινη β καζεΐνη (Brantl 1984) αναστέλλουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Hatzoglou et al. 1996α; Hatzoglou et al. 1996). Στον 

προστάτη µελετήθηκε η δράση της α καζεΐνης 90-95, της α καζεΐνης 90-96, της β 

καζοµορφίνης και της β καζοµορφίνης 1-5.  Η δράση τους  ήταν διαφορετική µεταξύ 
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των τριών κυτταρικών σειρών και στην πλειοψηφία τους ανέστειλαν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Στη κυτταρική σειρά DU-145 

(Σχήµα-14) τη µέγιστη δράση παρουσίασε η β-καζοµορφίνη, η δράση της οποίας σε 

συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από 10-6 αναστελλόταν πλήρως παρουσία διπρενορφίνης. 

Στα κύτταρα LNCaP και PC3 τη µέγιστη δράση παρουσίασε η α καζεΐνη 90-95 µε 

ποσοστά 59% και 47% αντίστοιχα (Σχήµατα-15,16, Πίνακας IV). Συγκριτικά, η 

δράση των καζοµορφινών στην κυτταρική σειρά PC3 ήταν η µικρότερη,  αφού 

κάποιες από αυτές δεν είχαν καµία δράση, για παράδειγµα η α καζεΐνη 90-96. Τα  

παραπάνω αποτελέσµατα είναι σε συµφωνία µε το είδος των υποτύπων των 

οπιοειδών υποδοχέων που ανιχνεύθηκαν σε κάθε κυτταρική σειρά και τους υποδοχείς 

στους οποίους έχει βρεθεί ότι δεσµεύονται  οι καζοµορφίνες (Hatzoglou et al. 1996a; 

Hatzoglou et al. 1996c).  

 Τα τελευταία χρόνια, µετά την ανακάλυψη της σηµαντικής οπιοειδούς 

δράσεως που παρουσιάζουν οι καζοµορφίνες έχει γίνει προσπάθεια σύνθεσης 

διαφόρων αναλόγων τους έτσι ώστε να µην είναι επιρρεπή σε ενζυµατική διάσπαση 

και παράλληλα  να ενισχυθεί και η δράση τους.  Έτσι, µελετήθηκε και η δράση τριών 

αναλόγων της β καζοµορφίνης 1-5 στην αλληλουχία της οποίας (Tyr-Pro-Phe-Pro  

gly) έχει προστεθεί µία πλευρική οµάδα στη θέση 2 ή 3. Αποτέλεσµα της προσθήκης 

ήταν και τα τρία ανάλογα να παρουσιάζουν αυξηµένη σταθερότητα στο πλάσµα ενώ 

όσον αφορά την οπιοειδή δράση τους η β καζοµορφίνη 1-5 [Pro2Ψ (CH2-NH)] έχει 

δράση ανταγωνιστή µε την β καζοµορφίνη 1-5 [Phe3Ψ (CH2-NH)] και τη β 

καζοµορφίνη 1-5 [Pro2Ψ (CHOH-CH2-NH)] να παραµείνουν αγωνιστές όπως και η β 

καζοµορφίνη 1-5. Σχετικά µε την ικανότητα δέσµευσής τους στους οπιοειδείς 

υποδοχείς µελέτες αναφέρουν ότι η προσθήκη είχε ως αποτέλεσµα την ενίσχυση της 

δέσµευσής τους, στους µι οπιοειδείς υποδοχείς (Delaet et al. 1992). Στον προστάτη η 

δράση των τριών αναλόγων µελετήθηκε στην κυτταρική σειρά DU-145 η οποία φέρει 

και τους περισσότερους οπιοειδείς υποδοχείς. Βρέθηκε ότι σε αντίθεση µε τις 

προηγούµενες µελέτες, η παρουσία της πλευρικής οµάδας, ελάττωσε την ικανότητα 

δέσµευσής τους στους µι οπιοειδείς υποδοχείς, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις ενίσχυε 

την δέσµευσή τους στους κάππα υποδοχείς (Σχήµα-19). Η δράση των δύο αναλόγων-

αγωνιστών στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό παρέµεινε ανασταλτική κατά 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο και ήταν πιο έντονη από αυτή της β καζοµορφίνης 1-5 κατά 

ένα εκατοµµύριο φορές τουλάχιστον, γεγονός που πιθανώς οφείλεται στην αύξηση 

της συγγένειας µε την οποία δεσµεύονται  στους κάππα υποδοχείς (Πίνακας-IX). 
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 Συγκρίνοντας τη δράση των καζοµορφινών µε αυτή των αλκαλοειδών 

οπιοειδών είναι φανερό ότι η δράση τους είναι λιγότερη έντονη, γεγονός που µπορεί 

να οφείλεται σε πιθανή διάσπαση των πεπτιδίων  στο θρεπτικό υλικό καλλιέργειας, 

στο ότι ενδογενή οπιοειδή ή η ρεσεπτορφίνη σκεπάζουν τις θέσεις δέσµευσής τους 

ενώ θα µπορούσε επίσης να οφείλεται και στη χαµηλή συγγένεια δέσµευσής τους, 

κάτι το οποίο δεν ισχύει, δεδοµένου ότι η δράση τους στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό πραγµατοποιείται σε χαµηλές συγκεντρώσεις. 

 

 

Προέλευση των οπιοειδών στον προστάτη 
 

Όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενη ενότητα ο καρκίνος του προστάτου 

ιστολογικά είναι πολύ πιο συχνός, αλλά µόλις το  1-2 % αυτών θα εξελιχθούν σε 

κλινική νόσο (Carter et al. 1990a; Carter and Coffey 1990b; Boring et al. 1991). 

Εξήγηση του φαινοµένου αυτού δεν είναι δυνατή ακόµη ούτε και σήµερα. 

Πιθανολογείται βέβαια, και είναι η πιο αποδεκτή εξήγηση,  ότι οφείλεται στο γεγονός 

πως παράγοντες που υπάρχουν στον προστάτη επηρεάζουν την ανάπτυξη και τον 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων (Carter et al. 1990c) όπως για 

παράδειγµα η παρουσία διαφόρων νευροπεπτιδίων (Gkonos et al. 1995; Noordzij et 

al. 1995). Τα νευροπεπτίδια πιστεύεται ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο στον λειτουργικό 

έλεγχο του µικροπεριβάλλοντος του φυσιολογικού προστατικού ιστού. Για 

παράδειγµα, νευροπεπτίδια στις νευρικές απολήξεις επηρρεάζουν την σύνθεση και 

την έκκκριση των εκκριτικών προιόντων του προστάτου ενώ επηρεάζουν την 

ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση των κυττάρων του. Μία πληθώρα νευροπεπτιδίων 

έχουν ανιχνευθεί στον προστάτη όπως η σωµατοστατίνη, το νευροπεπτίδιο Υ 

(Juarranz et al. 2001), το αγγειοδραστικό εντερικό πεπτίδιο, η πρωτεΐνη σχετιζόµενη 

µε την παραθυροειδική ορµόνη, ο εκλυτικός παράγοντας της γαστρίνης και η ουσία P 

(Gu et al. 1983; Gkonos et al. 1995). Σηµαντική πηγή νευροπεπτιδίων στον προστάτη 

αποτελούν τα νευροενδοκρινή κύτταρα, ο ρόλος των οποίων δεν είναι ξεκάθαρος. 

Παρ’ολ’αυτά, υπάρχουν στοιχεία ότι επηρρεάζουν των πολλαπλασιασµό των 

κυττάρων (Gkonos et al. 1995). Ο πληθυσµός των νευροενδοκρινικών κυττάρων στο 

φυσιολογικό προστάτη είναι πάρα πολύ µικρός, υπάρχουν όµως και στον εµβρυικό 

προστάτη και µάλιστα από την 13η εβδοµάδα κύησης. Η εµφάνισή τους πιθανώς 

οφείλεται στο γεγονός ότι σχετίζονται µε την ωρίµανση του προστατικού αδένα και 

λειτουργούν παρακρινικά στην εκκριτική διαφοροποίηση των εξωκρινών 

επιθηλιακών κυττάρων του προστάτου (Xue et al. 2000). Ο αριθµός τους αυξάνει στο 
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προστατικό καρκίνωµα και σχετίζεται µε την εξέλιξη της νόσου σε ορµονοαντοχή 

(Cox et al. 1999).  

 Για τα οπιοειδή ειδικότερα, τα στοιχεία που υπάρχουν είναι κάπως 

αντιφατικά. Σε τοµές ανθρώπινου προστάτη δεν παρατηρήθηκε ανοσoδραστικότητα 

για την εγκεφαλίνη (Gu et al. 1983). Οι Krieger και οι συνεργάτες ανίχνευσαν β 

ενδορφίνη και άλλα πεπτίδια προερχόµενα από το γονίδιο POMC, στον προστάτη 

τρωκτικών (Krieger 1984), ενώ σε ανθρώπινο ενήλικο προστάτη έχουν ανιχνευθεί 

νευρικές ίνες που περιέχουν Leu-εγκεφαλίνη (Tainio 1995) και σε εµβρυικό 

ανθρώπινο προστάτη οι Jen και Dixon (Jen and Dixon 1995) έδειξαν µε 

ανοσοϊστοχηµεία την ύπαρξη ειδικών νευρικών ινών της Met και Leu εγκεφαλίνης οι 

οποίες σχετίζονται µε τις λείες µυικές ίνες. Επίσης, νευροπεπτίδια  

συµπεριλαµβανοµένου και αυτών της Met και της Leu-εγκεφαλίνης έχουν ανιχνευθεί   

σε αυτόνοµα γάγγλια τα οποία υπάρχουν στον προστάτη. Επιπρόσθετα, έχει προταθεί 

ότι πεπτιδεργικοί νευρώνες πιθανώς να ελέγχουν την αύξηση του όγκου 

επηρεάζοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Gkonos et al.1995).  

 

 Εκτός από τα οπιοειδή πεπτίδια που είναι διαθέσιµα στον προστάτη και 

παράγονται τοπικά, υπάρχει η δυνατότητα αυτά να φτάνουν στον προστάτη και µέσω 

της κυκλοφορίας του αίµατος. Αυτή η περίπτωση όµως αφορά µόνο την β ενδορφίνη 

η οποία παράγεται κυρίως από την υπόφυση και το ανοσολογικό σύστηµα αφού είναι 

το µόνο ενδογενές πεπτίδιο µε ικανοποιητικά µεγάλο χρόνο ηµίσιας ζωής (Scholar et 

al. 1987). 

 

Επιπλέον έχει αναφερθεί ότι εκτός από τα κλασσικά οπιοειδή, οπιοειδή δράση 

µπορούν να παρουσιάσουν και πεπτίδια προερχόµενα από τις τροφές (εξορφίνες), την 

αιµοσφαιρίνη ή τις καζεΐνες του γάλακτος. Πράγµατι, έχει βρεθεί ότι οι 

καζοµορφίνες, οι οποίες µπορούν να διασχίσουν τον εντερικό φραγµό και έχουν 

ανιχνευθεί στο αίµα µετά από κατανάλωση γάλακτος (Tome et al. 1987; Mahe et al. 

