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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ - ΞΕΝΟΓΛΩΣΣΟΙ ΟΡΟΙ 
 
5HT 5- υδροξυ-τρυπταμίνη (σεροτονίνη)  
ACTH Adrenocorticotropin Hormone (¡‰ÒÂÌÔÍÔÒÙÈÍÔÙÒ¸ðÔÚ ÔÒÏ¸ÌÁ) 
α-MSH μελανοτρόπος ορμόνη 
ANOVA Analysis of variance (¡Ì‹ÎıÛÁ ‰È·ÛðÔÒ‹Ú) 
AVP (arginine vasopressin) αργινίνη βασοπρεσσίνη  
BSA Bovine serum albumin (¡Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú) 
cAMP (cyclic adenosine monophosphate) κυκλική μονοφοσφωρική αδενοσίνη 
CPM Counts per minute (KÒÔ˝ÛÂÈÚ ·Ì‹ ÎÂðÙ¸) 
CRE (cAMP response element) στοιχείο απόκρισης κυκλικής μονοφοσφωρικής 
αδενοσίνης 
CRF (corticotropin releasing factor) παράγων έκλυσης κορτικοτροπίνης 
CRH (corticotropin releasing hormone) ορμόνη έκλυσης κορτικοτροπίνης 
CRH-BP (CRH-binding protein) πρωτεΐνη πρόσδεσης CRH 
CRH-R (CRH-receptor) υποδοχέας CRH 
DA Dopamine (NÙÔð·ÏflÌÁ) 
DADLE (D-Ala,2  D-Leu5) Enkephalin 
DAGO (N-Me-Phe4, Gly5-ol) enkephalin 
DEPC Diethylpyrocarbonate (ƒÈ·ÈËıÎðıÒÔÍ·Ò‚ÔÌÈÍ¸Ú ÂÛÙ›Ò·Ú) 
DEX Dexamethasone (ƒÂÓ·ÏÂË·Ê¸ÌÁ) 
DHPG 3, 4 dihydroxyphenylglucoaldehyde (3, 4 ‰È˚‰ÒÔÓıˆ·ÈÌıÎ„ÎıÍÔ·Î‰Â˚‰Á) 
DMEM Dulbecco's modified eagle medium (»ÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸) 
DMSO Dimethylsulfoxide (ƒÈÏÂËıÎÛÔıÎˆÔÓÂfl‰ÈÔ) 
DOPA Dihydroxyphenylalanine (ƒÈ˚‰ÒÔÓıˆ·ÈÌıÎ·Î·ÌflÌÁ) 
DOPAC Dihydroxyphenylacetic acid (ƒÈ˚‰ÒÔÓıˆ·ÈÌıÎÔÓÂÈÍ¸ ÔÓ˝) 
DSLET (D-Ser2, Leu5) Enkephalin 
DTT Dithiothreitol (ƒÈËÂÈÔËÒÂ˙ÙόÎÁ) 
DYN Dynorphin (ƒıÌÔÒˆflÌÁ) 
E Epinephrine (≈ðÈÌÂˆÒflÌÁ) 
EDTA Ethylenodiamino tetraacetic acid (¡ÈËıÎÂÌÔ-‰È·ÏÈÌÔÙÂÙÒ·ÔÓÂÈÍ¸ ÔÓ˝) 
EGTA Ethyleneglycolbis (‚-aminoethyl) ether N, N, N', N'-tetraacetic acid 
(¡ÈËıÎÂÌÔ„ÎıÍÔÎ-‰È{‚-·ÏÈÌÔ·ÈËÔÓı} Õ, Õ, Õ', Õ,' ÙÂÙÒ·ÔÓÂÈÍ¸ ÔÓ˝) 
 Õ”  ÂÌÙÒÈÍ¸ ÌÂıÒÈÍ¸ Û˝ÛÙÁÏ· 
ELISA ¡ÌÔÛÔÂÌÊıÏÈÍfi Ï›ËÔ‰ÔÚ 
ERE (estrogen response element) στοιχείο απόκρισης οιστρογόνων 
FCS Fetal calf  serum (œÒ¸Ú ÂÏ‚Ò˝Ôı ‚Ô¸Ú) 
GH Growth hormone (¡ıÓÁÙÈÍfi ÔÒÏ¸ÌÁ) 
GRE (glucocorticoid response element) στοιχείο απόκρισης γλυκοκορτικοειδών 
HBSS Hanks balanced salt solution (–ıËÏÈÛÙÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ·) 
HCG Human horionic gonadotropin (¡ÌËÒ˛ðÈÌÁ ˜ÔÒÈ·Ífi „ÔÌ·‰ÔÙÒÔðflÌÁ) 
hCRH (human CRH) ανθρώπειος CRH 
HPA axis (hypothalamus-pituitary-adrenal axis) υποθαλαμο-υποφυσιακός 
επινεφριδιακός άξονας 
HPG axis (hypothalamus-pituitary-gonadal axis) άξονας υποθάλαμος-υπόφυση-
γονάδες 
Ã Molar (ÃÔÒÈ·Í¸ÙÁÙ·) 
IL (interleukin) ιντερλευκίνη 
IL-1‚ Interleukin ñ1β (…ÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁ-1‚) 



 22

IL-1ra Interleukin-1 receptor antagonist (¡ÌÙ·„˘ÌÈÛÙfiÚ ÙÔı ıðÔ‰Ô˜›· ÙÁÚ            
ÈÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁÚ-1) 
IL-6 …nterleukin-6 (IÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁ-6) 
IRMA Immunoradiometric method (¡ÌÔÛÔÒ·‰ÈÔÏÂÙÒÈÍfi Ï›ËÔ‰ÔÚ) 
KD  Dissociation constant (”Ù·ËÂÒ‹ ‰È‹ÛÙ·ÛÁÚ) 
LHRH Luteinizing hormone releasing hormone (≈ÍÎıÙÈÍfi ÔÒÏ¸ÌÁ ÙÁÚ 
˘˜ÒÈÌÔðÔÈÁÙÈÍfiÚ ÔÒÏ¸ÌÁÚ) 
LPH: Llipotropin (Ëéðïôñïðßíç) 
MEM: Minimum essential medium (»ÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸) 
MOPS: 3-(n-Morpholine)-propanosulfonic acid  
mRNA: messenger RNA (¡„„ÂÎÈÔˆ¸ÒÔ RNA) 
MSH: Melanin stimulating hormone (ÃÂÎ·ÌÔÙÒÔðflÌÁ) 
NIS: Non immune sreum (ÃÁ ·ÌÔÛÔÂÌÂÒ„¸Ú ÔÒ¸Ú) 
NBI: Norbinalotorfimine (ÕÔÒÏðÈÌ·ÎÔÙÔÒˆÈÏflÌÁ) 
NE: Norepinephrine (ÕÔÒÂðÈÌÂˆÒflÌÁ) 
NT: Neurotensin (ÕÂıÒÔÙÂÌÛflÌÁ) 
NY: Neuropeptide Y (ÕÂıÒÔðÂðÙfl‰ÈÔ ’) 
O.D.: Optical density (œðÙÈÍfi ðıÍÌ¸ÙÁÙ·) 
oCRH (ovine CRH) πρόβειος CRH 
OXY: œxytocin (ŸÔÍıÙÔÍflÌÁ) 
PBS: Phosphate buffer saline (–ıËÏÈÛÙÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì) 
PKA (protein kinase A) πρωτε˙νική κινάση Α 
PKC (protein kinase C) πρωτε˙νική κινάση C 
PMSF: Phenylmethylsulphonyl fluoride (÷·ÈÌıÎÔ-ÏÂËıÎ-ÛÔıÎˆÔÌıÎÔ 
ˆËÔÒfl‰ÈÔ) 
PNMT: Phenyl N methyl trasferase (÷·ÈÌıÎ-Õ-ÏÂËıÎ-ÙÒ·ÛˆÂÒ‹ÛÁ) 
POMC (proopiomelanocortin) προοπιομελανοκορτίνη 
promoter επαγωγέας 
PVN (paraventricular nucleus) παρακοιλιακός πυρήνας 
rCRH (rat CRH) CRH επίμυος 
RIA: Radioimmuno assay (–·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍfi Ï›ËÔ‰ÔÚ) 
SDS: Sodium dodecyl sulfate (ÃÂÙ‹ Ì·ÙÒflÔı ‹Î·Ú ÙÔı ËÂÈÈÍÔ˝ ‰˘‰ÂÍıÎflÔı) 
SEM: Standard Error of the mean (‘ıðÈÍ¸ Ûˆ‹ÎÏ· Ï›Û˘Ì ¸Ò˘Ì) 
SP: Substance P (œıÛfl· –) 
SRIF: Somatotropin release inhibited factor 
stress ένταση 
TNF (tumor necrosis factor)  
TRIS: Tris (hydroxymethyl) aminomethan (‘ÒÈÚ-ı‰ÔÓıÏÂËıÎ-·ÏÈÌÔÏÂË‹ÌÈÔ) 
TSH: Thyroid stimulating hormone (»ıÒÂÔÂÈ‰ÔÙÒ¸ðÔÚ ÔÒÏ¸ÌÁ) 
Tyr: Tyrosine (‘ıÒÔÛflÌÁ) 
VIP: Vasoactive intestinal peptide (A„„ÂÈÔÂÌÂÒ„¸ ÂÌÙÂÒÈÍ¸ ðÂðÙfl‰ÈÔ) 
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1.1 O Υποθαλαμο-υποφυσιακός επινεφριδιακός (ΗΡΑ) άξονας 

Η ζωή είναι άμεσα συνδεδεμένη με τη διατήρηση της ομοιόστασης, 

μιας πολύπλοκης δυναμικής ισορροπίας, η οποία συνεχώς προσπαθεί να 

εξουδετερώσει εσωτερικούς ή εξωτερικούς, φυσικούς ή 

συναισθηματικούς παράγοντες έντασης (stress) (1). Αυτοί θέτουν σε 

ενέργεια κεντρικές και περιφερικές προσαρμοστικές απαντήσεις του 

οργανισμού, ειδικά σχεδιασμένες έτσι ώστε να διατηρήσουν την 

ομοιόσταση. Τέτοιοι ρυθμιστές είναι ενεργοί σε βασικές συνθήκες αλλά 

ενεργοποιούνται περαιτέρω, όταν παράγοντες stress οποιασδήποτε μορφής 

υπερβούν ένα συγκεκριμένο ελάχιστο ουδό ανοχής του οργανισμού. Στους 

ρυθμιστές αυτούς περιλαμβάνονται το σύστημα stress του κεντρικού και 

περιφερικού νευρικού συστήματος, ο άξονας ıðÔËάÎ·ÏÔς-ıðόˆıÛη-

ÂðÈÌÂˆÒί‰È· (HPA άξονας) και το αυτόνομο (συμπαθητικό) νευρικό 

σύστημα (2).  

Η υπόθεση ότι η έκλυση της φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης 

κορτικοτροπίνης (ACTH) από την υπόφυση ελέγχεται από τον 

υποθάλαμο, είχε ήδη προταθεί από τα τέλη της δεκαετίας του 1940 (3). 

Πειραματική επιβεβαίωση για την ύπαρξη κάποιου υποθαλαμικού 

εκλυτικού παράγοντα έγινε ήδη από το 1955, όταν δείχθηκε ότι 

υποθαλαμικά εκχυλίσματα επάγουν την έκλυση κορτικοτροπίνης από 

κορτικοτρόφα κύτταρα της υπόφυσης (4). Η ορμόνη έÍÎıσης ÙÁÚ 

 ÔÒÙÈÍÔÙÒÔðflÌÁÚ (Corticotropin-releasing hormone (factor)), (CRH 

και CRF είναι οι τρόποι με τους οποίους αναφέρεται στη διεθνή 

βιβλιογραφία) ÂflÌ·È ðÂðÙfl‰ÈÔ 41 αμινοξέων ðÔı ÛıÌÙflËÂÙ·È κυρίως 

ÛÙÔÌ παρακοιλιακό πυρήνα του ıðÔËαÎάÏÔυ Í·È ÂÍÎ˝ÂÙ·È ÛÙÁÌ 

ıðÔˆıÛÈ·Ífi ðıÎ·fl· ÍıÍÎÔˆÔÒfl· ˘Ú ενδοκρινική ·ð¸ÍÒÈÛÁ ÛÙÔ 

stress (5,6). Απομονώθηκε από πρόβειο υποθάλαμο και 
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χαρακτηρίστηκε από τους Vale και συνεργάτες το 1981 (7,8). H 

ονομασία του οφείλεται στην ιδιότητα του να παρουσιάζει, in vitro και in 

vivo, ισχυρή επαγωγική δράση στην έκλυση της κορτικοτροπίνης 

(ACTH), ισχυρότερη από οποιαδήποτε άλλη γνωστή ενδογενή ή 

συνθετική ουσία. Το 1983 χαρακτηρίστηκαν επίσης αντίστοιχα πεπτίδια 

προερχόμενα από τον άνθρωπο ή τον επίμυ (h/r CRH) (9). ¸χουν ακριβώς 

την ίδια δομή και διαφέρουν από την πρόβειο (oCRH) σε επτά από τα 41 

αμινοξέα. Τα προερχόμενα από βου και κάπρο αντίστοιχα πεπτίδια 

παρουσιάζουν μεγάλες ομοιότητες με την οCRH, ενώ το προερχόμενο από 

χοίρο πεπτίδιο παρουσιάζει αρκετά μεγάλη ομολογία με το ανθρώπινο 

(σχήμα 1.1).  

Σήμερα είναι γνωστό ότι κ˝ÒÈÔÚ Ò¸ÎÔÚ Ùης CRH ÂflÌ·È Á 

Ò˝ËÏÈÛÁ ÙÔı ıðÔË·Î·ÏÔ-ıðÔˆıÛÈ·ÍÔ˝ ÂðÈÌÂˆÒÈ‰È·ÍÔ˝ (HPA) 

‹ÓÔÌ·, Ï›Û˘ ‰È›„ÂÒÛÁÚ ÙÁÚ ›ÍˆÒ·ÛÁÚ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı ÙÁÚ 

πÒÔÔðÈÔÏÂÎ·ÌÔÍÔÒÙflÌÁÚ (POMC) Í·È ÙÁÚ Âð·Í¸ÎÔıËÁÚ ›ÍÎıÛÁÚ 

ÙÁÚ εðÈÌÂˆÒÈ‰ÈÔÙÒ¸ðÔı ÔÒÏ¸ÌÁÚ ÍÔÒÙÈÍÔÙÒÔðflÌÁÚ (ACTH) ·ð¸ 

ÙÁÌ ðÒ¸ÛËÈ· υð¸ˆıÛÁ (εικόνα 1.2) (2). Αυτή οδηγεί σε παραγωγή και 

έκλυση της κορτιζόλης από το φλοιό των επινεφριδίων. Τα 

γλυκοκορτικοειδή, εκτός από τις βιολογικές τους δράσεις, ασκούν 

αρνητική παλίνδρομη ρύθμιση του άξονα τόσο σε επίπεδο υπόφυσης όσο 

και σε επίπεδο υποθαλάμου (εικ. 1.2). ∏τσι καταστέλλουν  την έκλυση 

της κορτικοτροπίνης και της CRH από την υπόφυση και τον υποθάλαμο 

αντίστοιχα (10).  

ºπως πολλά άλλα νευροπεπτίδια και ορμόνες και η CRH 

συντίθεται σαν κλάσμα μιας προ-ορμόνης (prepro-CRH) η οποία στον 

άνθρωπο αποτελείται από 196 αμινοξέα (μοριακό βάρος 19 kDa) και, 

ενζυματικά, με τη δράση ενδοπεπτιδασών, καταλήγει στο τελικό 

πεπτιδικό προιόν (σχήμα 1.3) (11). Μέσα στο κύτταρο η ενεργή πεπτιδική 
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μορφή αποθηκεύεται σε εκκριτικά κυστίδια και εκλύεται μετά από 

κατάλληλη εξωτερική διέγερση. Το γονίδιο της 



 27 
Σχήμα 1.2 Υποθαλαμο-υποφυσιακός επινεφριδιακός άξονας 

  Α ρ νη τ ικ ή  ρ ύ θ μ ισ η

5 -υ δ ρο ξ υ τ ρ ιπ τα μ ίν η /α κ ε τυ λ ο χ ολ ί ν η /ν ο ρα δ ρ ε ν α λ ίν η
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οξ ύ

A V P

Μ υελ ό ς
τω ν  οσ τώ ν

Ε γ κεφ α λ ικ ός  φ λο ιό ς

 



Σχήμα 1.1 Βαθμός ομολογίας πεπτιδίων με την 41 αμινοξέων ανθρώπινη CRH. Με έντονους χαρακτήρες απεικονίζονται οι μη 
συντηρημένες περιοχές. ¼που S,E,P…, τα διεθνή σύμβολα των αμινοξέων. 
 
 

Πεπτίδιο Αμινοξική ακολουθία Βαθμός ομολογίας 
   

CRH ανθρώπου/επίμυος        SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII           41/41 

   
CRH ιχθύος (Catostomus commersoni)         SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKMMEI 39/41 
   
CRH βατράχου (Xenopus laevis)         AEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQIAQQAHSNRKLMDII 38/41 
   
CRH ιχθύος (Catostomus commersoni)          SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLVQQAHSNRKMMEI 38/41 
   
CRH χοίρου         SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLME 39/41 
   
CRH κυνός         SEEPPISLDLTFHLLREVLEMPGAEQLAQQAHSNRKLMEII 39/41 
   
CRH αμνού         SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTKADQLAQQAHSNRKLLDI 34/41 
   

Urotensin-Ι ιχθύος (Catostomus commersoni)         NDDPPISIDLTFHLLRNMIEMARIENEREQAGLNRKYLD 22/41 
   

Urotensin-Ι ιχθύος (Platichthys flesus)         SEDPPMSIDLTFHMLRNMIHMAKMEGEREQAQINRNLLD 20/41 
   
Urotensin-Ι ιχθύος (Cyprinus carpio)          NDDPPISIDLTFHLLRNMIEMARNENQREQAGLNRKYLD 22/41 
   
Urocortin επίμυος            DDPPLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV 18/41 
   
Sauvagine βατράχου (Phyllomedusa sauvagei)                  PPISIDLSLELLRKMIEIEKQEKEKQQAANNRLLLDTI 18/41 
   
Urocortin ανθρώπου            DNPSLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV 17/41 



 
ανθρώπινης CRH χαρτογραφείται στο μακρό βραχίονα του χρωμοσώματος 8 

(8q13) και το μέγεθος του μεταγραφήματός του είναι περίπου 1.4 kb (12). 

Στον επαγωγέα (promoter) του γονιδίου (εικόνα 1.4) περιέχονται στοιχεία 

απόκρισης κυκλικής μονοφωσφορικής αδενοσίνης (cyclic adenosine 

monophosphate {cAMP} response elements, CRE), συντηρημένα στον 

επίμυ και στον αμνό (13,14). Είναι γνωστό ότι το cAMP επάγει την έκφραση 

του γονιδίου της CRH στον υποθάλαμο επίμυος, επιβεβαιώνοντας τη 

ρύθμιση της CRH μέσω πρωτεúνικής κινάσης Α (ΡΚΑ) (15). Επί πλέον, 

ενεργοποιητές της πρωτεúνικής κινάσης C (PKC) επάγουν επίσης την 

έκφραση του γονιδίου της CRH. Στον επαγωγέα του γονιδίου περιέχονται 

åðίσης στοιχεία απόκρισης των γλυκοκορτικοειδών (GRE) και οιστρογόνων 

(ERE). ¸χει παρατηρηθεί ειδική ιστική ρύθμιση του γονιδίου της CRH. Είναι 

γνωστό ότι τα γλυκοκορτικοειδή παρουσιάζουν κατασταλτική δράση στην 

έκφραση του γονιδίου της CRH στον υποθάλαμο (16), ενώ αντίθετα στον 

ανθρώπινο πλακούντα έχουν επαγωγική δράση (17).  
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Σχήμα 1.3 Ακολουθία αμινοξέων (1-196) της ανθρώπινης prepro-

CRH. Το τελικό προιόν απαρτίζεται από τα αμινοξέα 154 έως 194 (έντονοι 

χαρακτήρες). ¼που M,R,L…, τα διεθνή σύμβολα των αμινοξέων. 

 
MRLPLLVSAG VLLVALLPCP PCRALLSRGP VPGARQAPQ 40 

     

PQPLDFFQPP PQSEQPQQPQ ARPVLLRMGE EYFLRLGNLN 80 

     

KSPAAPLSPA SSLLAGGSGS RPSPEQATAN  FFRVLLQQLL  120 

     

LPRRSLDSPA ALAERGARNΑ  LGGHQEAPER  ERRSEEPPIS 160 

     

LDLTFHLLRE  VLEMARAEQL AQQAHSNRKL MEIIGK 196 

     

 

 

Εκτός από τις αλληλεπιδράσεις των τμημάτων του ΗΡΑ άξονα, 

παρατηρούνται αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στον ΗΡΑ άξονα και άλλα 

συστατικά του συστήματος stress καθώς επίσης και τους άξονες που είναι 

υπεύθυνοι για την ανάπτυξη, την αναπαραγωγή και την ανοσοαπόκριση. 

¸τσι, η σύγχρονη βιβλιογραφία συνηγορεί σε επιπλέον εμπλοκή της CRH 

στην αυτόνομη, την ανοσολογική και τη συμπεριφορική απόκριση στο stress 

των θηλαστικών. Η αλληλεπίδραση μεταξύ ΚΝΣ και ανοσοποιητικού 

συστήματος αντιστοιχεί σε άμεση επικοινωνία ανάμεσα σε ιστούς του 

ανοσοποιητικού και ιστούς που εκλύουν ή είναι επιδεκτικοί στην έκλυση 

CRH (18). Είναι επίσης γνωστό ότι συστατικά του ανοσοποιητικού 

συστήματος, κάτω από καταστάσεις stress, επάγουν την έκλυση 

γλυκοκορτικοειδών μέσω ενεργοποίησης του ΗΡΑ άξονα. Πράγματι οι 

Ιντερλευκίνες (IL-1α, IL-1β και IL-6) (19), ο ογκονεκρωτικός παράγοντας 

(TNF) (20) και ο παράγοντας ενεργοποίησης αιμοπεταλίων (PAF) (21) 
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επάγουν την σύνθεση και έκλυση της υποθαλαμικής CRH. Χωρίς να έχει 

αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός, είναι γνωστό ότι υποστρώματα τύπου CRH 

εμφανίζουν αναλγητικές και αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες (22). Μερικές από 

τις δράσεις της CRH στο αυτόνομο νευρικό σύστημα περιλαμβάνουν: 

επαγωγή του συμπαθητικού τόνου στο μυελό των επινεφριδίων και έκλυση 

επινεφρίνης, αύξηση της κυκλοφορίας στα στεφανιαία αγγεία της καρδιάς, 

τους νεφρούς και επιλεγμένα αγγεία και καταστολή της καρδιακής 

παρασυμπαθητικής νευρικής λειτουργίας (23). Επιπλέον, η CRH ελαττώνει 

την έκλυση γαστρικού οξέος και αναστέλλει τη διαδικασία της πέψης 

καταστέλλοντας την παρασυμπαθητική κυκλοφορία. Τέλος, πειράματα 

συμπεριφοράς σε πειραματόζωα δείχνουν ότι η έκθεσή τους στην CRH 

αυξάνει την κίνηση, ελαττώνει την πρόσληψη τροφής, ενώ τόσο σε 

αρσενικά όσο και σε θηλυκά ζώα καταστέλλει έντονα τη σεξουαλική ορμή 

και δραστηριότητα (24), μέσω γενικής αναστολής του άξονα υποθάλαμος-

υπόφυση-γονάδες (ΗΡG axis).       