1989; Nyberg et al. 1989), αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό καρκινικών 

κυττάρων µαστού (Hatzoglou et al. 1996a; Hatzoglou et al. 1996b; Hatzoglou et al. 

1996c) και µε την παρούσα µελέτη και των καρκινικών κυττάρων προστάτου. 

Μελετήθηκαν καζοµορφίνες που προερχόταν από τις α και β καζεΐνες του γάλακτος 

των βοοειδών καθώς και συνθετικά ανάλογά τους. Τα αποτελέσµατά µας πράγµατι 

δείχνουν ότι τα πεπτίδια αυτά αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

(σχήµατα-14,15), κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο, υποδηλώνοντας µια πιθανή δράση 
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της διατροφής στην καρκινική νόσο. Πράγµατι, επιδηµιολογικές µελέτες δείχνουν ότι 

η διατροφή επηρεάζει την δηµιουργία και εξέλιξη του καρκίνου του προστάτου. Η 

µέχρι τώρα γνώση αναφορικά µε τα γαλακτοκοµικά προϊόντα, τα θεωρεί ως 

υποβοηθητικούς παράγοντες της δηµιουργίας καρκίνου. Αυτό έχει κυρίως 

συσχετισθεί µε το λίπος των γαλακτοκοµικών προϊόντων. Τα ευρήµατα της παρούσης 

µελέτης όµως δείχνουν ότι εκτός από την επιβαρυντική δράση του λίπους, πεπτίδια 

προερχόµενα από τις καζεΐνες του γάλακτος παρουσιάζουν προστατευτικές δράσεις, 

επανατοποθετώντας τα γαλακτοκοµικά προϊόντα σαν προστατευτικά για την εξέλιξη 

του Ca προστάτου, σαν την τοµάτα (Agarwal and Rao 2000; Kotake-Nara et al. 2001) 

και το κόκκινο κρασί (Kampa et al. 2000).  

Σηµαντικό όµως µέρος των καζεϊνών αποτελούν και οι αs καζεΐνες. Κρίθηκε 

λοιπόν σκόπιµο η µελέτη της δράσης ενός πενταπεπτιδίου (Tyr-Val -Pro -Phe -Pro) 

που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της αs1 καζεΐνης του ανθρωπίνου γάλακτος. Η 

αλληλουχία του, παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Έχει αρκετές οµοιότητες µε 

αυτήν των ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων έχοντας  τυροσίνη στη θέση 1 και 

φαινυλαλανίνη στη θέση 4 ενώ παρουσιάζει οµολογία µε την αλληλουχία άλλων 

καζοµορφινών όπως της µορφισεπτίνης (Tyr-Pro-Phe-Pro). Επιπρόσθετα, στο 

καρβοξυτελικό άκρο του, το πενταπεπτιδίο συνδέεται µε το αµινοξύ προλίνη (Pro) 

και µε τη γλουταµίνη (Gln) στο  αµινοτελικό (Gln-Tyr-Pro-Phe-Pro-Pro). Οι δεσµοί 

Pro-Pro και GLn-Tyr αποτελούν πιθανές θέσεις δράσης ενδοπεπτιδασών όπως οι 

προπυλ-ενδοπεπτιδάσες οι οποίες διασπούν τους δεσµούς Pro-XAA (Loh et al. 1984; 

Bond and Butler 1987) και άλλες ενδοπεπτιδάσες οι οποίες είναι λιγότερο ειδικές. Με 

τη δράση αυτών των ενδοπεπτιδασών είναι πιθανή η απελευθέρωση του 

πενταπεπτιδίου.  

Αρχικά λοιπόν, για να µελετηθεί η δράση του σε καρκινικά κύτταρα 

χρειαζόµασταν ένα κυτταρικό µοντέλο στο οποίο να είναι γνωστό ότι ανταποκρίνεται 

στα οπιοειδή και ότι φέρει οπιοειδείς υποδοχείς µέσω των οποίων πραγµατοποιείται 

κατά κύριο λόγο η δράση τους. Έτσι χρησιµοποιήθηκε η καρκινική κυτταρική σειρά 

του µαστού T47D. Τα κύτταρα φέρουν οπιοειδείς υποδοχείς (κ1, κ2, κ3 και δ ) ενώ τα 

οπιοειδή παρουσιάζουν  κατασταλτική δράση στο ρυθµό πολλαπλασιασµού τους 

(Hatzoglou et al. 1996a; Hatzoglou et al. 1996b; Hatzoglou et al. 1996c). Το 

πενταπεπτίδιο αυτό που ονοµάστηκε αs1 καζοµορφίνη, σύµφωνα µε τη µελέτη µας, 

παρουσιάζει εξαιρετικά ισχυρή δράση: (1) Βρέθηκε ότι αναστέλλει  τη δέσµευση 

διαφόρων οπιοειδών αγωνιστών (Σχήµα-24) αλληλεπιδρώντας µε υψηλή συγγένεια 

και µε τους τρεις υπότυπους των κάππα οπιοειδών υποδοχέων (κ1, κ2 και κ3) (πίνακας 
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Χ), ενώ παρουσιάζει σηµαντική, αλλά µε χαµηλότερη συγγένεια δέσµευση στους 

δέλτα και µι υποδοχείς σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα εγκεφάλου επίµυος, (2) 

Αντικατάσταση του καρβοξυτελικού της άκρου µε αµινοµάδα επηρεάζει σηµαντικά 

τη συγγένεια της για τους οπιοειδείς υποδοχείς. Πράγµατι το αµίδο της  αs1 

καζοµορφίνης δεν αλληλεπιδρά µε τους κ1  και τους κ2  ενώ ενισχύεται η δέσµευση 

της  στους κ3  και δεσµεύεται στους δ οπιοειδείς υποδοχείς (πίνακας Χ). Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η χαµηλότερη συγγένεια δέσµευσης της αs1 καζοµορφίνης και του 

αµιδίου της στους υποδοχείς µ και δ στις µεµβράνες εγκεφάλου σε σχέση µε τα 

κύτταρα T47D. Πιθανή εξήγηση µπορεί να είναι α) το ότι τα πειράµατα δέσµευσης µε 

τα µεµβρανικά παρασκευάσµατα πραγµατοποιούνται σε υποτονικό διάλυµα, ενώ τα 

πειράµατα στα ολόκληρα κύτταρα T47D σε ισοτονικό και είναι γνωστό ότι η ιοντική 

ισχύς επηρεάζει την δέσµευση των οπιοειδών (Castanas et al. 1985; Bourhim et al. 

1993) και β) το ότι η αs καζοµορφίνη προέρχεται από την ανθρώπινη αs καζεΐνη η 

οποία ελέγχεται σε οµόλογο σύστηµα (τα κύτταρα T47D) και σε ένα ετερόλογο 

(µεµβρανική εγκεφαλική επίµυος). Έτσι είναι πιθανόν η συγγένεια ενός ανθρωπίνου 

πεπτιδίου για το οµόλογό του σύστηµα να ενισχύεται σε σχέση µε ένα ετερόλογο 

σύστηµα. Συγκρίνοντας τις τιµές των IC50s για την αναστολή της δέσµευσης της 

ραδιοσηµασµένης EKC, της διπρενορφίνης και του DPDPE µε αυτές άλλων 

καζοµορφινών οι οποίες προέρχονται από την καζεΐνη βοός, στα ίδια κύτταρα 

(Hatzoglou et al. 1996a; Hatzoglou et al. 1996c) προκύπτει ότι η αs1 καζοµορφίνη και 

το αµίδιο της παρουσιάζουν πολύ µεγαλύτερη χηµική συγγένεια. Πιο συγκεκριµένα, 

η αs1 καζοµορφίνη είναι είκοσι φορές πιο δραστική στο να αναστέλλει τη δέσµευση 

της EKC από τη β-καζοµορφίνη βοός (IC50 0,1 και 2,42 nM αντίστοιχα) και δέκα 

φορές από την β καζοµορφίνη 1-5. Επιπλέον, το αµίδιο της αs1 καζοµορφίνης είναι 

τουλάχιστον εικοσιπέντε φορές πιο δραστικό από την β καζοµορφίνη βοός 

αναστέλλοντας τη δέσµευση της διπρενορφίνης (IC50 0,2 και 4,9 nM αντίστοιχα) και 

περίπου το ίδιο δραστικό µε την α καζεΐνη 90-96 όσον αφορά τη δέσµευση τους 

στους δ οπιοειδείς υποδοχείς. Άρα η συγγένεια της αs1 καζοµορφίνης είναι 

τουλάχιστον 100 φορές µεγαλύτερη από αυτή που έχει αναφερθεί σε άλλες µελέτες 

για πεπτίδια προερχόµενα από την α και β καζοµορφίνη (Brantl et al. 1979; 

Lottspeich et al. 1980; Chang et al. 1981; Loukas et al. 1983), (3) Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν µελετώντας τη δράση τους στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Μετά από έξι ηµέρες επίδρασης, η αs1 καζοµορφίνη ανέστειλε 

σχεδόν πλήρως τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Η αντικατάσταση του καρβοξυλικού 

άκρου µε την αµινοµάδα είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση του ποσοστού µέγιστης 
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καταστολής σε 55%, ποσοστό το οποίο είναι συγκρίσιµο µε αυτό των α και β 

καζοµορφινών στην ίδια κυτταρική σειρά (Hatzoglou et al. 1996a; Hatzoglou et al. 

1996c).  

Γνωρίζοντας λοιπόν, ότι η αs1 καζοµορφίνη είναι ένα πολύ δραστικό οπιοειδές 

πεπτίδιο µελετήθηκε η δράση του σε καρκινικά κύτταρα προστάτου. Και στις τρείς 

καρκινικές σειρές του προστάτου η αs1 καζοµορφίνη και το αµίδιο της ελάττωναν το 

ρυθµό πολλαπλασιασµού των κυττάρων κατά δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Στις 

κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3 η δράση τους επηρεαζόταν από τον γενικό 

ανταγωνιστή διπρενορφίνη ενώ στην σειρά LNCaP η παρουσία του ανταγωνιστή 

ενίσχυε την δράση της αs1-καζοµορφίνης και του αµιδίου της. Συγκριτικά η µέγιστη 

δράση µε υψηλή χηµική συγγένεια, παρατηρήθηκε στη κυτταρική σειρά DU-145 

(Σχήµα-30). Συµπερασµατικά λοιπόν, η αs1 καζοµορφίνη αποτελεί το πιο δραστικό 

πεπτίδιο που µελετήθηκε εως τώρα συγκρίνοντας το µε ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια. 

 

Πρόσφατα βρέθηκε ότι χηµική συγγένεια για τους οπιοειδείς υποδοχείς 

παρουσιάζει ένας αριθµός συνθετικών πεπτιδίων τα οποία δηµιουργήθηκαν µετά από 

έρευνα βιβλιοθηκών µε πεπτίδια (Becker et al. 1999; Balboni et al. 2000). 