Η αμινοξική ακολουθία του πεπτιδίου είναι αρκετά συντηρημένη σε 

θηλαστικά και πτηνά, ενώ ομόλογα πεπτίδια (περίπου 50%) όπως η 

ουροτενσίνη-1 (urotensin I) και η σωβαζίνη (sauvagine) έχουν ανιχνευθεί σε 

ιχθείς και αμφίβια αντίστοιχα (σχήμα 1) (24-28). Το πρώτο απομονώθηκε 

από υπόφυση δύο ειδών ιχθύων, Catostomus cyprimus και Catostomus 

catostomus, ενώ το δεύτερο από δέρμα του βατράχου Phyllomedusa 

sauvagei της Νοτίου Αμερικής. Τα πεπτίδια αυτά επάγουν επίσης την 

έκλυση της ACTH, ενώ παρουσιάζουν ισχυρές αγγειοδιασταλτικές και 

υποτασικές ιδιότητες (26,28). Oι αγγειοδιασταλτικές ιδιότητες της CRH 

μάλιστα παρουσιάζονται σημαντικά ασθενέστερες αυτών της ουροτενσίνης I 

και της σωβαζίνης (27). Η CRH παρουσιάζει επίσης μια μικρή ομολογία με 

την καλμοδουλίνη και το αγγειοτασινογόνο. Πρόσφατα, έγινε ο 

χαρακτηρισμός ενός νέου πεπτιδίου στα θηλαστικά που ονομάστηκε 

ουροκορτίνη (urocortin, 45% ομολογία) (29) (σχήμα 1.1). Φαίνεται λοιπόν 
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ότι νευροπεπτίδια τύπου-CRH συντίθενται για εκατομμύρια χρόνια από τους 

οργανισμούς με σκοπό την απόκριση στο stress (ενδοκρινική, 

ηλεκτροφυσιολογική, αυτόνομη, ανοσολογική, συμπεριφορική).  

 

 

 

Εικόνα 1.4. Τμήμα του επαγωγέα του γονιδίου της hCRH. GRE: 

στοιχεία απόκρισης των γλυκοκορτικοειδών ERE: στοιχεία απόκρισης  

οιστρογόνων CRE: στοιχεία απόκρισης κυκλικής μονοφωσφορικής 

αδενοσίνης 

CRE

1/2GRE 1/2ERE

1/2ERE

R
E
B

HindIII

c

CAAT TA1

CAAT

TA1

+38

 

 

 

 

Ακριβώς λόγω των πολλαπλών λειτουργιών στις οποίες εξασκεί 

ρυθμιστικούς ρόλους, διαταραχή στην παραγωγή/ρύθμιση της CRH οδηγεί 

αναπόφευκτα σε διάφορες ασθένειες. Ανοσοαντιδρόν πεπτίδιο παράγεται 

από αρκετούς νευροενδοκρινικούς όγκους. Επιπλέον, πρόσφατα κλινικά 

δεδομένα εμπλέκουν την CRH στην αιτιολογία και παθοφυσιολογία 

ποικιλίας ενδοκρινικών και ψυχιατρικών ανωμαλιών (30-35). Ανώμαλη 
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λειτουργία του άξονα HPA και υπερέκκριση της CRH στο ΚΝΣ 

παρατηρείται σε ασθενείς με κατάθλιψη (32), ανησυχία (34), σύνδρομο 

χρόνιου stress (30,31), νευρογενή ανορεξία (33) και χρόνιο αλκοολισμό 

(28,29). Χαμηλές συγκεντρώσεις παρατηρούνται σε ασθενείς πάσχοντες από 

τη νόσο Alzheimer, óύνδρομο Parkinson, νόσο Huntington καθώς επίσης σε 

ασθενείς με πλάγια αμυοτροφική σκλήρυνση και όλες τις μορφές του 

συνδρόμου Cushing συμπεριλαμβανομένης και της σπάνιας μορφής του 

εκτόπου συνδρόμου Cushing (30,31,35). Χαρακτηριστικό είναι ότι ο ρυθμός 

μεταβολισμού της hCRH είναι πολύ ταχύτερος από αυτόν του oCRH. ¸τσι ο 

μεγαλύτερος χρόνος ημιζωής καθιστά την oCRH καταλληλότερο μέσο για 

τη διαφορική διάγνωση του συνδρόμου Cushing (35). Παρά τη 

χρησιμοποίσή της όμως ως διαγνωστικού εργαλείου στη διαφοροποίηση 

αιτιών πρόκλησης υπερκορτιζολαιμίας και υποκορτιζολαιμίας, μόνο 

περιορισμένος θεραπευτικός ρόλος έχει αποδοθεί μέχρι τώρα στην CRH 

(35).  

  

 

1.2 »≈”≈…” ≈Œ≈…ƒ… ≈’Ã≈Õ«” ”’Õƒ≈”«” ΤΗΣ CRH 

 

1.2.1 Κυτταρικοί Υποδοχείς 

Οι δράσεις της CRH επιτελούνται μετά από σύνδεσή της με ειδικούς 

μεμβρανικούς υποδοχείς. Οι υποδοχείς αυτοί αποτελούνται από 7 

διαμεμβρανικές έλικες και ανήκουν στη μεγάλη οικογένεια των Gs-

συνδεουσών πρωτεΐνών (36). Δύο τύποι υποδοχέων της CRH έχουν ήδη 

χαρακτηρισθεί. Ο πρώτος, CRH-R1, συνδέει την hCRH με υψηλή συγγένεια 

(Kd 0.95-2 nM) και κλωνοποιήθηκε από υπόφυση ανθρώπου (36), μυός (37) 

και εγκέφαλο επίμυος (Πίνακας 1.5) (38,39). Το γονίδιό του εντοπίζεται στο 

μακρύ βραχίονα του χρωμοσώματος 17 (17q12-q22) (40). Δύο διαφορετικές 

μορφές ματίσματος (splice variants) έχουν βρεθεί που κωδικοποιούν 
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πρωτεΐνες με 415 και 444 αμινοξέα αντίστοιχα. Η επικρατούσα μορφή είναι 

αυτή των 415 αμινοξέων. Στην Ν-τελική εξωκυτταρική περιοχή του 

υποδοχέα υπάρχουν 5 ισχυρές θέσεις γλυκοζυλίωσης. Επιπλέον, στην πρώτη 

και δεύτερη ενδοκυτταρική αγκύλη (loop) και στην C-τελική αλυσίδα 

υπάρχουν θέσεις φωσφορυλίωσης πρωτεúνικής κινάσης C, ενώ στο τρίτο 

ενδοκυτταρικό τμήμα απαντούν θέσεις φωσφορυλίωσης πρωτεúνικής 

κινάσης Α και καζεúνικής κινάσης ΙΙ. O πρώτος αυτός τύπος υποδοχέα 

παρουσιάζει περίπου 30% ομολογία με υποδοχείς αρκετών άλλων 

νευροπεπτιδίων όπως της καλσιτονίνης, της σεκρετίνης, του εντερικού 

αγγειοδραστικού πολυπεπτιδίου (VIP), της παραθυρεοειδικής ορμόνης και 

της εκλυτικής ορμόνης της γοναδοτροπίνης.  

Ο δεύτερος υποδοχέας (CRH-R2) έχει δύο φαρμακολογικά και 

ανατομικά διάφορες μορφές που διαφέρουν μόνο στη αμινο-τελική περιοχή. 

Ο πρώτος, CRH-R2a (Kd: 7.2-22 nM), κλωνοποιήθηκε από εγκέφαλο 

επίμυος (41), ενώ ο δεύτερος, CRH-R2b (Kd: 10-29 nM), απομονώθηκε από 

καρδιά και σκελετικό μυ μυός και ανθρώπου (42). Οι αντίστοιχες πρωτεΐνες 

αποτελούνται από 411 και 431 αμινοξέα. Και στους δύο τύπους υπάρχουν 

θέσεις Ν-γλυκοζυλίωσης καθώς και θέσεις φωσφωρυλίωσης πρωτεúνικής 

κινάσης C. Μέχρι στιγμής δεν είναι ακόμα γνωστή η τοπογράφηση του 

γονιδίου του δεύτερου τύπου υποδοχέα. Η χαμηλή συγγένεια της CRH για 

το δεύτερο αυτόν τύπο υποδοχέα αυξάνει την πιθανότητα ύπαρξης και 

άλλων ενδογενών αγωνιστών. ¸να από αυτά είναι ίσως η ουροκορτίνη, ένα 

αρχέγονο CRH-τύπου νευροπεπτίδιο, το οποίο παρουσιάζεται ισχυρότερο 

από την CRH στην πρόσδεση και ενεργοποίηση του CRH-R2 υποδοχέα 

(43). Ενισχυτικό αυτής της υπόθεσης είναι ότι, σε αντίθεση με την CRH, η 

κατανομή του ανασοαντιδρώντος πεπτιδίου ουροκορτίνη στον εγκέφαλο 

συμπίπτει με την ανατομική κατανομή των υποδοχέων CRH-R2 (44). Είναι 

λοιπόν πιθανό μελλοντικές μελέτες για την αποσαφήνιση της συγγένειας 

ουροκορτίνης/CRHR-2 να οδηγήσουν και στη μετονομασία αυτού του 
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υπότυπου υποδοχέα, ώστε αυτή να αντανακλά επιτυχέστερα στις 

πραγματικές του ιδιότητες.  

Αρκετές μελέτες δείχνουν ότι η CRH επάγει την ενεργότητα της 

αδενυλικής κυκλάσης στην υπόφυση (45), το σπλήνα (46) και σε αρκετές 

κυτταρικές σειρές (47,48), ενώ αυξάνεται με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο η 

παραγωγή του κυκλικού AMP (cAMP). ¼λοι οι υποδοχείς CRH έχουν 

θέσεις φοσφωρυλίωσης πρωτεúνικής κινάσης C (PKC), γεγονός που 

αναδεικνύει αυτήν τη βιοχημική οδό σε σημαντικότατο ρυθμιστή της 

δράσης της CRH. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι το σύστημα PKC είναι 

απαραίτητο για τη λειτουργική έκφραση του υποδοχέα της CRH, 

υποδηλώνοντας ακόμα μία διαπλοκή των συστημάτων PKC και αδενυλικής 

κυκλάσης (49).   

Η έκφραση των υποδοχέων της CRH είναι ευρύτατη στους διάφορους 

ιστούς {κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα (37-39,41,50), 

επινεφρίδια, αμφιβληστροειδής (42-44), σπλήνας (46), καρδιά και 

σκελετικοί μυς (53), ενδοθηλιακά κύτταρα αιμοφόρων αγγείων (55), δέρμα, 

ωοθήκες, πλακούντας, όρχεις και μυομήτριο (57)}, σηματοδοτώντας 

σημαντικούς βιολογικούς ρόλους της CRH στη φυσιολογία αυτών των 

οργάνων. 