Μελετώντας την αλληλουχία των αµινοξέων του οπιοειδούς υποδοχέα, βρέθηκε µια 

αλληλουχία 5 αµινοξέων (Tyr-Ile-Phe-Asn-Leu) στο κοινό διαµεµβρανικό τµήµα των 

διαφορετικών υποτύπων (Πίνακας ΧΙΙΙ). 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ ΧΙΙΙ.  Αλληλουχία του δεύτερου διαµεµβρανικού τµήµατος σε διάφορους 
οπιοειδείς υποδοχείς.  
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Η αλληλουχία του πενταπεπτιδίου παρουσιάζεται µε έντονα γράµµατα. 
 
  
 

Συγκρίνοντας αυτήν την αλληλουχία µε άλλα  οπιοειδή παρατηρήθηκε ότι έχει 

το αµινοξύ τυροσίνη (Tyr) στη θέση 1 η β-καζοµορφίνη, η β- καζοµορφίνη 1-5 και η 

αs1 καζοµορφίνη και το αµινοξύ λευκίνη (Leu) στη θέση 5 όπως η λευκίνη-

Εγκεφαλίνη. Το πενταπεπτίδιο αυτό συντέθηκε και µελετήθηκε η πιθανή οπιοειδής 

δράση του στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου δεδοµένου ότι παρουσιάζει 

ορισµένα κοινά χαρακτηριστικά µε οπιοειδή πεπτίδια. Οι µελέτες µας έδειξαν ότι έχει 
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χαρακτηριστικά ενός οπιοειδού αγωνιστή τουλάχιστον όσο αφορά τη 

δοσοεξαρτώµενη και αναστρέψιµη δράση στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (σχήµα-

32) και τη δέσµευση του σε οπιοειδείς υποδοχείς (σχήµα-31). Πράγµατι, βρέθηκε ότι 

δεσµεύεται στους οπιοειδείς υποδοχείς και κυρίως στους µι και κάππα  υποδοχείς 

(Πίνακας ΧΙΙ). Όσον αφορά τώρα τη δράση του στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

προκαλεί ελάττωση του ρυθµού πολλαπλασιασµού και των τριών καρκινικών 

κυτταρικών σειρών κατά δοσεξαρτώµενο τρόπο. Η µέγιστη αναστολή παρατηρήθηκε 

στα κύτταρα DU-145 και LNCaP (ποσοστό µέγιστης αναστολής 60%). Η δράση του 

ήταν αναστρέψιµη παρουσία διπρενορφίνης στα κύτταρα DU-145 και PC3 ενώ στα 

LNCaP ενισχυόταν (σχήµα-32). Συγκρίνοντας τώρα τις τιµές των IC50 µε αυτές 

άλλων οπιοειδών πεπτιδίων στις ίδιες καρκινικές κυτταρικές σειρές, η δράση τους 

είναι ισχυρή και παρόµοια µε αυτή της αs1 καζοµορφίνης.  

Επειδή, όπως αναφέρθηκε, την αλληλουχία του πενταπεπτιδίου την συναντάµε στο 

δεύτερο κοινό διαµεµβρανικό τµήµα του οπιοειδούς υποδοχέα και λόγω της 

οπιοειδούς δράσης που παρουσιάζει την ονοµάσαµε ρεσεπτορφίνη. Η αλληλουχία 

της ρεσεπτορφίνης υπάρχει σε όλους τους οπιοειδείς υποδοχείς που έχουν µελετηθεί 

και σε διάφορα είδη οργανισµών (πίνακας ΧΙV). Απαντάται όµως µόνο στον οπιοειδή 

υποδοχέα (Zhorov and Ananthanarayanan 2000) και δεν ανιχνεύεται σε άλλους 

υποδοχείς που ανήκουν στην ίδια οικογένεια των µεµβρανικών υποδοχέων µε τα επτά 

διαµεµβρανικά τµήµατα, όπως τους σωµατινεργικούς υποδοχείς οι οποίοι 

παρουσιάζουν τη µέγιστη οµολογία µε τους οπιοειδείς, σε διαφορα είδη οργανισµών 

(Reisine and Bell 1993). Παρ’ολ’αυτά στην ίδια θέση στους διάφορους υπότυπους 

των υποδοχέων σωµατοστατίνης (sst1-5) υπάρχει µία αλληλουχία (Tyr- Ile[ή Leu-]-

Leu-Asn-Leu) η οπoία διαφέρει κατά ένα αµινοξύ (Yamada et al. 1992a; Yamada et 

al. 1992b; Rohrer et al. 1993; Yamada et al. 1993a; Yamada et al. 1993b). Στην 

αλληλουχία της ρεσεπτορφίνης δύο ή τρία από τα αµινοξέα της (Phe-Asn-Leu) 

συµµετέχουν στη δηµιουργία της θέσης σύνδεσης των οπιοειδών (Zhorov and 

Ananthanarayanan 2000) γεγονός που εξηγεί την ύπαρξή της σε όλους τους οπιοειδείς 

υποδοχείς και µόνο σε αυτούς.  
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ΠΙΝΑΚΑΣ XIV. Η θέση της ρεσεπτορφίνης στην αλληλουχία των οπιοειδών υποδοχέων σε 
διαφορετικά  είδη οργανισµών. 
Υποδοχέας Πηγή Μήκος 

(α.α.) 
Θέση της 

Ρεσεπτορφίνης 
Βιβλιογραφία 

δέλτα Ψαριού 
(Zebrafish) 

373 90-94 (Barrallo et al. 1998) 

δέλτα Ανθρώπου 372 87-91 (Knapp et al. 1994) 
µι Ανθρώπου 400 98-102 (Bare et al. 1994; Wang et al. 

1994; Mestek et al. 1995) 
µι variant Ανθρώπου 392 107-112 (Bare et al. 1994) 

µι Ποντικού 367 86-90 (Nishi et al. 1994) 
µι Αρουραίου 398 69-100 (Chen et al. 1993; Eppler et al. 

1993; Fukuda et al. 1993; 
Thompson et al. 1993; Wang et 
al. 1993; Zastawny et al. 1994; 
Bunzow et al. 1995; Sedqi et al. 

1995) 
µι Βοειδών 401 109-113 (Onoprishvili et al. 1999) 

κάππα Αρουραίου 380 97-101 (Meng et al. 1993) 
κάππα Ινδικού 

χοιριδίου 
380 97-101 (Xie et al. 1994) 

κάππα Ποντικού 380 97-101 (Nishi et al. 1994) 
κάππα Ανθρώπου 380 97-101 (Mansson et al. 1994; Zhu et al. 

1995) 
Orphan  Ανθρώπου 370 89-93 (Mollereau et al. 1994; Wick et 

al. 1995) 
Orphan Αρουραίου 357 86-90 (Halford et al. 1995) 
Orphan Ποντικού 367 87-92 (Nishi et al. 1994; Halford et al. 

1995; Pan et al. 1995; Matthes 
et al. 1996) 

Orphan Αρουραίου 367 86-90 (Bunzow et al. 1994; Chen et 
al. 1994; Fukuda et al. 1994; 
Wang et al. 1994; Wick et al. 
1994; Lachowicz et al. 1995) 

 

 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα γίνονται πιο ενδιαφέροντα όταν συνδυαστούν µε 

πιθανή τοπική απελευθέρωση της ρεσεπτορφίνης. Πράγµατι υπάρχει αυτή η 

δυνατότητα αν σκεφτεί κανείς ότι το  αµινοξύ που προηγείται της ρεσεπτορφίνης 

στην αλληλουχία του υποδοχέα είναι η ισολευκίνη (Ile)  ενώ αυτό που έπεται είναι η 

αλανίνη (Ala) και ότι οι δεσµοί -Ile – Tyr- και -Leu – Ala- αποτελούν θέσεις όπου 

µπορούν να δράσουν οι πεπτιδάσες και να οδηγήσουν στην απελευθέρωσή της από το 

µόριο του υποδοχέα (Loh et al. 1984; Bond and Butler 1987). Παρ’ολ’αυτά λόγω της 

θέση της στο διαµεµβρανικό τµήµα του υποδοχέα, δηλαδή στο υδρόφοβο περιβάλλον 

της µεµβράνης,  προστατεύεται από τη δράση των πρωτεολυτικών ενζύµων, θα 

µπορούσε όµως να απελευθερωθεί µετά από κυτταρικό θάνατο. Στην περίπτωση 

αυτή, µετά από την καταστροφή των ενδοκυττάριων και εξωκυττάριων τµηµάτων του 

οπιοειδούς υποδοχέα και της κυτταρικής µεµβράνης, η δράση εξωπεπτιδασών στη 
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θέση -1 και ενδοπεπτιδασών στη θέση 6 θα είχε ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση 

της. Εάν ένας τέτοιος µηχανισµός ισχύει, η δράση των οπιοειδών θα µπορούσε να 

ενισχυθεί µετά από επίδραση οπιοειδών ή άλλων παραγόντων που οδηγούν σε 

κυτταρικό θάνατο. Έτσι θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι µετά από επίδραση µε 

οπιοειδή που οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο η απελευθέρωση της ρεσεπτορφίνης θα 

µπορούσε να επάγει ένα τοπικό σύστηµα θετικής παλίνδροµης ρύθµισης 

µεταφέροντας τη δράση των οπιοειδών σε γειτονικά κύτταρα τα οποία φέρουν 

οπιοειδείς υποδοχείς. Αυτός ο µηχανισµός θα µπορούσε να εξηγήσει τη χρονική 

καθυστέρηση που παρατηρείται στη δράση των οπιοειδών στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και την απόπτωση σε µία σειρά από καρκινικές κυτταρικές σειρές 

και στην δράση της οξινοποιήσεως προκειµένου να ανιχνευθούν οπιοειδείς 

υποδοχείς. Παρ’ολ’αυτά, η εµπλοκή της ρεσεπτορφίνης στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό παραµένει άκρως υποθετική έως τη στιγµή που θα ανιχνευθεί 

ελεύθερα σε κυτταρικές καλλιέργειες µετά από επαγόµενο κυτταρικό θάνατο. 

Η ρεσεπτορφίνη αποτελεί την πρώτη περίπτωση ανιχνεύσεως ενός αγωνιστή 

στην αλληλουχία του υποδοχέα του. Εξαιρετικά ενδιαφέρουσα θα ήταν η πιθανή 

ανίχνευση παρόµοιων πεπτιδίων στην υπεροικογένεια των υποδοχέων µε τα επτά 

διαµεµβρανικά τµήµατα έτσι ώστε να διερευνηθεί εάν αφορά µόνο τον οπιοειδή 

υποδοχέα ή ισχύει και για τους άλλους υποδοχείς. 

 

 

 

Πιθανός τρόπος δράσης των οπιοειδών 
 

 Η δράση των οπιοειδών όπως είναι γνωστό πραγµατοποιείται µέσω ειδικών 

θέσεων στην κυτταρική µεµβράνη, τους οπιοειδείς υποδοχείς. Οι οπιοειδείς υποδοχείς 

είναι ετερογενείς και διακρίνονται κυρίως σε τρεις υπότυπους τους µι, τους δέλτα και 

τους κάππα (Βλέπε εισαγωγή σελ. 22).  Πρόκειται για διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που 

ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων µε επτά διαµεµβρανικά τµήµατα (Σχήµα-7) 

(Reisine and Bell 1993; Raynor et al. 1996). Σχετικά µε την ύπαρξη οπιοειδών 

υποδοχέων στον προστάτη µόνο µία αναφορά υπάρχει για τον χαρακτηρισµό δ, µ και 

κ οπιοειδών υποδοχέων σε µία περίπτωση εµβρυικού προστατικού 

ραβδοµυοσαρκώµατος  (Zagon et al. 1987).  

Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι σε καρκινικά κύτταρα προστάτου, η δράση 

των οπιοειδών πραγµατοποιείται µέσω οπιοειδών υποδοχέων, όχι όµως αποκλειστικά. 
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Πιο συγκεκριµένα στις κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3 η κατασταλτική δράση 

των οπιοειδών (αλκαλοειδών και καζοµορφινών) αναστέλοταν από την παρουσία του 

γενικού οπιοειδούς ανταγωνιστή διπρενορφίνη, γεγονός που συµβαδίζει µε την 

ανίχνευση οπιοειδών υποδοχέων στη µεµβράνη των κυττάρων αυτών. Το γεγονός ότι 

σε κάποιες περιπτώσεις, παρουσία ανταγωνιστή, η αναστολή της δράσης τους δεν 

ήταν πλήρης υποδηλώνει δράση πιθανώς και µέσω άλλου µεµβρανικού συστήµατος 

υποδοχέων. Στην κυτταρική σειρά LNCaP η ανασταλτική δράση των οπιοειδών δεν 

ήταν αναστρέψιµη παρουσία ανταγωνιστή, ενώ σε αρκετές περιπτώσεις ενισχύονταν 

(σχήµα-12). Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει οτι η δράση τους δεν πρέπει να  

πραγµατοποιείται µέσω οπιοειδών υποδοχέων. Πράγµατι, στα κύτταρα LNCaP δεν 

ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς (Πίνακας VII). Άρα λοιπόν γεννιέται το ερώτηµα, 

µέσω ποιών άλλων µεµβρανικών υποδοχέων θα µπορούσε να πραγµατοποιείται η 

δράση τους;  

 Οι οπιοειδείς υποδοχείς παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη οµολογία µε τους 

υποδοχείς της σωµατοστατίνης (Kieffer et al. 1992). Η σωµατοστατίνη είναι ένα 

δεκατετραπεπτίδιο το οποίο παράγεται στον υποθάλαµο και το πάγκρεας αλλά έχει 

ανιχνευθεί και σε µία σειρά φυσιολογικών και καρκινικών ιστών (Reisine 1995a). Η 

δράση της είναι επίσης κατασταλτική και πραγµατοποιείται µέσω πέντε διαφορετικών 

υποτύπων υποδοχέων (sst-1 εως 5) οι οποίοι έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηρισθεί 

φαρµακολογικά σε διάφορους ιστούς (Reisine and Bell 1995b). Υποδοχείς 

σωµατοστατίνης έχουν ανιχνευθεί και στον προστάτη (Reubi et al. 1995; Tatoud et al. 

1995; Reubi et al. 1996; Reubi et al. 1997; Sinisi et al. 2001). Έτσι κρίθηκε σκόπιµο η 

µελέτη της πιθανής ύπαρξης υποδοχέων σωµατοστατίνης στις τρεις καρκινικές σειρές 

του προστάτου  και της πιθανής δέσµευσης των οπιοειδών σε αυτούς, όπως έχει 

βρεθεί ότι συµβαίνει σε καρκινικά κύτταρα µαστού και νεφρών (Hatzoglou et al. 

1996a, b, c). Τα αποτελέσµατα µας έδειξαν την ύπαρξη µικρού αριθµού υποδοχέων 

σωµατοστατίνης µε πολύ υψηλή χηµική συγγένεια (IC50 0,0092 nM και 0,044 nM 

αντίστοιχα) (Σχήµα-20), ενώ δεν ανιχνεύθηκαν υποδοχείς στην κυτταρική σειρά 

LNCaP. Παρ’ολ’αυτά  και στις δύο σειρές που ανιχνεύθηκαν υποδοχείς δεν βρέθηκε 

δέσµευση των οπιοειδών σε αυτούς γεγονός που διαφοροποιεί τον προστάτη από 

άλλους ιστούς (π.χ. µαστό) στους οποίους έχει προηγούµενα ανιχνευθεί δράση των 

οπιοειδών µέσω υποδοχέων σωµατοστατίνης . 

 Οι οπιοειδείς υποδοχείς παρουσιάζουν επίσης οµολογία και µε τους 

αδρενεργικούς υποδοχείς οι οποίοι ανήκουν στη ίδια υπεροικογένεια των 

διαµεµβρανικών υποδοχέων που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες. Μέσω των 
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αδρενεργικών υποδοχέων πραγµατοποιείται η δράση των ενδογενών κατεχολαµινών 

(νορεπινεφρίνης και επινεφρίνης) σε διάφορα κύτταρα-στόχους. ∆ιακρίνονται κυρίως 

σε δύο τύπους τους α και τους β οι οποίοι µε τη σειρά τους διακρίνονται σε 

διάφορους υπότυπους α1, α2 και β1, β2, β3, β4. α1 αδρενεργικοί υποδοχείς έχουν 

ανιχνευθεί στον φυσιολογικό προστατικό αδένα τόσο µε µελέτες δέσµευσης (Lepor et 

al. 1990) όσο και µε PCR (Faure et al. 1994). Αυτοραδιογραφική ανάλυση έδειξε ότι 

βρίσκονται στο ινοµυώδες στρώµα του φυσιολογικού ιστού (Kobayashi et al. 1993). 

Παράλληλα β αδρενεργικοί υποδοχείς έχουν ανιχνευθεί σε φυσιολογικό προστάτη 

ποντικού όπου έχουν συσχετισθεί µε τα επίπεδα τεστοστερόνης (Marchetti and Labrie 

1988), ενώ α1 και α2 υποδοχείς έχουν ανιχνευθεί σε προστατικό αδένωµα (Morita 

1991; Morita and Kondo 1992; Moriyama et al. 1999). Τέλος, α1 αδρενεργικοί 

υποδοχείς έχουν ανιχνευθεί σε καρκινικό προστατικό ιστό τόσο σε επιθηλιακά όσο 

και σε στρωµατικά κύτταρα (Tseng-Crank et al. 1995).  Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τα 

παραπάνω δεδοµένα, και το γεγονός ότι έχει παρατηρηθεί αλληλεπίδραση οπιοειδών 

µε τους α2 (Simantov et al. 1982; Lee et al. 1988) µελετήθηκε  η πιθανή 

αλληλεπίδραση των οπιοειδών µε τους αδρενεργικούς υποδοχείς  η οποία θα 

εξηγούσε και την δράση των οπιοειδών στη κυτταρική σειρά LNCaP η οποία δεν 

βρέθηκε να έχει οπιοειδείς υποδοχείς στην µεµβράνη της. Αρχικά ελέγχθηκε η δράση 

της EKC παρουσία του α1 αδρενεργικού ανταγωνιστή πραζοσίνη. Παρατηρήθηκε ότι 

η παρουσία της πραζοσίνης επηρέαζε την ανασταλτική δράση της EKC ενώ η 

πραζοσίνη µόνη της παρουσίαζε κατασταλτική δράση στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Τα παραπάνω ευρήµατα υποδεικνύουν πρώτον την ύπαρξη α1 

αδρενεργικών υποδοχεών και δεύτερον ότι η δράση της EKC πραγµατοποιείται 

µερικώς µέσω αυτών των υποδοχέων. Πράγµατι, µελέτες δέσµευσης επιβεβαίωσαν το 

γεγονός ανιχνεύοντας α1 αδρενεργικούς υποδοχείς µε υψηλή συγγένεια (IC50 0,695 

nM) στους οποίους δεσµεύεται και η EKC µε µικρότερη συγγένεια (IC50 1,82 nM) 

(σχήµα-22). Η κυτταρική σειρά LNCaP είναι αρκετά καλά διαφοροποιηµένη 

διατηρώντας πολλά από τα χαρακτηριστικά του φυσιολογικού ιστού όπως και την 

παρουσία των α1 αδρενεργικών υποδοχέων οι οποίοι δεν ανιχνεύονται στις 

κυτταρικές σειρές DU-145 και PC3 (Kyprianou and Benning 2000) που είναι 

λιγότερο διαφοροποιηµένες. 

 

Παράλληλα µε τον τρόπο δράσεως των οπιοειδών που περιλαµβάνει σύνδεσή 

τους µε µεβρανικούς υποδοχείς µελετήθηκε πιθανή αλληλεπίδρασή τους µε το 

σύστηµα της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ. ). Η ελεύθερη ρίζα 
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του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ. ) είναι µία µικρή και αρκετά ασταθής ρίζα που 

παράγεται από διάφορα κύτταρα και σε διάφορα είδη οργανισµών. Ο ρόλος της 

βασίζεται στο πολύ µικρό µέγεθος της και τη διαχυτικότητα της µε αποτέλεσµα να 

αποτελεί ένα νέο είδος αγγελιοφόρου που δρά ανεξάρτητα από κανάλια και ειδικούς 

µεταφορείς (Bredt and Snyder 1994), επηρεάζει ενδοκυττάρια µονοπάτια µεταγωγής 

σήµατος και µακροπρόθεσµα την έκφραση διαφόρων γονιδίων (Bogdan 2001). 

Παρουσιάζει ένα ευρύ φάσµα φυσιολογικών λειτουργιών συµµετέχοντας στις 

νευροδιαβιβάσεις, την πήξη του αίµατος τη ρύθµιση της πίεσης καθώς και στην 

ικανότητα του ανοσοποιητικού συστήµατος να µπορεί να καταστρέψει καρκινικά 

κύτταρα και ενδοκυττάρια παράσιτα. Υψηλές συγκεντρώσεις της ΝΟ. µπορεί να 

έχουν είτε ευεργετικό (αντιµικροβιακή δράση) είτε καταστροφικό αποτέλεσµα, που 

να οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο (Colasanti and Suzuki 2000). Ο ρόλος στον καρκίνο 

δεν είναι ξεκάθαρος. Έχει βρεθεί ότι συµµετέχει τόσο στην προαγωγή όσο και στην 

αναστολή καρκινικών όγκων, γεγονός που πιθανώς σχετίζεται µε την συγκέντρωή της 

στο περιβάλλον των καρκινικών κυττάρων (Brennan 2000). Μία σειρά από µελέτες 

αναφέρουν αλληλεπίδραση µεταξύ του οπιεργικού συστήµατος και αυτό της ΝΟ. σε 

διάφορα όργανα. Πιο συγκεκριµένα, έχει βρεθεί ότι παράγοντες που σχετίζονται µε 

την ΝΟ. αναστέλλουν τη δράση της µορφίνης στην στεροειδογέννεση (Adams et al. 