 

1.2.2 Πρωτεΐνη πρόσδεσης της CRH (CRH-BP) 

Πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις ανοσοαντιδρώσας CRH (ir-CRH) 

ανιχνεύονται στην περιφερική κυκλοφορία και σε αγγεία που περιβάλλουν 

την πρόσθια υπόφυση (46). Ανιχνεύεται επίσης στο  αίμα εγκύων γυναικών 

(47). Στην περίπτωση αυτή προέρχεται από τον πλακούντα και αυξάνεται 

θεαματικά στο τρίτο τρίμηνο της κύησης και κατά τον τοκετό. Η CRH του 

πλάσματος είναι συνδεδεμένη με μια πρωτεΐνη μεταφοράς, η οποία είναι 

πρακτικά υπεύθυνη για το γεγονός ότι η CRH είναι σχεδόν μη ανιχνεύσιμη 

στο αίμα υπό φυσιολογικές συνθήκες (58). Αυτή η πρωτεΐνη πρόσδεσης της 
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CRH (CRH-binding protein, CRH-BP), συνδέει με υψηλή συγγένεια (Kd: 

0.4 nM) την hCRH, υψηλότερη ακόμα και από τη συγγένεια σύνδεσης της 

CRH με τον υποδοχέα τύπου Ι (Κd: 0,95-2 nM) (59). ¸χει δειχθεί ότι η 

σύνδεση αυτή ανταγωνίζεται τους υποδοχείς στη δέσμευση της CRH και 

εξουδετερώνει την ικανότητα της CRH να διεγείρει την έκλυση της 

κορτικοτροπίνης από κύτταρα υπόφυσης in vitro και in vivo. Επιπλέον, η 

συγγένεια πρόσδεσης της πρωτεΐνης αυτής με διάφορους ανταγωνιστές της 

CRH ποικίλλει σημαντικά, γεγονός που αντανακλά και σε σημαντικές 

φαρμακολογικές διαφοροποιήσεις της από τους υποδοχείς της CRH (59). 

Αποτελείται από 322 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 37 kDa (60). 

Συντίθεται κυρίως στο ήπαρ, ενώ εκφράζεται σε αρκετές περιοχές του 

εγκεφάλου και στον ανθρώπινο πλακούντα. Στον άνθρωπο το γονίδιό της 

τοπογραφείται στο μακρύ βραχίονα του χρωμοσώματος 5 (5q11.2-q13.3) 

(61). Είναι χαρακτηριστικό ότι σε αρκετές εγκεφαλικές δομές η CRH-BP 

εντοπίζεται μαζί με τον CRH και ενίοτε με τους υποδοχείς CRH (62). 

Υπολογίζεται ότι στον εγκέφαλο, περίπου 40-60% του πεπτιδίου CRH είναι 

συνδεδεμένο με την CRH-BP. Πράγματι, πιστεύεται ότι η CRH-BP επιτελεί 

σημαντικότατο φυσιολογικό ρόλο στον έλεγχο της βιοδιαθεσιμότητας και 

βιοδραστικότητας του πεπτιδίου στο κεντρικό νευρικό σύστημα και την 

υπόφυση. Τελευταία έχει προταθεί η χορήγηση υποστρωμάτων που βοηθούν 

στην αποδέσμευση της CRH από την CRH-BP στον εγκέφαλο, σαν ένα 

σημαντικό βήμα στη θεραπεία ασθενειών που χαρακτηρίζονται από χαμηλές 

συγκεντρώσεις βιοδραστικής CRH στον εγκέφαλο, όπως η νόσος Alzheimer 

(63). Eίναι επίσης πιθανός ο ρυθμιστικός ρόλος της στη βιοδραστικότητα 

της ουροκορτίνης με την οποία παρουσιάζει ιδιαίτερα μεγάλη χημική 

συγγένεια (Kd:  0.1 nM). Στον άνθρωπο εκφράζεται επίσης στο ήπαρ και 

στον πλακούντα, όπου πιθανά ρυθμίζει την ενεργότητα της CRH κατά τη 

διάρκεια της εγκυμοσύνης. Ελάχιστα είναι γνωστά όσον αφορά τους 

μοριακούς μηχανισμούς που ρυθμίζουν την έκφραση της CRH-BP. 
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Πρόσφατα πειράματα σε καλλιέργεια κυττάρων υπόφυσης δείχνουν ότι η 

ενεργότητα του επαγωγέα (promoter) της CRH-BP επάγεται από την cAMP 

αλλά και από τηνν ίδια την CRH (64). 

 

Ðίνακας 1.5. Θέσεις πρόσδεσης CRH, éäéότητες 

 

Aύξουσα σειρά 

συγγενείας 

μέγεθος (αμινοξέα) 

 

Kd (nM) 

1. CRH-BP� 322� 0,4� 

2. CRH-R1� 415� 0,95-2� 

3. CRH-R2a� 411� 7,2-22� 

4. CRH-R2b� 431� 10-29� 

 

Ο χαρακτηρισμός τριών διαφορετικών δεσμευτικών περιοχών CRH 

(υποδοχείς, πρωτεΐνη), η διαφορετική τους κατανομή και οι διαφορετικές 

φαρμακολογικές ιδιότητές τους, οδηγούν στην ύπαρξη ιδιότυπων 

λειτουργικών νευροβιολογικών συστημάτων για τη ρύθμιση και δράση της 

CRH (πίνακας 1.5). 

 

 

1.3 ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ CRH 

 

1.3.1 Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) 

 

Οι συγκεντρώσεις της CRH είναι πολύ μεγαλύτερες στον υποθάλαμο 

από ότι σε οποιαδήποτε άλλη περιοχή του εγκεφάλου (65). Πιό ειδικά, 

αÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH ›˜ÂÈ ·ÌÈ˜ÌÂıÙÂfl στον παρακοιλιακό πυρήνα του 

υποθαλάμου (PVN) καθώς και ÛÂ ορισμένες ÂÓ˘ıðÔË·Î·ÏÈÍές περιοχές 

ÛÙÔ  ÂÌÙÒÈÍ¸ ÕÂıÒÈÍ¸ ”˝ÛÙÁÏ· (ΚΝΣ) (66) σε μικρότερες 
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συγκεντρώσεις στο θάλαμο, τα βασικά γάγγλια, τον ιππόκαμπο, τον 

προμήκη μυελό και την παρεγκεφαλίδα. Πειράματα ανοσοϊστοχημείας 

“διπλής χρώσης” δείχνουν ότι σε νευρώνες πλούσιους σε CRH ενίοτε 

ανιχνεύονται και άλλοι χημικοί διαβιβαστές. Τέτοιοι είναι η αντιδιουρητική 

ορμόνη (αργινίνη-βασοπρεσσίνη (ΑVP)) (67), η ωκυτοκίνη (68), οι 

εγκεφαλίνες (69), η δυνορφίνη (70) και η νευροτενσίνη (71). Παρότι ο 

φυσιολογικός ρόλος αυτού του φαινομένου δεν έχει αποσαφηνιστεί, είναι 

πιθανό ότι στις περιπτώσεις αυτές συναντάται παρακρινής ή αυτοκρινής 

ρύθμιση του ενός πεπτιδίου από το άλλο. Παράλληλα, η εκπόλωση 

νευρώνων που περιέχουν πολλαπλά νευροπεπτίδια μπορεί να οδηγεί σε 

έκκριση πολλαπλών υποφυσιακών ορμονών. Η AVP είναι γνωστό ότι όχι 

μόνο επάγει την έκλυση κορτικοτροπίνης αλλά και ότι επιτείνει τις δράσεις 

της CRH στα κορτικοτρόφα υποφυσιακά κύτταρα.  

Η ρύθμιση της έκλυσης της υποθαλαμικής CRH έχει μελετηθεί 

εκτεταμένα τόσο in vivo όσο και iv vitro. Είναι γνωστές οι αλληλεπιδράσεις 

ανάμεσα στον άξονα ΗΡΑ και στους άλλους άξονες του stress. ¸τσι, έχει 

δειχθεί ότι η CRH ενεργοποιεί το κατεχολαμινεργικό σύστημα στο επίπεδο 

του locus coeruleus και ότι η επίδραση αυτή είναι παλίνδρομη (72). Η ίδια η 

CRH ασκεί αρνητική παλίνδρομη ρύθμιση στους νευρώνες CRH (73). Η 

σεροτονίνη, η ακετυλοχολίνη, οι κατεχολαμίνες και το νευροπεπτίδιο Υ 

επάγουν την έκλυση της CRH (73). Αντίθετα το σύστημα γ-

αμινοβουτυρικού οξέος (GABA) (74), η ενδοθηλίνη-3 (ΕΤ-3) (75), καθώς 

και τα ενδογενή οπιοειδή ασκούν κατασταλτικές δράσεις (76). Τα 

υποθαλαμικά ρυθμιστικά οπιοειδή πεπτίδια παράγονται από νευρώνες 

POMC στον τοξοειδή πυρήνα που εκλύουν ACTH, α-MSH και β-ενδορφίνη, 

όλα με κατασταλτικές δράσεις στην έκλυση CRH, ενώ νευρώνες CRH και 

AVP εκλύουν παράλληλα και τον κάππα-οπιοειδή αγωνιστή, δυνορφίνη 

(77). Τέλος, τα γλυκοκορτικοειδή που εκλύονται από το φλοιό των 

επινεφριδίων μετά από διέγερση με ACTH, ασκούν αρνητική παλίνδρομη 
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ρύθμιση τόσο στην υποφυσιακή έκλυση της ACTH όσο και στους 

υποθαλαμικούς νευρώνες CRH (76,77).   

 

 1.3.2 Περιφερικοί ιστοί 

     Εκτός από το ΚΝΣ, πεπτίδιο και mRNA του CRH ανιχνεύονται σε 

ένα σημαντικό αριθμό περιφερικών ÈÛÙών, ¸ð˘Ú ο μυελός και φλοιός των 

ÂðÈÌÂˆÒι‰ίων (78-80), οι πνεύμονες (78,81), τα Τ και Β λεμφοκύτταρα 

(82), Ô Ë˝ÏÔς αδένας (83,84), ÙÔ ð‹„ÍÒÂ·Ú (85), το ήπαρ (86), Ô 

ÛÙ¸Ï·˜Ôς, τÔ ‰˘‰ÂÍ·‰‹ÍÙıÎÔ (87) και το δέρμα (88). Σε ανθρώπινο 

φυσιολογικό μυελό και φλοιό επινεφριδίων εντοπίζεται σε κύτταρα που 

δημιουργούν πυκνά συμπλέγματα στα όρια φλοιού και μυελού (78). 