1996) ενώ αναστολείς της συνθετάσης της ΝΟ. (NOS) αναστρέφουν τη δράση των 

οπιοειδών ανταγωνιστών (Budziszewska et al. 1999) µέσω διαφορετικών 

µηχανισµών. Επιπλέον,  η ΝΟ. και η αργινίνη ελαττώνουν την αποτελεσµατικότητα 

της µορφίνης (Babey et al. 1994; Bhargava et al. 1997a) µέσω τροποποίησης της 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του cGMP χωρίς να επηρεάζει τη δέσµευση της στους 

υποδοχείς (Bhargava and Cao 1997b). Αντίθετα έχει βρεθεί ότι η µορφίνη προκαλεί 

άµεσα έκκριση ΝΟ. στον καρδιακό κόλπο (Bilfinger et al. 1998) ενώ στο αγγειακό 

ενδοθήλιο βρέθηκε ότι o µι οπιοειδής υποδοχέας δρα τουλάχιστον µερικώς µετά από 

σύζευξη µε τη cNOS και την iNOS (Stefano et al. 1995; Stefano et al. 2000). 

Παράγοντες που προκαλούν απελευθέρωση της ΝΟ. εµποδίζουν την δηµιουργία 

εθισµού στα οπιοειδή (Majeed et al. 1994; Lue et al. 1999) και έχουν χρησιµοποιηθεί 

πειραµατικά ως αγωγή στο σύνδροµο στέρησης των οπιοειδών. Μι οπιοειδείς 

υποδοχείς συνεντοπίζονται στο νευρικό σύστηµα αρουραίου (Ding et al. 1998d). 

Τέλος, ο U-50488H, ένας κάππα οπιοειδής αγωνιστής αναστέλλει τη δραστικότητα 

της nNOS in vitro (Barjavel and Bhargava 1994). 

Tα κύτταρα T47D βρέθηκε ότι παράγουν ΝΟ. (σχήµα-33) ενώ επίδραση των 

κυττάρων µε οπιοειδή (EKC και αs1 καζοµορφίνη) για 24 ώρες είχε ως αποτέλεσµα 
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ελάττωση της παραγωγής της (σχήµα-34). Άµεση επίδραση µε οπιοειδή  είχε 

παρόµοιο αποτέλεσµα γεγονός που υποδεικνύει πιθανή άµεση επίδραση των 

οπιοειδών στην παραγωγή της ΝΟ. . Πράγµατι  η δραστικότητα του ενζύµου που 

είναι υπεύθυνο για την σύνθεση της ΝΟ. (NOS) ελαττώθηκε µετά από επίδραση µε 

οπιοειδή (σχήµα-35). Ιδιαίτερης σηµασίας όµως ήταν το εύρηµα ότι τα οπιοειδή 

επηρεάζουν τη δραστικότητα της NOS  όχι µόνο µετά από εικοσιτετράωρη επίδραση 

αλλά και άµεσα  που σηµαίνει ότι πιθανώς αλληλεπιδρούν µε το ίδιο το ένζυµο. 

Ελάττωση της δραστικότητας της NOS παρατηρήθηκε µετά από άµεση επίδραση 

τόσο µε την EKC όσο και µε την αs1 καζοµορφίνη ενώ µόνο η EKC είχε ως 

αποτέλεσµα άµεση ελάττωση της παραγωγής ΝΟ.. Αυτό σηµαίνει ότι για να 

πραγµατοποιηθεί οποιαδήποτε αλληλεπίδραση των οπιοειδών µε τη NOS πρέπει να 

βρεθούν στο κυτταρόπλασµα σε ενεργή µορφή. Μελέτες αναφέρουν ότι µετά από 

επίδραση µε  οπιοειδή το σύµπλοκο οπιοειδές-υποδοχέας εισέρχεται στο κύτταρο µε 

ενδοσωµάτια τα οποία κατευθύνονται προς τα λυσοσώµατα όπου πραγµατοποιείται 

διάσπαση του υποδοχέα ή/και του οπιοειδούς. Η όλη διαδικασία µεταφοράς του 

συµπλόκου αρχίζει αµέσως (µέσα σε λίγα λεπτά) µόλις πραγµατοποιηθεί η επίδραση 

και φτάνει στο µέγιστο µέσα σε 4 ώρες (Gaudriault et al. 1997; Ko et al. 1999). 

Έπειτα, εάν η επίδραση του οπιοειδούς διαρκεί µικρό χρονικό διάστηµα  ο υποδοχέας 

επανέρχεται στην πλασµατική µεµβράνη ενώ διαφορετικά κατευθύνεται στα 

λυσοσώµατα. Τα αλκαλοειδή οπιοειδή τα οποία είναι υδρόφοβα µπορούν και 

εισέρχονται απευθείας στο κυτταρόπλασµα. Αντίθετα για τα πεπτίδια απαιτείται 

ενεργός µεταφορά µε ενδοκύττωση που διαµεσολαβείται από υποδοχείς και στη 

συνέχεια είτε διασπώνται είτε παρουσιάζουν ενδοκυττάρια δράση. Πράγµατι έχει 

βρεθεί ότι η β-ενδορφίνη αλληλεπιδρά µε ενδοκυττάριες θέσεις σύνδεσης 

υποδηλώνοντας ενδοκυττάρωσή της σε ενεργή µορφή (Schweigerer et al. 1985), ενώ 

ανάλογα των εγκεφαλινών έχει βρεθεί ότι ανακυκλώνονται στο θρεπτικό 

καλλιέργειας µετά από ενδοκυττάρωση συµπλόκου υποδοχέας-οπιοειδές και 

λυσοσωµική διάσπαση του υποδοχέα (Law et al. 1984).  Οι ανθρώπινοι κάππα 

οπιοειδείς υποδοχείς ενδοκυτταρώνονται επίσης πολύ γρήγορα και µετά από 20 λεπτά 

το 40% αυτών ανευβρίσκονται στο κυτταρόπλασµα. Μετά την αποµάκρυνση του 

οπιοειδούς αγωνιστή οι υποδοχείς επανεµφανίζονται στην κυτταρική µεµβράνη (Li et 

al. 1999) ενώ υπάρχουν και αναφορές ότι κάππα εκλεκτικά οπιοειδή πεπτίδια 

προκαλούν µείωση των υποδοχέων (Jordan et al. 2000). Τα παραπάνω δεδοµένα 

υποδεικνύουν ότι µετά από την αλληλεπίδραση του οπιοειδούς µε τον υποδοχέα, το 

σύµπλοκο βρίσκεται µέσα στο κύτταρο  πολύ γρήγορα και θα µπορούσε έτσι να 
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αποτελέσει πιθανή εξηγήση για  τη γρήγορη δράση των οπιοειδών στην NOS και κατ’ 

επέκταση στη παραγωγή της ΝΟ..  

 Στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου ανιχνεύθηκε επίσης παραγωγή της ΝΟ. 

(σχήµα-36) ενώ προκαταρκτικές µελέτες έδειξαν ότι επίδραση µε οπιοειδή επηρεάζει 

τη παραγωγή της και αποτελεί επίσης πιθανό τρόπο δράσης των οπιοειδών στον 

προστάτη όπως και στον µαστό παρόλο που δεν παρατηρήθηκε άµεση επίδραση στη 

NOS. Τα αποτελέσµατά µας αυτά όµως είναι πολύ πρόδροµα και απαιτούνται 

περαιτέρω µελέτες για την επιβεβαίωσή τους. 

 

Οι τρεις κυτταρικές σειρές του προστάτου που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη 

µας είναι διαφορετικές κυρίως όσον αφορά την ανταπόκρισή τους στα ανδρογόνα, 

γεγονός που οφείλεται στην απουσία ή παρουσία λειτουργικών ανδρογονικών 

υποδοχέων. Η κυτταρική σειρά LNCaP  φέρει λειτουργικούς ανδρογονικούς 

υποδοχείς και ανταποκρίνεται στα ανδρογόνα, η κυτταρική σειρά PC3 φέρει 

ανδρογονικούς υποδοχείς οι οποίοι όµως λόγω µετάλλαξης δεν είναι λειτουργικοί και 

έτσι δεν ανταποκρίνεται στα ανδρογόνα όπως επίσης και η κυτταρική σειρά DU-145 

η οποία όµως δεν εκφράζει ανδρογονικούς υποδοχείς. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

µας, η πιο διαφοροποιηµένη κυτταρική σειρά η LNCaP δεν εµφανίζει οπιοειδείς 

υποδοχείς, ενώ η λιγότερο διαφοροποιηµένη (DU-145) φέρει τους περισσότερους. 

Μπορούµε λοιπόν να υποθέσουµε ότι η εµφάνιση των οπιοειδών υποδοχέων πιθανώς 

να σχετίζεται µε έναν λιγότερο διαφοροποιηµένο και πιο επιθετικό φαινότυπο. 

Αντίθετα, έντονη κατασταλτική δράση στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

παρατηρήθηκε τόσο σε ορµονοευαίσθητες (LNCaP) όσο και σε ορµονοάντοχες 

κυτταρικές σειρές (PC3, DU-145). 

 Λαµβάνοντας λοιπόν υπ’ όψιν ότι στα κύτταρα LNCaP που φέρουν 

ανδρογονικούς υποδοχείς  τα οπιοειδή έχουν δράση απουσία οπιοειδών υποδοχέων η 

µελέτη µας επικεντρώθηκε σε αυτή την κυτταρική σειρά προσπαθώντας να 

ανιχνεύσουµε τον τρόπο δράσεως των οπιοειδών, ο οποίος πρέπει να είναι διάφορος 

του κλασσικού τρόπου δράσεως τους.   

 Η δράση των ανδρογόνων όπως προαναφέρθηκε πραγµατοποιείται µετά από 

σύνδεσή τους µε τους ανδρογονικούς υποδοχείς.  Πρόκειται για ενδοκυττάριους 

υποδοχείς αφού τα ανδρογόνα, όπως και όλες οι στεροειδείς ορµόνες, είναι 

λιποδιαλυτά µόρια, ικανά να διασχίζουν την κυτταρική µεµβράνη. Το σύµπλοκο 

στεροειδής ορµόνη-υποδοχέας εισέρχεται στον πυρήνα, όπου και επηρρεάζει τη 

µεταγραφή διαφόρων γονιδίων. Αυτός ο γενωµικός τρόπος δράσης, αφορά όλα τα 
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στεροειδή και επιτυγχάνεται σε µεγάλα χρονικά διαστήµατα από τη στιγµή της 

έκθεσης σε αυτά, διότι περιλαµβάνει σχετικά χρονοβόρες διαδικασίες όπως η 

σύνθεση mRNA και πρωτεϊνών (Zhou et al. 1994; Quigley et al. 1995). 