Ανιχνεύεται επίσης σε όγκους των χρωμιόφιλων κυττάρων των 

επινεφριδίων, τα φαιοχρωμοκυττώματα, όπου τόσο το πεπτίδιο όσο και το 

mRNA εμφανίζουν συγκεντρώσεις αντίστοιχες αυτών του υποθαλάμου 

(79,80). Παράλληλα ανιχνεύονται θέσεις πρόσδεσης CRH. Στο πάγκρεας, 

η CRH ανιχνεύεται σε ορισμένα κύτταρα που εμφανίζουν τοπογραφική 

σχέση με κύτταρα που παράγουν γλυκαγόνο (85). Ανοσοαντιδρόν πεπτίδιο 

ανιχνεύεται στο γαστρικό επιθήλιο και σε νευρικές ίνες στο 

δωδεκαδάκτυλο (87), ενώ πεπτίδιο και mRNA ανευρέθη επίσης στα Τ και 

Β λεμφοκύτταρα και στα ουδετερόφιλα (82). Στο δέρμα το γονίδιο της 

CRH εκφράζεται στα μελανοκύτταρα ενώ στα ίδια κύτταρα και στα 

κερατινοκύτταρα εκφράζεται επίσης το γονίδιο του υποδοχέα της CRH και 

της POMC (88). ∏χει προταθεί έτσι να γίνει δεκτή η ύπαρξη ενός 

αντιστοίχου τοπικού άξονα HPA στο ανθρώπινο δέρμα (88).  

 

1.3.3 Ανοσοποιητικό σύστημα 

   Σε κεντρικό επίπεδο η CRH εμφανίζεται να έχει αντι-φλεγμονώδεις 

και αναλγητικές ιδιότητες. Αυτές αποκαλύπτονται μέσα από 

αλληλεπιδράσεις του ανοσοποιητικού συστήματος και του άξονα ΗΡΑ σε 
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πολλαπλά επίπεδα. Συστατικά του ανασοποιητικού συστήματος και κυρίως 

η IL-1 δρουν κατά κανόνα επαγωγικά στον άξονα ΗΡΑ, διεγείροντας την 

έκλυση CRH. Τα παραγόμενα πεπτίδια ρυθμίζουν αμοιβαία την 

ανοσοαπόκριση. Τα γλυκοκορτικοειδή, τελικά προιόντα του άξονα ΗΡΑ, 

έχουν γνωστές ανοσοκατασταλτικές και αντιφλεγμονώδεις δράσεις, ενώ 

παράλληλα ασκούν αρνητική παλίνδρομη ρύθμιση στο όλο σύστημα (89).  

Η CRH παράγεται επίσης σε περιφερικές θέσεις φλεγμονής στον 

άνθρωπο και τον επίμυ (90,91). Πράγματι, ανοσοαντιδρώσα CRH και οι 

υποδοχείς της έχουν ανιχνευθεί στα Τ λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα, 

μακροφάγα, ινοβλάστες, ενδοθηλιακά και επιδερμικά κύτταρα (82,88). 

Παράλληλα με τις αυξημένες συγκεντρώσεις ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου 

στην περιοχή της φλεγμονής, παρατηρείται και αύξηση του αριθμού των 

αντίστοιχων υποδοχέων του στα λεμφοκύτταρα και τα μακροφάγα. Μιά 

τέτοια ταυτόχρονη θετική ρύθμιση υποδεικνύει πιθανότατα σημαντικές 

παρακρινείς/αυτοκρινείς δράσεις της περιφερικής CRH στη φλεγμονώδη 

αντίδραση. Καλά τεκμηριωμένη είναι η συμμετοχή της στην αντιμετώπιση 

του πόνου, γεγονός που επιτυγχάνεται με την επαγόμενη έκλυση οπιοειδών 

πεπτιδίων από τα φλεγμονώδη κύτταρα (92,93). Η CRH εδώ, σε αντίθεση με 

την συστηματική της έμμεση ανοσοκατασταλτική δράση, πιστεύεται ότι δρα 

σαν αυτοκρινής ή παρακρινής προ-φλεγμονώδης ρυθμιστής. Η τοπικά 

παραγόμενη CRH έχει δράσεις προ-φλεγμονώδους προ-κυτοκίνης, 

ενεργοποιεί δηλαδή τις φλεγμονώδεις δράσεις των κυτοκινών και άλλων 

ρυθμιστών, ενώ η ανοσοεξουδετέρωσή της οδηγεί σε καταστολή της 

φλεγμονής. Αντίθετα, άλλοι ερευνητές υποστηρίζουν ότι και η περιφερική 

CRH παρουσιάζει αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες (93). Πολύ πρόσφατα 

πειράματα, σε μια πρώτη προσπάθεια να αποσαφηνίσουν το ρόλο της 

περιφερικής CRH, δείχνουν ότι πιθανά δρα με διαφορετικό αποτέλεσμα, 

ανάλογα με την εκάστοτε τοπική της συγκέντρωση (94). Χαμηλές 

συγκεντρώσεις CRH είναι αντιφλεγμονώδεις, ενώ μεγάλες έχουν σαφείς 
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προ-φλεγμονώδεις δράσεις. Αυτό προϋποθέτει και την ύπαρξη δύο εντελώς 

διαφόρων μηχανισμών τοπικής δράσης της CRH στη φλεγμονώδη 

αντίδραση οι οποίοι χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης (94). 

 

 

1.4 ¡IA—A–A√U√EEΟ OΥOO«IA 

 

1.4.1 ºÒ˜ÂÈÚ 

¡ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Òώσα CRH ανιχνεύεται στους όρχεις αρκετών ειδών 

συμπεριλαμβανομένων των ανθρώπων. Ειδικότερα, αυτή εντοπίζεται στα 

κύτταρα Leydig, σε σπερματικά κύτταρα και σπερματοζωάρια (95-98). Στον 

άνθρωπο και τον επίμυ η CRH δρα μέσω ειδικών υποδοχέων 

αυτοκρινικά/παρακρινικά στα ίδια κύτταρα παραγωγής της, δηλαδή τα 

Leydig, καταστέλλοντας την επαγόμενη από γοναδοτροπίνη παραγωγή 

τεστοστερόνης (98). Στα ίδια κύτταρα εντοπίζεται και η σεροτονίνη (5ΗΤ), 

η οποία, σε αντιστοιχία με τον υποθάλαμο, επάγει την παραγωγή της 

ορχικής CRH (99). Χαρακτηριστικό είναι ότι στους όρχεις οι υποδοχείς της 

CRH δεν φαίνεται να συνδέονται με τις Gs πρωτεΐνες, έτσι οι δράσεις της 

επιτελούνται μέσω ενεργοποίησης της πρωτεúνικής κινάσης C (100). Οπως 

θα περίμενε κανείς, η χοριονική γοναδοτροπίνη (hCG) και η LH επάγουν 

την έκλυση της ορχικής CRH, η οποία στη συνέχεια καταστέλλει την 

επαγωγική δράση τους στην παραγωγή τεστοστερόνης. ¸τσι και στους 

όρχεις, παράλληλα με την κεντρική αντι-αναπαραγωγική δράση της σε 

επίπεδο υποθαλάμου, η CRH συμπεριφέρεται ως αντι-αναπαραγωγική 

ορμόνη και ως σημαντικός αρνητικός ρυθμιστής της λειτουργίας των 

κυττάρων Leydig. Αν και δεν έχουν πλήρως αποσαφηνιστεί οι τοπικές 

παρακρινείς του δράσεις, τα δεδομένα συνηγορούν σε ελαττωμένη 

αναπαραγωγική λειτουργικότητα που προκαλείται από την CRH σε τοπικό, 

νευροενδοκρινικό και επίπεδο συμπεριφοράς, απαραίτητη κάτω από 
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συνθήκες stress. Ανώμαλη παραγωγή της ορχικής CRH πιθανά ευθύνεται 

για ορισμένες δυσλειτουργίες των ανδρικών γονάδων. Αντίθετα, 

διαφορετική εικόνα παρατηρείται στο μυ όπου, πρόσφατα αποτελέσματα 

δείχνουν ότι, η CRH διεγείρει, κατά δοσοεξαρτώμενο τρόπο, την παραγωγή 

τεστοστερόνης από πρωτογενείς καλλιέργειες φυσιολογικών και καρκινικών 

κυττάρων Leydig (101,102). 

 

1.4.2 Ωοθήκες 

Οπως καταδεικνύεται από πειράματα ανοσοúστοχημείας, στις 

φυσιολογικές ωοθήκες ανθρώπου και επίμυ, ανοσοαντιδρώσα CRH 

εντοπίζεται στα θυλακώδη και στρωματικά κύτταρα που περιβάλουν το 

ωοθηλάκιο σε όλη τη διάρκεια του έμμηνου κύκλου (103,104). Ανιχνεύεται 

επίσης στα ωοκύτταρα και το ωοθηλακικό υγρό. Επιπλέον λειτουργικοί 

υποδοχείς ανιχνεύονται στα ίδια κύτταρα και στον ωοφόρο δίσκο καθώς και 

στο ωχρό σωμάτιο. Πρόσφατα ανιχνεύθηκαν και τα μεταγραφήματα της 

CRH και του τύπου Ι υποδοχέα της στα θυλακώδη και στα στρωματικά 

ωοθηκικά κύτταρα του ανθρώπου (105). Με ανοσοφθορισμό ανιχνεύεται 

επίσης στα ανοσοαντιδρώσα CRH-BP στα ίδια κύτταρα αλλά όχι και το 

μεταγράφημά της, υπονοώντας ότι πιθανά αυτή προέρχεται από την 

περιφερική κυκλοφορία (105).  

Ο βιολογικός ρόλος της CRH στις ωοθήκες παραμένει άγνωστος. 

Αξιολογώντας τις φυσιολογικές της δράσεις σε άλλα συστήματα, 

συμπεραίνεται ότι κατ’ αντιστοιχία, πιθανά παρεμβαίνει σε τοπικά 

φλεγμονώδη φαινόμενα (ωορρηξία και ωχρινοποίηση) που συμβαίνουν στις 

γονάδες (103). Είναι πιθανή η δράση της σαν προ-φλεγμονώδης κυτοκίνη, 

άμεσα ή και έμμεσα, μέσω ενεργοποίησης της Ιντερλευκίνης-1β. Ο δεύτερος 

ρόλος που αποδίδεται στην ωοθηκική CRH είναι η συμμετοχή της στη 

βιοσύνθεση των στεροειδών ορμονών, σε αντιστοιχία με την επίδρασή της 

στη βιοσύνθεση τεστοστερόνης από τα κύτταρα Leydig των όρχεων. 
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Πράγματι, είναι γνωστός ο κατασταλτικός ρόλος της στη βιοσύνθεση των 

ωοθηκικών στεροειδών ορμονών από τα κύτταρα της έσω θήκης, δράση που 

μπορεί να είναι άμεση ή να ρυθμίζεται και πάλι από την τοπική παραγωγή 

κυτοκινών και τυχόν άλλων ρυθμιστών. Η CRH-BP πιθανά λειτουργεί ως 

εξω-ωοθηκικός ρυθμιστής που ελέγχει τις ποσότητες της ελεύθερης 

ωοθηκικής-CRH που μπορεί να συνδεθεί με τον υποδοχέα της στο 

διαμέρισμα των θυλακωδών κυττάρων. Στα ανωτέρω συμπεράσματα 

οδηγούν ο εντοπισμός της CRH-BP στα ίδια κύτταρα με την CRH καθώς και 

η υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης που παρουσιάζει αυτή σε σχέση με τον 

υποδοχέα της CRH (105). H συγκέντρωση της ανοσοαντιδρώντος 

ωοθηκικής CRH είναι υψηλότερη στους νεώτερους, αναπαραγωγικά 

ενεργούς οργανισμούς, σε σχέση με τους ηλικιωμένους, υποδηλώνοντας ότι 

η ωοθηκική CRH είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική λειτουργία των 

ωοθηκών κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής ηλικίας (106). Στην 

παραπάνω υπόθεση συνηγορούν και οι παρατηρούμενες χαμηλές 

συγκεντρώσεις ωοθηκικής CRH σε ασθενείς με σύνδρομο πολυκυστικών 

ωοθηκών, μια παθολογική κατάσταση που χαρακτηρίζεται από ελαττωμένη 

αναπαραγωγική λειτουργία (104). 

 

1.4.3 —Î·ÍÔ˝ÌÙ·Ú 

Πρόσφατες μελέτες ›˜ουν ‰ÂίξÂι ¸ÙÈ η CRH ·ÌÈ˜ÌÂ˝ÂÙ·È ÛÂ 

ÈÛÙÔ˝Ú ÙÔı ·Ì·ð·Ò·„˘„ÈÍÔ˝ ÛıÛÙfiÏ·ÙÔÚ Í·Ù‹ ÙÁ ‰È‹ÒÍÂÈ· ÙÁÚ 

Â„ÍıÏÔÛ˝ÌÁÚ. —Ò‹„Ï·ÙÈ ›˜ÂÈ ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl ¸ÙÈ ÂÏ‚Òı˙ÍÔfl 

(ðÎ·ÍÔıÌÙÈ·Ífi ÙÒÔˆÔ‚Î‹ÛÙÁ, ÙÔ ˜¸ÒÈÔ Í·È ‹ÏÌÈÔ) Í·È ÏÁÙÒÈÍÔfl 

(ˆË·ÒÙ¸Ú) ÈÛÙÔfl ðÂÒÈ›˜ÔıÌ ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH (107,108). Εκτός 

από το πεπτίδιο 41-αμινοξέων, ανιχνεύονται και άλλες ανοσοδραστικές 

μορφές, μεγαλύτερου μοριακού βάρους, που πιθανά αναπαριστούν 

πρόδρομα μόρια. O πλακούντας αποτελεί και την κύρια πηγή παραγωγής 

ανοσοαντιδρώσας CRH στην κυκλοφορία τόσο της μητέρας όσο και του 
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εμβρύου. Χαρακτηριστικό είναι ότι ανάμεσα σε όλα τα είδη που έχουν 

μελετηθεί μέχρι τώρα, σημαντική παραγωγή CRH στον πλακούντα 

παρατηρείται μόνο στον άνθρωπο. Η CRH-BP επίσης παράγεται από τον 

ανθρώπινο πλακούντα και πιθανά αποτελεί έναν από τους κυριότερους 

παράγοντες ρύθμισης της CRH κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης 

(109,110). Ανιχνεύεται κυρίως στο αμνιακό επιθήλιο, στο χόριο και στο 

συγκύτιο καθώς και στο φθαρτό. Σημαντικός αριθμός ομοιογενών 

υποδοχέων εντοπίζονται κυρίως στην κυτιοτροφοβλάστη, ενώ χημική 

συγγένειά τους με την ανθρώπινη CRH (Kd: 1.25 nM) παραπέμπει 

πιθανότατα στον υποδοχέα τύπου Ι (111-113).  

Στον πλακούντα η έκλυση της CRH επηρεάζεται από διάφορους 

παράγοντες σε αντιστοιχία με τον υποθάλαμο (114). Τα γλυκοκορτικοειδή 

όμως επάγουν την έκφραση του γονιδίου της CRH σε αντίθεση με την 

κατασταλτική δράση τους στο επίπεδο του υποθαλάμου (115). Η 

Ιντερλευκίνη-1, όπως και στον υποθάλαμο, διεγείρει την παραγωγή και 

έκλυση της πλακουντιακής CRH (116). Οι κυτοκίνες επίσης διεγείρουν την 

έκλυση των προσταγλανδινών Ε2 και F2α, ενώ αυτές με τη σειρά τους 

επάγουν την έκλυση της CRH και της ACTH (117). Αντίθετα, τα 

γλυκοκορτικοειδή καταστέλλουν την παραγωγή κυτοκινών, πιθανότατα 

εξισορροπώντας έτσι την άμεση επαγωγική τους δράση στην παραγωγή της 

πλακουντιακής CRH. Το νευροπεπτίδιο Υ, η αγγειοτενσίνη ΙΙ, η αργινίνη 

βασοπρεσσίνη και η ωκυτοκίνη αυξάνουν την έκλυση CRH σε καλλιέργειες 

κυττάρων τροφοβλάστης (118). Από τους νευροδιαβιβαστές, η 

νορεπινεφρίνη και η ακετυλοχολίνη είναι οι πλεόν ισχυροί επαγωγείς της 

έκλυσης CRH (118,119). Η προγεστερόνη τέλος παρουσιάζει 

δοσοεξαρτώμενες κατασταλτικές δράσεις (120,121). ¸τσι κατά τη διάρκεια 

της εγκυμοσύνης η παραγωγή της πλακουντιακής CRH αντικατοπτρίζει ένα 

ισοζύγιο και ρυθμίζεται θετικά από την κορτιζόλη και αρνητικά από την 

προγεστερόνη. 
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Ο βιολογικός ρόλος της πλακουντιακής CRH δεν έχει αποσαφηνιστεί. 

Πιθανά συμμετέχει στη συστηματική ρύθμιση του άξονα ΗΡΑ της μητέρας 

στις ανάγκες της εγκυμοσύνης ή στην ανάπτυξη της εμβρυικής ζώνης των 

επινεφριδίων του κυήματος. ¢λλη σημαντικότατη λειτουργία είναι η 

συμμετοχή της στη διευκόλυνση του τοκετού, ρυθμίζοντας την 

ευερεθιστότητα και συσπαστικότητα του μυομητρίου μέσω της αύξησης των 

προσταγλανδινών και της ευαισθητοποίησης του μυομητρίου στην 

ωκυτοκίνη (108,124).  

Τελευταία έχει δειχθεί ότι στον πλακούντα εκφράζεται και το γονίδιο 

της ουροκορτίνης και παράγεται ανοσοαντιδρόν πεπτίδιο (125), γεγονός που 

υποστηρίζει τη θεωρία ότι οι αναπαραγωγικοί ιστοί εκφράζουν μεγάλο 

αριθμό νευροενδοκρινών πεπτιδίων με πολλαπλούς, διαπλεκόμενους, 

μηχανισμούς δράσης.  

 
Συμπερασματικά, η CRH που απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε πριν 

από 16 περίπου χρόνια, αποτελεί τώρα το επίκεντρο μιας οικογένειας από 

καινούρια ευρύτατα διαδεδομένα βιοδραστικά μόρια, τα οποία δρουν μέσω 

ειδικών διαμεμβρανικών υποδοχέων του τύπου που περιγράψαμε, μια 

πρωτεΐνη που έχει την ιδιότητα να εξουδετερώνει τη βιολογική 

δραστικότητα του πεπτιδίου και ένα νέο συγγενές ξεχωριστό υπόστρωμα, η 

ουροκορτίνη. Η διερεύνηση αυτού του περίπλοκου ρυθμιστικού συστήματος 

ως συνόλου βρίσκεται ακόμα στα πρώτα της βήματα και από αυτήν 

αναμένονται σημαντικές πληροφορίες που θα βοηθήσουν στην πληρέστερη 

κατανόηση πολλών φυσιολογικών λειτουργιών/δυσλειτουργιών του 

οργανισμού, τόσο σε κεντρικό όσο και περιφερικό επίπεδο.  

1.5 ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΟ 

 

1.5.1 ΙΣΤΟΛΟΓΙΑ/ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ 
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 Το γεννητικό σύστημα του θήλεος αποτελείται από τα εσωτερικά 

γεννητικά όργανα και συγκεκριμένα τις ωοθήκες, τους ωαγωγούς 

(σάλπιγγες), τη μήτρα και τον κόλπο, καθώς και από τα εξωτερικά γεννητικά 

όργανα, δηλαδή το εφήβαιο, το αιδοίο και την κλειτορίδα (εικ. 1.6). Η μήτρα 

είναι ένα μυώδες όργανο στο οποίο καταλήγουν οι δύο ωαγωγοί και 

διαιρείται σε τρία τμήματα, τον πυθμένα, το σώμα και τον τράχηλο. Το 

σώμα και ο πυθμένας της μήτρας έχουν τοιχώματα από δέσμες λείου μυúκού 

ιστού που διατάσσονται σε τρεις στοιβάδες (μυομήτριο), ενώ επενδύονται 

από το ενδομήτριο, ένα εξειδικευμένο βλεννογόνο αποτελούμενο από αδένες 

και στηρικτικό στρώμα. 

 

≈ÈÍ¸Ì· 1.6. √ÂÌÌÁÙÈÍ¸ Û˝ÛÙÁÏ· ËfiÎÂ˘Ú. Διακρίνονται οι 

ωοθήκες, οι ωαγωγοί (σάλπιγγες), η μήτρα και ο κόλπος. 

 

 

 

1.5.2  ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 
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 Το ενδομήτριο, σε αντιδιαστολή με τους υπόλοιπους επιθηλιακούς 

ιστούς, δεν έχει στατική μορφολογία. Κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής 

ηλικίας, η ιστολογική εικόνα του φυσιολογικού ενδομητρίου ποικίλλει 

καθημερινά, ακολουθώντας ένα κανονικό κυκλικό ρυθμό, τον έμμηνο 

κύκλο. Οι κυκλικές αυτές αλλαγές είναι άμεσα συνδεμένες με την ορμονική 

λειτουργία των ωοθηκών, οι οποίες με τη σειρά τους ρυθμίζονται από την 

κυκλική έκκριση των γοναδοτροπινών ορμονών της υπόφυσης και 

συγκεκριμμένα της ωοθηλακιοτρόπου (FSH) και της ωχρινοτρόπου ορμόνης 

(LH). ¸τσι δημιουργείται ένας μηχανισμός παλίνδρομης αλληλορύθμισης, ο 

άξονας υποθάλαμος-υπόφυση-γονάδες (ΗPG axis). Κατά την διάρκεια της 

εμμηνορρυσίας παρατηρείται απόπτωση της επιφανειακής, λειτουργικής, 

στοιβάδας του ενδομητρίου με τη μορφή αιμορραγίας και παραμένει μόνο το 

βασικό ενδομήτριο. Η αυξανόμενη έκκριση οιστρογόνων από τις ωοθήκες, 

οδηγεί σε διέγερση της μιτωτικής δραστηριότητας του βασικού τμήματος 

των ενδομητρικών αδένων και του στρώματος. Σε αυτή την παραγωγική 

(οιστρογονική) φάση, αποκαθίσταται και παχύνεται η λειτουργική 

ενδομήτρια στοιβάδα που αποτελείται από ευθείς σωληνωτούς αδένες μέσα 

στο στρώμα (εικ. 1.7). Η ακόλουθη ωορρηξία που συμπίπτει με τη μέγιστη 

συγκέντρωση εκλυομένης LH και FSH από την υπόφυση, οδηγεί στην 

έναρξη της εκκριτικής φάσης του έμμηνου κύκλου. Κάτω από την επίδραση 

της προγεστερόνης, το ενδομήτριο φτάνει στο υψηλότερο σημείο της  

 

 

 

 

 

≈ÈÍ¸Ì· 1.7. ≈Ì‰ÔÏfiÙÒÈÔ Í·Ù‹ ÙÁÌ ð·Ò·„˘„ÈÍfi ˆ‹ÛÁ (7Á 

Ï›Ò· ÙÔı Í˝ÍÎÔı). Στην παραγωγική (οιστρογονική) φάση, 

αποκαθίσταται η λειτουργική ενδομήτρια στοιβάδα που αποτελείται από 
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ευθείς σωληνωτούς αδένες μέσα στο στρώμα. To στρώμα εμφανίζεται 

διογκωμένο και με έντονη αγγείωση. (Ann NY Acad Sci 622:10, 1991) 
 

 

  

 

 

μορφολογικής του ανάπτυξης και εκκριτικής δραστηριότητας (εικ. 1.8). Το 

πάχος του βλεννογόνου γίνεται διπλάσιο από αυτό της παραγωγικής φάσης. 