Αντιπροσωπευτικό γονίδιο, η µεταγραφή του οποίου ελέγχεται από τα 

ανδρογόνα είναι αυτό του ειδικού προστατικού αντιγόνου (PSA). Το ειδικό 

προστατικό αντιγόνο (PSA) είναι µία πρωτεάση, εκκρίνεται από τα κύτταρα του 

προστάτου και αποτελεί δείκτη εξωκρινής διαφοροποίησης των κυττάρων υπό την 

δράση ανδρογόνων (Bilhartz et al. 1991; Oesterling 1991). Έτσι αρχικά µελετήθηκε η 

δράση των οπιοειδών στη έκκριση του PSA από τα κύτταρα LNCaP. Πιο 

συγκεκριµένα εικοσιτετράωρη επίδραση των κυττάρων µε οπιοειδή και µε 

αιθυλκετοκυκλαζοσίνη (EKC) είχε ως αποτέλεσµα αναστολή της επαγόµενης από τα 

ανδρογόνα έκκρισης του PSA η οποία όµως δεν είναι αποτέλεσµα άµεσης επίδρασης 

των οπιοειδών στους ανδρογονικούς υποδοχείς αφού όπως διαπιστώθηκε τα οπιοειδή 

δεν επηρεάζουν ούτε τον αριθµό ούτε τη συγγένεια σύνδεσης των ανδρογόνων µε 

αυτούς. 

Πρόσφατα µια σειρά από µελέτες αναφέρθηκαν στη δυνατότητα των 

στεροειδών ορµονών να παρουσιάζουν ταχεία δράση η οποία φυσικά δεν µπορεί να 

πραγµατοποιείται µέσω των κλασσικών στεροειδών υποδοχέων (McEwen 1991; 

Wehling 1997; Watson et al. 1999b; Borski 2000). Αρκετές µάλιστα µελέτες 

υποστηρίζουν την ύπαρξη µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης µέσω των οποίων 

πραγµατοποιείται η ταχεία δράση τους, παρέχοντας έτσι µια εξήγηση για την ταχεία 

δράση  των στεροειδών σε κύτταρα ή κυτταρικές σειρές που δε φέρουν στεροειδείς 

υποδοχείς (µη γενωµική δράση). 

Η πρώτη µαρτυρία για µη γενωµική δράση της τεστοστερόνης ανακοινώθηκε 

το 1984. Οι Diez και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η τεστοστερόνη ενισχύει τη 

δραστικότητα φωσφορυλίωσης του γλυκογόνου στο ήπαρ κοτόπουλου µέσω ενός 

µηχανισµού που δεν περιλαµβάνει πρωτεϊνική σύνθεση, αλλά εξαρτάται από το 

ασβέστιο (Diez et al. 1984). Μεµβρανικές θέσεις σύνδεσης της τεστοστερόνης 

ανιχνεύθηκαν σε οστεοβλάστες και κύτταρα Sertoli, (Gorczynska and Handelsman 

1995; Armen and Gay 2000), Τ λεµφοκύτταρα ποντικού (CD4 και CD8 θετικά) 

προκαλώντας ενδοκυττάρια εισροή ασβεστίου (Benten et al. 1997; Benten et al. 

1999b) µακροφάγα (Benten et al. 1999a), κύτταρα επιδυδιµίδας (Felden et al. 1992) 

και κύτταρα κοιλιακής µοίρας προστάτη  ποντικού (Konoplya and Popoff 1992). Στην 

τελευταία περίπτωση παρατηρήθηκε δράση της τεστοστερόνης µόνο σε 

συγκεντρώσεις 0,14 εως 14 nM µέσω ενεργοποίησης µιας µεµβρανικής πρωτεΐνης 
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µοριακού βάρους 180 kDa. Επιπλέον σε αορτή ποντικού παρατηρήθηκε δράση της 

τεστοστερόνης µέσω µεµβρανικών θέσεων που προκαλούν ενεργοποίηση διαύλων 

ιόντων καλίου (Κ+), ενώ σε εκκριτικά κύτταρα στοµάχου ποντικού βρέθηκε ότι η 

τεστοστερόνη επηρεάζει την έκκριση χλωρίου µέσω ενός µηχανισµού που σχετίζεται 

µε την forscolin (Leung et al. 2001).  

O αυξανόµενος αριθµός µελετών που σχετίζεται µε την ανίχνευση 

µεµβρανικών θέσεων σύνδεσης των ανδρογόνων σε συνδυασµό µε την παρατήρηση 

ότι η DHT επάγει την έκκριση του PSA σε µικρά χρονικά διαστήµατα, µας έδωσε το 

έναυσµα για την µελέτη της ταχείας δράσης των ανδρογόνων πιθανώς µέσω ύπαρξης 

µεµβρανικών υποδοχεών και στα κύτταρα LNCaP.  

Βρέθηκε ότι η DHT προκαλεί δοσοεξαρτώµενη και χρονοεξαρτώµενη αύξηση 

της έκκριση του PSA, ενώ δράση η οποία παρατηρείται µόλις µετά από επίδραση 10 

λεπτών (σχήµα-42). Η σύνθεση και η έκκριση του PSA όπως είναι γνωστό είναι 

αποτέλεσµα γενωµικής δράσης της τεστοστερόνης µετά από σύνδεση της σε 

ενδοκυττάριους ανδρογονικούς υποδοχείς. Η πολύ γρήγορη όµως δράση  που 

περιγράφηκε παραπάνω, δεν απαιτεί την είσοδο της τεστοστερόνης στο κύτταρο 

αφού, χρησιµοποιώντας τεστοστερόνη συνδεδεµένη µε BSA  η οποία δεν µπορεί να 

περάσει µέσα στο κύτταρο, παρατηρήθηκε παρόµοια δράση. Έτσι λοιπόν, το γεγονός 

αυτό υποδεικνύει δράση στο επίπεδο της κυτταρικής µεµβράνης. Πράγµατι, 

χρησιµοποιώντας τεστοστερόνη-BSA-FITC ανιχνεύθηκε τόσο µε κυτταροµετρία 

ροής όσο και µικροσκοπία συνεστίασης, δέσµευσή της στη µεµβράνη των κυττάρων 

LNCaP (σχήµατα-38,39).  

Μία πιθανή εξήγηση της δέσµευσης της τεστοστερόνης στη κυτταρική 

µεµβράνη θα µπορούσε να αποτελεί η δέσµευση της στις σφαιρίνες που προσδένονται 

µε στεροειδείς ορµόνες (SHBG) και ακολούθως η δέσµευση της τεστοστερόνης-

SHBG στους υποδοχείς των SHBG στην κυτταρική µεµβράνη  (Nakhla et al. 1990; 

Nakhla and Rosner 1996; Ding et al. 1998a) ή η παρουσία ενδοκυττάριων υποδοχέων 

δεσµευµένων στην κυτταρική µεµβράνη.  Παρ’ολ’αυτά, το γεγονός ότι η δράση της 

τεστοστερόνης παρατηρήθηκε σε ολόκληρα κύτταρα χρησιµοποιώντας την 

τεστοστερόνη-BSA και σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, καθώς και η δράση της σε 

παρασκευάσµατα µεµβρανών µετά από δράση υπερήχων και έντονο πλύσιµο, 

αποκλείουν τις ανωτέρω πιθανότητες. 

Αποµόνωση κυτταρικών µεµβρανών και πειράµατα δέσµευσης οδήγησαν 

στην ανίχνευση εκλεκτικών θέσεων δέσµευσης των ανδρογόνων µε σταθερά 

διάστασης (KD) 10.9 nM  και αριθµό θέσεων 144,3 fmoles/mg πρωτείνης  που 
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αντιστοιχούν περίπου σε 13.340 υποδοχείς ανά κύτταρο (σχήµα-40). Η χηµική 

συγγένεια των µεβρανικών θέσεων δέσµευσης της τεστοστερόνης που ανιχνεύθηκαν 

στα  κύτταρα LNCaP είναι παρόµοια µε αυτή που βρέθηκε σε διάφορα άλλα 

ανθρώπινα και ζωικά κύτταρα ή κυτταρικές σειρές (Felden et al. 1992; Gorczynska 

and Handelsman 1995; Benten et al. 1997; Benten et al. 1999a; Armen and Gay 

2000). Επιπλέον, ανοσοιστοχηµικές µελέτες χρησιµοποιώντας αντίσωµα κατά του 

κλασσικού υποδοχέα έδειξαν ότι οι µεµβρανικές αυτές θέσεις είναι διαφορετικές από 

τον κλασσικό ανδρογονικό υποδοχέα, τουλάχιστον ανοσολογικά (σχήµα-41). 

Η κυτταρική έκκριση είναι µία από τις κυτταρικές λειτουργίες όπως η 

ενδοκύττωση (Sako and Kusumi 1994) και η εξωκύττωση (Hesketh and Pryme 1991), 

η ενεργότητα διαφόρων πρωτεϊνών  µεταφοράς (Jessen and Hoffmann 1992) και 

ιοντικών διαύλων όπως διαύλων νατρίου (Papakonstanti et al. 1996; Papakonstanti et 

al. 2000) στις οποίες συµµετέχει ο κυτταροσκελετός της ακτίνης µε αλλαγές στην 

κατάσταση πολυµερισµού της (Sontag et al. 1988; Kiley et al. 1992; Papakonstanti et 

al. 1996). Αλλαγές στον κυτταροσκελετό της ακτίνης παίζουν κεντρικό ρόλο  στον 

τρόπο µε τον οποίο τα διάφορα ερεθίσµατα επάγουν κυτταρικές αποκρίσεις.  

(Cantiello et al. 1991a, b; Theodoropoulos et al. 1992; Cantiello et al. 1993; Fuller et 

al. 1994; Koukouritaki et al. 1996; Koukouritaki et al. 1997).  Σε αρκετές 

περιπτώσεις, ο κυτταροσκελετός της ακτίνης αποτελεί στόχο της µη γενωµικής 

δράσης διαφόρων ορµονών όπως η ινσουλίνη (Vedeler et al. 1991; Kirkeeide et al. 

1993), οι θυροειδείς ορµόνες (Davis and Davis 1996; Leonard and Farwell 1997), τα 

οιστρογόνα (Gorodeski 1998), ή τα γλυκοκορτικοειδή (Koukouritaki et al. 1996).  

Στη περίπτωση της ταχεία επαγώµενης από τα ανδρογόνα, έκκρισης του PSA 

από τα κύτταρα LNCaP φαίνεται ότι εµπλέκεται ο κυτταροσκελετός της ακτίνης. 

Αυτό διαπιστώθηκε όταν η παρουσία της κυτοχαλασίνης Β,  η οποία  αποτελεί 

παράγοντα αποπολυµερισµού των µικροινιδίων της ακτίνης,  ανέστειλε την 

επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση του PSA (σχήµα-43). Επιπλέον, µελετήθηκε 

τόσο η δράση της τεστοστερόνης όσο και της τεστοστερόνης-BSA στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης. Παρατηρήθηκε, µεταβολή στη δυναµική ισορροπία 

πολυµερισµού της ακτίνης, δεδοµένου ότι βρέθηκε ελάττωση του λόγου της 

µονοµερούς (G)/πολυµερή ακτίνη(F) που υποδηλώνει σηµαντική αύξηση των 

επιπέδων της F ακτίνης (σχήµα-44), στοιχεία τα οποία συµφωνούν µε την ταχεία 

αύξηση της έκκρισης του PSA παρουσία ανδρογόνων.  Μορφολογική παρατήρηση 

των κυττάρων µε εφαρµογή µικροσκοπίας συνεστίασης έδειξε αναδιοργάνωση του 
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ινιδιακού πλέγµατος της ακτίνης και ανακατανοµή της κάτω από την κυτταρική 

µεµβράνη (σχήµα-45).    

   

∆ιαπιστώνοντας λοπόν, µε την παρούσα µελέτη, ότι τα ανδρογόνα 

παρουσιάζουν και ταχεία επίδραση στην έκκριση του PSA από τα κύτταρα LNCaP,  

δράση η οποία πραγµατοποείται µέσω µεµβρανικών υποδοχέων κρίθηκε σκόπιµο να 

µελετηθεί η επίδραση των οπιοειδών και στην ταχεία δράση τους. Πράγµατι η ταχέως 

επαγώµενη έκκριση του PSA αναστέλοταν παρουσία EKC (σχήµα-46). Πιθανό 

τρόπος δράσης θα µπορούσε να αποτελεί η επίδραση και των οπιοειδών στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης, αφού η αναστολή που παρατηρήθηκε ήταν παρόµοια µε 

αυτή της κυτοχαλασίνης (σχήµα-47). Σχετικά πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι τα 

οπιοειδή µπορούν να προκαλέσουν σύντοµες µεταβολές στην κατάσταση 

πολυµερισµού της ακτίνης οδηγώντας στον αποπολυµερισµό του µικροϊνιδιακού 

πλέγµατος σε επιθηλιακά κύτταρα εγγύς εσπειραµένου σωληναρίου (Papakonstanti et 

al. 1998) και καρκινικά κύτταρα µαστού (Panagiotou et al. 1999) ενώ σταθεροποιούν 

τα ινίδια της ακτίνης καταστέλλοντας τη βασική και την επαγόµενη από την νικοτίνη 

έκκριση των κατεχολαµινών από τα κύτταρα PC12 (Dermitzaki et al. 2001). Βρέθηκε 

λοιπόν, ότι η EKC αναστέλλει τον πολυµερισµό της ακτίνης (σχήµα-48) που είναι 

αποτέλεσµα της δράσης των ανδρογόνων, ερµηνεύοντας έτσι και τη δράση της EKC 

στην επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση του PSA. 

Παράλληλα µε τη µελέτη της δράσης της EKC στον κυτταροσκελετό 

µελετήθηκε και πιθανή επίδραση της στους µεµβρανικούς υποδοχείς της 

τεστοστερόνης που ανιχνεύθηκαν. Επίδραση των κυττάρων µε EKC για 96 ώρες είχε 

ως αποτέλεσµα την µείωση του αριθµού των µεµβρανικών υποδοχέων ενώ δεν 

επηρρέαζε την συγγένεια δέσµευσης των ανδρογόνων σε αυτούς (σχήµα-50).   

Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι τα οπιοειδή σε µικρά χρονικά διαστήµατα  

επηρεάζουν την επαγώµενη από τα ανδρογόνα έκκριση του PSA, µετά από δράση 

στον κυτταροσκελετό της ακτίνης ενώ σε µεγάλα χρονικά διαστήµατα λόγω 

ελάττωσης του αριθµού των µεµβρανικών ανδρογονικών υποδοχέων. Η ελάττωση 

αυτή θα µπορούσε επίσης να αποτελέσει πιθανή εξήγηση της δράσης της EKC στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό. 
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Γενικά Συµπεράσµατα-Προοπτικές 
 

 Ο καρκίνος του προστάτου αποτελεί τον πιο συχνό καρκίνο στους άνδρες και 

τη δεύτερη αιτία θανάτου µετά τον καρκίνο του πνεύµονα. Σηµαντικό ρόλο παίζουν 

τα ανδρογόνα, απουσία των οποίων παρατηρείται συνήθως µείωση του µεγέθους του 

όγκου. Σε πολλές όµως περιπτώσεις παρατηρείται υποτροπή της νόσου λόγω της 

δηµιουργίας ορµονοαντοχής.  Η παρουσία καρκινικών εστιών στο φυσιολογικό 

προστατικό αδένα είναι πάρα πολύ συχνή, µικρό όµως ποσοστό θα οδηγηθεί σε 

καρκίνο. Άµεσες κυτταρικές αλληλεπιδράσεις καθώς επίσης και ουσίες (αυξητικοί 

παράγοντες, νευροπεπτίδια) που υπάρχουν τοπικά είναι δυνατόν να οδηγήσουν στη 

δηµιουργία  και την επαγωγή ενός όγκου ή στο κυτταρικό θάνατο.  

 Τα αποτελέσµατά µας συνηγορούν υπέρ ενός πιθανού ρυθµιστικού ρόλου των 

οπιοειδών στον προστάτη. Βρέθηκε ότι εξωγενείς αλλά και ενδογενείς ή τροφικά 

προερχόµενοι οπιοειδείς αγωνιστές, αναστέλλουν το πολλαπλασιασµό καρκινικών 

κυττάρων προστάτου και η δράση τους διαµεσολαβείται κυρίως µέσω οπιοειδών 

υποδοχέων. Παράλληλα,  αλληλεπιδρούν  µε τους α1 αδρενεργικούς υποδοχείς αλλά 

όχι µε τους υποδοχείς σωµατοστατίνης, τροποποιούν τον κυτταροσκελετό της 

ακτίνης, επηρεάζουν τη ταχεία µη γενωµική δράση των ανδρογόνων και ελαττώνουν 

τον αριθµό των µεµβρανικών ανδρογονικών υποδοχέων που ανιχνεύθηκαν στα 

κύτταρα LNCaP. Τέλος, αλληλεπιδρούν µε το σύστηµα της ελεύθερης ρίζας του 

µονοξειδίου του αζώτου. 

 Εποµένως, το οπιεργικό σύστηµα θα µπορούσε να αποτελεί ουσιαστικό 

παράγοντα ελέγχου του καρκινικού κυττάρου µε δεδοµένο ότι στον προστάτη έχουν 

βρεθεί κύτταρα που παράγουν  οπιοειδή, ενώ εναλλακτικά,  µπορούν να φτάσουν και 

µέσω της κυκλοφορίας του αίµατος, κυρίως τα τροφικώς προερχόµενα πεπτίδια 

(καζοµορφίνες). 

 Παράλληλα µε τα δύο νέα οπιοειδή πεπτίδια που ταυτοποιήθηκαν, 

παρουσιάζεται  ένας νέος πιθανός τρόπος παρουσίας οπιοειδών πεπτιδίων τοπικά 

(ρεσεπτορφίνη) και ένα οπιοειδές πεπτίδιο προερχόµενο από ανθρώπινη πρωτεΐνη, η 

αs1 καζοµορφίνη, µε ισχυρή κατασταλτική δράση.               

Επιπλέον τα παραπάνω δεδοµένα παρέχουν στοιχεία για µία πιθανή νέα, ίσως 

πιο φυσιολογική, προσέγγιση στη φαρµακευτική αγωγή του καρκίνου του προστάτου. 

 

Η συνέχεια της παρούσης ερευνητικής προσπάθειας περιλαµβάνει µελέτες 

που αφορούν α) την ανίχνευση της παραγωγής οπιοειδών από τα καρκινικά κύτταρα 
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του προστάτου καθώς και την παρουσία της ρεσεπτορφίνης στο θρεπτικό υλικό µετά 

από κυτταρικό θάνατο, β) τη περαιτέρω διερεύνηση της αλληλεπίδρασης των 

οπιοειδών µε το σύστηµα NO/NOS, και τέλος τη διερεύνηση του µηχανισµού που 

ρυθµίζει τις ταχείες µεταβολές στην κατάσταση πολυµερισµού της ακτίνης ως 

απόκριση στα ανδρογόνα και τα οπιοειδή. 



  Περίληψη 157 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ



  Περίληψη 158 

 
Ο καρκίνος του προστάτου αποτελεί τη δεύτερη πιο συχνή αιτία θανάτου από 

καρκίνο, στον άντρα. Η συχνότητα εµφάνισης και η θνησιµότητα από καρκίνο του 

προστάτου αυξάνονται ραγδαία προϊούσης της ηλικίας. Υπάρχουν πολλοί παράγοντες 

τόσο γενετικοί όσο και περιβαλλοντικοί που εµπλέκονται στην ανάπτυξή του χωρίς 

όµως ο ρόλος τους να είναι ξεκάθαρος. Επιπλέον, στον προστατικό αδένα παρόλο 

που η ύπαρξη καρκινικών εστιών είναι πάρα πολύ συχνή, ένας µικρός µόνο αριθµός 

θα οδηγήσει στη δηµιουργία όγκου. Πιθανολογείται ότι αυτό οφείλεται σε διάφορους 

παράγοντες που δρούν τοπικά και προάγουν ή αναστέλλουν τη δηµιουργία του. 

Πιθανό παράγοντα αποτελούν τα νευροπετίδια γενικότερα και ειδικότερα τα οπιοειδή 

τα οποία θα µπορούσαν να ανευρίσκονται στον προστατικό αδένα είτε µετά από 

παραγωγή τους τοπικά, είτε µέσω της κυκλοφορίας (πχ β-ενδορφίνη ή τροφικής 

προέλευσης πεπτίδια). Τα αποτελέσµατα της παρούσης διατριβής παρέχουν στοιχεία 

για το πιθανό ρόλο των οπιοειδών στον καρκίνο του προστάτου. 

Πιο συγκεκριµένα βρέθηκε ότι τα οπιοειδή, αλκαλοειδή, πεπτίδια αλλά και 

καζοµορφίνες παρουσιάζουν δράση σε καρκινικά κύτταρα προστάτου (DU-145, PC3 

και LNCaP) ελαττώνοντας τον ρυθµό πολλαπλασιασµού τους. Η δράση τους αυτή 

στις κυτταρικές DU-145 και PC3 στις περισσότερες περιπτώσεις ήταν αναστρέψιµη 

παρουσία του γενικού οπιοειδούς ανταγωνιστή διπρενορφίνη, γεγονός που 

υποδεικνύει δράση µέσω ειδικών θέσεων δέσµευσης. Πράγµατι, ανιχνεύθηκαν 

οπιοειδείς υποδοχείς και στις δύο κυτταρικές σειρές. Στη κυτταρική σειρά DU-145 

ανιχνεύθηκαν οι µι, κ1 και κ3 υπότυποι των οπιοειδών υποδοχέων στους οποίους 

δεσµεύονται µε υψηλή συγγένεια, ενώ στην κυτταρική σειρά PC3 οι µι και κ1 

υπότυποι. Αντίθετα, στην κυτταρική σειρά LNCaP όπου η διπρενορφίνη δεν 

ανέστρεφε τη δράση των οπιοειδών και σε κάποιες περιπτώσεις την ενίσχυε δεν 

ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς. Η ανασταλτική δράση των καζοµορφινών ήταν 

λιγότερο έντονη από αυτή των αλκαλοειδών και των άλλων πεπτιδίων που 

µελετήθηκαν. 