Η επιφάνεια παρουσιάζεται ανώμαλη και πορώδης. Η διόγκωση των 

τριχοειδών γύρω από τους αδένες προκαλεί υπεραιμία. Αυτή η άσηπτη, 

εξοιδηματική, φλεγμονώδης αντίδραση που προετοιμάζει το ενδομήτριο για 

το επερχόμενο γονιμοποιημένο ωάριο, οδηγεί στη φθαρτοποίηση του 

ενδομητρίου και αποβλέπει στην επιτυχή εμφύτευσή του γονιμοποιημένου 

ωαρίου στην ενδομητρική κοιλότητα και την έναρξη της κύησης (εικ. 1.9). 

Ο όρος εμφύτευση περιλαμβάνει εφαρμογή, εναπόθεση (apposition), 

σύνδεση (attachment) και τέλος εισβολή (nidation) της βλαστοκύστης στο 

ενδομήτριο, σε μια διαδικασία στην οποία συμμετέχουν ενεργά τόσο η 

βλαστοκύστη όσο και το ενδομήτριο. Η εμφύτευση που διευκολύνεται με 

την ταυτόχρονη χαλάρωση των λείων μυúκών ινών του μυομητρίου, απαιτεί 

ένα μορφολογικά και γενετικά φυσιολογικό έμβρυο και ένα  
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≈ÈÍ¸Ì· 1.8. ≈Ì‰ÔÏfiÙÒÈÔ Í·Ù‹ ÙÁÌ ÂÍÍÒÈÙÈÍfi ˆ‹ÛÁ (17Á 

Ï›Ò· ÙÔı Í˝ÍÎÔı). Το πάχος του βλεννογόνου γίνεται διπλάσιο από 

αυτό της παραγωγικής φάσης. Η επιφάνεια παρουσιάζεται ανώμαλη και 

πορώδης. Οι αδένες εμφανίζουν σχηματισμούς “S” και καταλαμβάνουν το 

μεγαλύτερο τμήμα. (Ann NY Acad Sci 622:16, 1991) 
 

 

 

 

 

 

επιδεκτικό ενδομήτριο. Εάν δεν λάβει χώρα εμφύτευση του ωαρίου και 

εγκυμοσύνη, η έλλειψη ορμονικής υποστήριξης από τις ωοθήκες οδηγεί σε 

υποστροφή και απόπτωση των νεκρωμένων αδένων και κυττάρων του 

στρώματος. Η αποβολή τους μαζί με αίμα ως εμμηνορρυσιακά απόβλητα 

σηματοδοτεί και την έναρξη του επόμενου έμμηνου κύκλου. 
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≈ÈÍ¸Ì· 1.9. √ÔÌÈÏÔðÔflÁÛÁ Í·È Âμˆ˝ÙÂıÛÁ. Διακρίνεται η 

πορεία του ωαρίου από τις ωοθήκες έως την εμφύτευση του στην 

ενδομητρική κοιλότητα. 
 

 

 

 

 

 

1.5.3 ΟΠΙΟΕΙΔΗ ΠΕΠΤΙΔΙΑ ΤΟΥ ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΟΥ 

 

 Είναι γνωστή η συμμετοχή των οπιοειδών πεπτιδίων στην κεντρική 

ρύθμιση του γυναικείου αναπαραγωγικού συστήματος. Η ταυτόχρονη 

έκφρασή τους στα γυναικεία αναπαραγωγικά όργανα  σηματοδοτεί και το 

σημαντικότατο περιφερικό φυσιολογικό τους ρόλο. Πρόσφατα καταδείξαμε 

ότι τα γονίδια της προεγκεφαλίνης, προδυνορφίνης και 

προοπιομελανοκορτίνης εκφράζονται στη μήτρα (126-128). Στο ανθρώπινο 

ενδομήτριο τα μεγέθη των μεταγραφημάτων των γονιδίων της 
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προδυνορφίνης και προοπιομελανοκορτίνης είναι 2,3 και 1,2 Kb αντίστοιχα, 

όμοια δηλαδή αυτών της υπόφυσης. Η εκλυόμενη β-ενδορφίνη παρουσιάζει 

κανονικό μοριακό βάρος ενώ η εκλυόμενη δυνορφίνη έχει μοριακό βάρος 

περίπου 8 kD (126,128).  Η ρύθμιση των ενδομητρικών οπιοειδών πεπτιδίων 

παρουσιάζει ομοιότητες με αυτήν του υποθαλάμου και της υπόφυσης. 

Συγκεκριμένα, η έκλυση της β-ενδορφίνης καταστέλλεται από τα 

οιστρογόνα, τα γλυκοκορτικοειδή και τη μιφεπριστόνη (RU486), ενώ δεν 

επηρεάζεται σημαντικά απο την προγεστερόνη και την GnRH (127). 

Αντίθετα, η έκλυση της δυνορφίνης επάγεται από την GnRH, ενώ δεν 

επηρεάζεται από τις στεροειδείς ορμόνες (128). Είναι λοιπόν πιθανόν οι 

τοπικές δράσεις των οπιοειδών στη μήτρα να ακολουθούν εντελώς ξέχωρες 

βιολογικές οδούς, που είναι ειδικές για κάθε οικογένεια ενδογενών 

πεπτιδίων. Επιπλέον, τα ενδομητρικά κύτταρα είναι επιδεκτικά στη δράση 

των οπιοειδών πεπτιδίων καθώς εκφράζουν τους κ1, κ2 και κ3 οπιοειδείς 

υποδοχείς (129). Είναι γνωστό ότι η β-ενδορφίνη αυξάνει τη συγκέντρωση 

του υποδοχέα των οιστρογόνων στα ενδομητρικά επιθηλιακά κύτταρα, 

επηρεάζοντας έτσι τη δεκτικότητα του ενδομητρίου στη δράση των 

οιστρογόνων (128). Εκτός από το ενδομήτριο, τα ενδομητρικά οπιοειδή 

πεπτίδια ίσως επιδρούν και στο μυομήτριο, καθώς είναι γνωστές οι 

μυοχαλαρωτικές δράσεις τους στις λείες μυúκές ίνες. Είναι λοιπόν πιθανό 

ότι συμμετέχουν στη ρύθμιση της συσταλτικότητας του μυομητρίου, 

επιτείνοντάς την αρχικά, λόγω μείωσης της β-ενδορφίνης που προκαλείται 

από την αύξηση των οιστρογόνων μέχρι την ωορηξία, γεγονός απαραίτητο 

τόσο για την απαιτούμενη μετακίνηση του ωαρίου στις σάλπιγγες, όσο και 

την αντίστοιχη προώθηση του σπερματοζωαρίου. Κατά τη δεύτερη φάση 

του κύκλου αντίθετα, η μείωση των οιστρογόνων, αυξάνει τα επίπεδα της 

παραγόμενης β-ενδορφίνης, οι μυοχαλαρωτικές δράσεις της οποίας είναι 

τώρα απαραίτητες για την ακόλουθη εναπόθεση/εμφύτευση της 

βλαστοκύστης. Είναι επίσης γνωστό ότι τα οπιοειδή πεπτίδια έχουν 
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ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες οι οποίες είναι δυνατό να βοηθούν στη μη 

απόρριψη της φέρουσας και ξένο (πατρικό) γενετικό υλικό εμφυτευόμενης 

βλαστοκύστης (126, 128).  

 

 

1.6 ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΕΡΩΤΗΜΑ 

 

Η έκφραση της CRH και των υποδοχέων της σε αναπαραγωγικούς 

ιστούς (πλακούντας, ωοθήκες, όρχεις), υποδηλώνει ότι εκτός από ÙÈÚ Í·Î‹ 

ÙÂÍÏÁÒÈ˘Ï›ÌÂÚ ·ÌÙÈ·Ì·ð·Ò·„˘„ÈÍ›Ú ‰Ò‹ÛÂÈÚ ÙÔı πεπτιδίου ÛÂ 

ÍÂÌÙÒÈÍ¸ ÂðflðÂ‰Ô, flÛ˘Ú αυτό ıðÂÈÛ›Ò˜ÂÙ·È και ÛÙÁ ˆıÛÈÔÎÔ„fl· ÙÔı 

·Ì·ð·Ò·„˘„ÈÍÔ˝ ÛıÛÙfiÏ·ÙÔÚ ÛÂ ðÂÒÈˆÂÒÈÍ¸ ÂðflðÂ‰Ô. Οπως δείξαμε 

σε προηγούμενες εργασίες μας (126-128), τα ανθρώπινα επιθηλιακά 

ενδομητρικά κύτταρα εκφράζουν το γονίδιο της POMC και εκλύουν τα 

τελικά της προ˙όντα. Είναι λοιπόν πιθανή η ύπαρξη ενός τοπικού 

CRH/POMC άξονα και στο ενδομήτριο και η ακόλουθη συμμετοχή του σε 

σημαντικά φαινόμενα της ενδομητρικής κοιλότητας. 

Ως εκ τούτου, στόχο του παρόντος ερευνητικού προγράμματος 

αποτέλεσε η μελέτη της έκφρασης, της ρύθμισης και του βιολογικού ρόλου 

της CRH στο ενδομήτριο. ∏τσι μελετήθηκε η παρουσία του 

μεταγραφήματος της CRH και του τελικού πεπτιδικού προιόντος στο 

ανθρώπινο ενδομήτριο και στη μήτρα του επίμυος. Επίσης μελετήθηκε η 

επίδραση παραγόντων της φυσιολογίας του ενδομητρίου (στεροειδών 

ορμονών, προγεστερόνης, προσταγλανδινών, κυτοκινών) στη ρύθμιση της 

ενδομητρικής CRH. Τέλος, διερευνήθηκε η αυτόνομη ή, από κοινού με 

άλλους παράγοντες, συμμετοχή της CRH σε βασικά φυσιολογικά 

φαινόμενα της ·Ì·ð·Ò·„˘„ÈÍά ενεργής ενδομητρικής κοιλότητας, όπως η 

φθαρτοποίηση και η εμφύτευση του ωαρίου. 
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Πιο συγκεκριμένα προσδιορίσθηκαν: 

 

α) η έκφραση του γονιδίου της CRH σε ανθρώπινα φυσιολογικά και 

αδενοκαρκινικά επιθηλιακά ενδομητρικά κύτταρα καθώς και στη μήτρα του 

επίμυος με Northern ανάλυση του αντίστοιχου mRNA 

β) ο κυτταρικός εντοπισμός του ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου στο 

ανθρώπινο ενδομήτριο και τη μήτρα του επίμυος με 

ανοσοφθορισμό/ανοσοúστοχημεία 

γ) το μέγεθος του εκλυομένου τελικού προúόντος/πεπτιδίου με 

χρωματογραφία μοριακής διήθησης 

ε) η παραγωγή/έκλυση του πεπτιδίου σε βασικές συνθήκες από 

καλλιέργεια ανθρώπινων ενδομητρικών κυττάρων  

στ) η ρύθμιση της έκλυσης του πεπτιδίου από καλλιέργεια 

ανθρώπινων ενδομητρικών κυττάρων  

ζ) η ρύθμιση της δραστικότητας του επαγωγέα του γονιδίου της 

CRH από τις στεροειδείς ορμόνες, τις ιντερλευκίνες και τις προσταγλανδίνες  

η) η in vitro επίδραση της CRH στη φθαρτοποίηση των 

στρωματικών κυττάρων του ανθρώπινου ενδομητρίου και ο πιθανός 

μηχανισμός δράσης της CRH στη φθαρτοποίηση 

θ) η in vitro επίδραση της CRH σε παράγοντες που συμμετέχουν στη 

φθαρτοποίηση του ενδομητρίου, όπως οι ιντερλευκίνες και η 

προσταγλανδίνη Ε2 
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        ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1. —ÂÈÒ·Ï·Ù¸Ê˘· 

◊ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍ·Ì ËÁÎıÍÔfl ÂðflÏıÂÚ Sprague-Dawley (Charles 

Rivers, Italy) ‚‹ÒÔıÚ  220-250 gr. ‘· ðÂÈÒ·Ï·Ù¸Ê˘· Âfl˜·Ì 

ÙÔðÔËÂÙÁËÂfl σε ÍÎ˘‚¸ Í·Ù‹ ÙÁÌ ·Ì‹ðÙıÓÁ, ÛÂ ‰˘Ï‹ÙÈÔ ÏÂ ÛÙ·ËÂÒfi 

ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· 23-25 ÔC Í·È ÏÂ Í˝ÍÎÔ ˆ˘Ù¸Ú-ÛÍ¸ÙÔıÚ 14-10 ˘Ò˛Ì. 