 Με δεδοµένο ότι κάθε κυτταρική σειρά επιλέγχθηκε µε βάση την ανταπόκρισή 

της στα ανδρογόνα έτσι ώστε να αντιπροσωπεύει διαφορετικά στάδια της νόσου 

παρατηρούµε ότι η εµφάνιση των οπιοειδών υποδοχέων θα µπορούσε να σχετίζεται 

µε την εξέλιξη της νόσου σε ορµονοαντοχή.  

 Η δράση όµως των οπιοειδών στα καρκινικά κύτταρα του προστάτου δεν 

πραγµατοποιείται αποκλειστικά µέσω των οπιοειδών υποδοχέων. Στο συµπέρασµα 

αυτό καταλήγουµε γιατί στα κύτταρα DU-145 και PC3 η δράση τους δεν είναι 
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πλήρως αναστρέψιµη από τη διπρενορφίνη και φυσικά γιατί στα κύτταρα LNCaP δεν 

ανιχνεύθηκαν οπιοειδείς υποδοχείς. Ελέχθηκε έτσι η πιθανότητα η δράση τους να 

πραγµατοποιείται πρώτον µέσω άλλων µεµβρανικών συστηµάτων υποδοχέων και 

δεύτερον να δρούν αλληλεπιδρώντας µε άλλα συστήµατα.  

Ανιχνεύθηκε µικρός αριθµός υποδοχέων σωµατοστατίνης στα κύτταρα DU-

145 και PC3, στους οποίους όµως τα οπιοειδή δεν δεσµεύονται, σε αντίθεση µε τον 

καρκίνο του µαστού, ενώ δεν ανιχνεύθηκαν στα κύτταρα LNCaP. Στη κυτταρική 

σειρά LNCaP ανιχνεύθηκαν όµως α1 αδρενεργικοί υποδοχείς στους οποίους 

δεσµεύεται η EKC και µικρό µέρος της δράσης της διαµεσολαβείται µέσω των α1 

αδρενεργικών υποδοχέων.  

 Επιπλέον, στα κύτταρα LNCaP παρατηρήθηκε ταχεία µη γενωµική δράση των 

ανδρογόνων η οποία έχει ως αποτέλεσµα αύξηση της έκκρισης του PSA και η οποία 

πραγµατοποιείται µέσω ειδικών θέσεων δέσµευσης των ανδρογόνων οι οποίες 

ανιχνεύθηκαν στη µεµβράνη των κυττάρων. Αποτέλεσµα της δέσµευσης της 

τεστοστερόνης στους µεµβρανικούς υποδοχείς είναι η αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης στην οποία οφείλεται και η αύξηση στην έκκριση του 

PSA. Όσον αφορά τα οπιοειδή βρέθηκε ότι η EKC αναστέλλει την επαγώµενη από τα 

ανδρογόνα έκκριση του PSA τόσο σε σύντοµα χρονικά διαστήµατα πιθανώς 

αλληλεπιδρώντας µε τον κυτταροσκελετό της ακτίνης, όσο και σε µεγάλα χρονικά 

διαστήµατα πιθανώς ελαττώνοντας τον αριθµό των µεµβρανικών ανδρογονικών 

υποδοχέων.   

 Τέλος, βρέθηκε ότι διαφορετικό τρόπο δράσης των οπιοειδών πιθανώς να 

αποτελεί και το σύστηµα της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου. 

Πράγµατι, καρκινικά κύτταρα µαστού βρέθηκε ότι παράγουν ΝΟ˙ και ότι τα οπιοειδή 

ανέστειλαν την παραγωγή της αλληλεπιδρώνας απευθείας µε το ένζυµο υπεύθυνο για 

τη σύνθεση της (ΝΟS). Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές του προστάτου βρέθηκε 

επίσης ότι παράγουν ΝΟ˙ τα οπιοειδή όµως δεν επηρρεάζουν άµεσα τη δραστικότητα 

της NOS υποδηλώνοντας έναν διαφορετικό µηχανισµό. 

 Παράλληλα µε τα διάφορα οπιοειδή, των οποίων η δράση µελετήθηκε 

ταυτοποιήθηκαν και δύο νέα πεπτίδια: α) η αs1 καζοµορφίνη, η οποία προέρχεται από 

την αλληλουχία της αs καζείνης του ανθρωπίνου γάλακτος και θα µπορούσε να 

απελευθερωθεί µε τη δράση των πρωτεολυτικών ενζύµων. Παρουσιάζει ισχυρή 

οπιοειδή δράση αναστέλλοντας τον πολλαπλασιασµό των τριών καρκινικών 

κυτταρικών σειρών του προστάτου καθώς και καρκινικών κυττάρων µαστού. Η 

δράση της πραγµατοποιείται κυρίως µέσω των κάππα οπιοειδών υποδοχέων στους 
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οποίους δεσµεύεται µε υψηλή συγγένεια αλλά και τους µι. Αντικατάσταση του 

καρβοξυλικού της άκρου µε αµινοµάδα είχε ως αποτέλεσµα ελάττωση της δράσης 

της. β) Η ρεσεπτορφίνη η οποία παρουσιάζει ισχυρή ανασταλτική δράση µέσω των 

οπιοειδών υποδοχέων. Η ιδιαίτερη σηµασία της έγκειται στο γεγονός ότι η 

αλληλουχία της απαντάται στο δεύτερο κοινό διαµεµβρανικό τµήµα των οπιοειδών 

υποδοχέων σε µια σειρά από διαφορετικά είδη οργανισµών. Πιθανή απελευθέρωση 

της µετά από κυτταρικό θάνατο θα µπορούσε να επάγει ένα σύστηµα θετικής 

παλίνδροµης ρύθµισης στη δράση παραγόντων που οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο.  

  

 Συνοψίζοντας, µε τα δεδοµένα της παρούσης διατριβής παρουσιάζονται 

στοιχεία για τον πιθανό ρόλο των οπιοειδών στην αύξηση των καρκινικών 

προστατικών κυττάρων καθώς και στοιχεία για µία πιθανή νέα, ίσως πιο φυσιολογική, 

προσέγγιση στη φαρµακευτική αγωγή του καρκίνου του προστάτου. 
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Prostate cancer is second, only to lung cancer, most common cause of death from 

cancer in men. The incidence of prostate cancer increases rapidly with age. A large 

number of different factors (genetic and environmental) are involved in initiation and 

progression of prostate cancer but their role remains uncertain. In addition, the 

presence of foci of cancer within the prostate gland is much more common than the 

clinically diagnosed disease. Possibly a number of different factors interact locally 

within the prostate gland and promote or inhibit tumor growth, including 

neuropeptides and specifically opioids which can reach prostate either through the 

general circulation (β-endorphine and food derived peptides) or being locally 

produced by neuroendocrine cells present in the prostate gland.  

The results of the present study provide evidences for a possible involvement of 

opioids in the prostate cancer. It was found that opioids, alkaloids, peptides and 

casomorphines, inhibit cell growth of three human prostate cancer cell lines (DU-145, 

PC3 and LNCaP). Their inhibitory action on DU-145 and PC3 cells can be reversed 

by the general opioid antagonist, diprenorphine, an action indicateng a mediation 

through specific opioid binding sites. Indeed, opioid receptors were identified in both 

cell lines: DU-145 cells bear mu, kappa 1 and kappa 3 opioid receptors while in PC3 

cells mu and kappa 1 sites were identified. On the contrary, LNCaP cells where the 

action of opioids was not reversed bur rather enhanced by the opioid antagonist 

diprenorphine, no opioids receptors were identified. The inhibitory action of 

casomorphins tested was lower than the action of alkaloids and peptides studied, 

while the same participation of opioid receptors was identified. The three different 

prostate cancer cell lines used in our study were selected in order to have different 

degree of differentiation and represent different stages of prostate cancer. From our 

results it seems that opioids receptors are present in more advanced, hormone 

independent, stages of prostate cancer. 

The fact that opioid action in DU-145 and PC3 cells is not completely reversed by 

diprenorphine, in combination with the absence of opioid receptors in LNCaP cells 

indicate that their action might not be mediated only through opioid receptors. 

Therefore, we first tested the possibility for their action to be mediated via other 

membrane receptor systems, presenting an homology with opioid receptors and 

secondly by interacting with other systems. A small number of somatostatin receptors 

were identified only in DU-145 and PC3 cells but opioids did not bind to them. In 

LNCaP cells, α1 adrenergic receptors were identified. EKC binds to α1 adrenergic 

receptors and part of its inhibitory action is mediated through them.  
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Moreover, in the hormone dependent LNCaP cells a rapid non genomic action of 

androgens was observed inducing PSA secretion. This action was mediated via 

specific membrane binding sites identified in LNCaP cells. The rapid action of 

testosterone through membrane binding sites results in reorganization of actin 

cytoskeleton which is responsible for the increase in PSA secretion.  Opioids, 

specifically EKC, inhibit the rapid androgen induced, PSA secretion, probably by 

interacting with actin cytoskeleton, while long term androgen action is inhibited by 

opioids probably by reducing the number of androgen membrane binding sites. 

Finally, it was found that an alternative way of opioid action could be the system of 

nitric oxide. Indeed, breast cancer cells produce nitric oxide and opioids inhibit its 

production by directly interacting with nitric oxide synthase (NOS). Prostate cancer 

cell lines also produce NO but opioids do not directly affect NOS activity indicating a 

different mechanism of action. 

In parallel, studying the action of different opioids, two new opioid peptides were 

identified: a) αs1 casomorphine which was derived from the sequence of human αs 

casein and could be released by the action of proteolytic enzymes. It shows a very 

potent antiproliferative action in prostate and breast cancer cells. It’s action is 

mediated mainly through kappa opioid receptors, binding to them with high affinity 

and mu opioid receptors.  Replacing the carboxylic end of αs1 casomorphine with an 

amino group resulted in a lower action. b) Receptorphin which also strongly inhibits 

cell growth via opioid receptors. The significance of this peptide, relies on the fact 

that its sequence is found on the second transmembrane region of opioid receptors in 

different species. Possible release of receptorphin after cell death could induce a 

positive feedback in the action of different factors that cause cell death.  

 

In conclusion, the results of the present study supply evidences for a possible role of 

opioids in the growth of prostate cancer cells, as well as, a new, more physiologic, 

approach to the treatment of prostate cancer. 
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