‘Ò›ˆÔÌÙ·Ì ÏÂ σταθερή ÙÒÔˆfi ðÂÈÒ·Ï·ÙοÊώ˘Ì Í·È ›ðÈÌ·Ì ÌÂÒ¸ Í·Ù‹ 

‚Ô˝ÎÁÛÁ. Θηλυκά ζώα αφέθησαν όλη τη νύκτα από κοινού με ενήλικα 

αρσενικά. Επιβεβαίωση της συνουσίας έγινε το επόμενο πρωί (1η ημέρα 

κύησης) με την ανίχνευση σπερματοζωαρίων στις κολπικές εκκρίσεις. Είναι 

τεκμηριωμένο ότι στους επίμυες, η εμφύτευση του ωαρίου αρχίζει 96 με 

106 ώρες μετά τη γονιμοποίηση και συνδυάζεται με αύξηση της 

εξοιδημάτωσης στη θέση εμφύτευσης της βλαστοκύστης. ∏τσι, στις 9:00 

πμ της 6ης ημέρας κύησης, τα ζώα δέχθηκαν ενδοφλέβια 0,5 χιλιοστόλιτρα 

διαλύματος Evans blue (1% σε ορό), χρωστική που επιτρέπει την οπτική 

παρατήρηση αυτού του φαινομένου χρωματίζοντας κυανές τις θέσεις 

εμφύτευσης. 15 λεπτά αργότερα τα ζώα θανατώθηκαν με αποκεφαλισμό 

και αφαιρέθηκε η μήτρα. ∏γινε διαχωρισμός των θέσεων εμφύτευσης 

(κυανόχροων) και των ενδιαμέσων (άχροων) περιοχών. Μέρος των 

δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε για ανοσο˙στοχημεία ενώ τα υπόλοιπα 

καταψύχθηκαν σε υγρό άζωτο για Northern ανάλυση του μεταγραφήματος 

της CRH. 

 

2.2.  ·ÎÎÈ›Ò„ÂÈα ενδομητρικών ÍıÙÙάÒωÌ Ishikawa 

Τα κύτταρα Ishikawa είναι σειρά προερχόμενη από καλά 

διαφοροποιημένο ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα ενδομητρίου (130). 

Εκφράζουν τον υποδοχέα των οιστρογόνων και της προγεστερόνης in vitro, 

ενώ αποκρίνονται στα οιστρογόνα με αύξηση του κυτταρικού τους 

πολλαπλασιασμού και αύξηση της συγκένρωσης των υποδοχέων της 

προγεστερόνης (131,132). Εκφράζουν επίσης τα γονίδια των POMC, 
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PDYN ενώ εκλύουν τα τελικά τους προιόντα (126-128). Τέλος 

ανιχνεύονται σε αυτά οπιοειδείς υποδοχείς (129). Αποτελούν κατάλληλο 

μοντέλο για τη μελέτη της ενδομητρικής φυσιολογίας και προς το σκοπό 

αυτό έχουν ήδη χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα (126-129, 131-134). 

 

 

’ÎÈÍ‹ 

MEM: Minimum Essential Medium (GIBCO-BRL Co, MD, USA)  

œÒ¸Ú ÂÏ‚Ò˝Ôı ‚Ô¸Ú: FBS (GIBCO-BRL Co, MD, USA)  

—ÂÌÈÍÈÎÎflÌÁ/”ÙÒÂðÙÔÏıÍflÌÁ: Penicilline/Streptomycin (GIBCO-

BRL Co, MD, USA) 

L-„ÎÔıÙ·ÏflÌÁ: L-glutamine (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

Hepes: Õ-2-ı‰ÒÔÓıÂËıÎðÈðÂÒ·ÊflÌÁ Õ-2 ·ÈË·ÌÔÛÔıÎˆÔÌÈÍ¸ ÔÓ˝ 

(Sigma, USA) 

¡Î‚ÔıÏflÌÁ oÒÔ˝ ‚Ô¸Ú: BSA (Sigma, USA) 

ÃÈÍÒÔÛÍ¸ðÈÔ ÔÒ·ÙÔ˝ ˆ˘Ù¸Ú (Olympus, Japan) 

—Î‹Í· ·ÈÏ·ÙÔÍıÙÙ·ÒÔÏÂÙÒÁÙfi: —Î‹ÍÂÚ Neubauer Í·È Malassez 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 

T· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa  Í·ÎÎÈÂÒ„fiËÁÍ·Ì ÛÂ ËÒÂðÙÈÍ¸  ıÎÈÍ¸ 

DMEM/HAMíS F-12 ·ðÔıÛfl· ÔÒÔ˝, ÛıÏðÎÁÒωμένο ÏÂ 10mM L-

„ÎÔıÙ·ÏflÌÁ, 15 mM Hepes Í·È 1% ·ÌÙÈ‚ÈÔÙÈÍ¸ -·ÌÙÈÏıÍ˘ÙÈÍ¸  

‰È‹ÎıÏ· ÛÂ ÙÂÎÈÍfi  Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ  100 IU/ml ðÂÌÈÍÈÎÎflÌÁ , 100 Ïg/ml 

ÛÙÒÂðÙÔÏıÍflÌÁÚ για την αναστολή πιθανών μολύνσεων.  

’¯ÁÎfiÚ ðıÍÌ¸ÙÁÙ·Ú Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈÂÚ ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa 

ÂÍÙ›ËÁÍ·Ì ÛÂ ‰È‹ÎıÏ· Trypsin-HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) 

ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â  0.05%  ≈.D‘.¡. ( ÙÔ ÏÂÙ‹ Ì·ÙÒflÔı ‹Î·Ú ÙÔı 

·ÈËıÎÂÌÔ‰È·ÏÈÌÔ-ÙÂÙÒ·ÔÓÈÍÔ˝ ÔÓ›ÔÚ)  „È· 10-15' ÛÙÔıÚ 37 ÔC .‘‹ 

ÎÁˆË›ÌÙ·  Í˝ÙÙ·Ò· ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍ·Ì  ÛÂ 75-cm2  ˆÎ‹ÛÍÂÚ  (106 

Í˝ÙÙ·Ò·/ˆÎ‹ÛÍ·) ÛÂ ËÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸ DMEM/HAM'S F-12, ·ðÔıÛfl· 
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ÔÒÔ˝, ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â ÙÈÚ ‰È‹ˆÔÒÂÚ  ÔıÛflÂÚ  ðÔı ÂÍÙ›ËÁÍ·Ì ÔÈ 

Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈÂÚ. √È· ÙÈÚ ÔıÛflÂÚ  ÔÈ ÔðÔflÂÚ  Âfl˜·Ì ‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔÈÁËÂfl ÛÂ 

·ÈË·Ì¸ÎÁ, „È· ·ÍÒfl‚ÂÈ·, Á ·ÈË·Ì¸ÎÁ  ðÒÔÛÙ›ËÁÍÂ  ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸  

ıÎÈÍ¸ ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ  ÂÎ›„˜Ôı (control) ÛÂ ÙÂÎÈÍfi Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ  

0,1%. ”ÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸  ıÎÈÍ¸ „ÈÌόταν ·ÌÙÈÍ·Ù‹ÛÙ·ÛÁ Í‹ËÂ 48 ˛ÒÂÚ, 

„È· ðÂÒÈÛÛ¸ÙÂÒÂÚ ·ð¸ ÔÍÙ˛ (8)  ÛıÌ·ðÙ›Ú ÁÏ›ÒÂÚ. √È· ÙÁ Ï›ÙÒÁÛÁ  

ÙÔı ðÂÒÈÂ˜ÔÏ›ÌÔı Ù˘Ì ðÒ˘ÙÂ˙Ì˛Ì  Í·È Ù˘Ì ·ÌÔÛÔ‰Ò·ÛÙÈÍ˛Ì  

ðÂðÙÈ‰fl˘Ì  Ù· Í˝ÙÙ·Ò· ÂÎfiˆËÁÛ·Ì ÏÂ ›ÍËÂÛÁ ÛÂ ‰È‹ÎıÏ· Trypsin-

HBSS ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 0,05%  EDTA. 

 

2.3 —ÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸Ú ÙÔı ·ÒÈËÏÔ˝ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì 

        √È· ÙÔÌ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ ÙÔı ·ÒÈËÏÔ˝ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì ÛÙÈÚ 

Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈÂÚ  Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa ÏÂÙÒfiËÁÍÂ Ô ·ÒÈËÏ¸Ú Ù˘Ì 

ÍıÙÙ‹Ò˘Ì ·Ìά ml Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú, Û˝Ïˆ˘Ì· ÏÂ ÙÁ Ï›ËÔ‰Ô ÙÔı 

·ÈÏ·ÙÔÍıÙÙ·ÒÔÏ›ÙÒÔı (ðÎ‹Í· Neubauer-Levy). « Ï›ÙÒÁÛÁ „ÈÌ¸Ù·Ì  

ÛÂ ÏÈÍÒÔÛÍ¸ðÈÔ ÔÒ·ÙÔ˝  ˆ˘Ù¸Ú (100X) (œlympus, BH, Japan). 

 

2.4 ”ıÎÎÔ„fi  ·ÌËÒ˛ðÈÌÔı ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍÔ˝ ÈÛÙÔ˝ 

         Η προμήθεια των ιστών έγινε από την μαιευτική/γυναικολογική 

κλινική του ΠΕΠΑΓΝΗ υπό την εποπτεία του διευθυντή της κλινικής Αν. 

Καθηγητή Ευγένιου Κουμαντάκη. 

 ¡Ï›Û˘Ú ÏÂÙ‹ ÙÁ ˜ÂÈÒÔıÒ„ÈÍfi Âð›Ï‚·ÛÁ (‰ιαγνωστική ·ð¸ÓÂÛÁ, 

ıÛÙÂÒÂÍÙÔÏfi) ·ÍÔÎÔ˝ËÁÛÂ Á ‰È·‰ÈÍ·Ûfl·  ÛıÎÎÔ„fiÚ ÙÔı ÈÛÙÔ˝, Á 

ÔðÔfl·  ÂÍÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ  ÛÂ αποÛÙÂιÒωμένες ÛıÌËfiÍÂÚ ÛÙÔıÚ 4 ÔC. 

           œ ÈÛÙ¸Ú Í·Ë·ÒflÛÙÁÍÂ ·ð¸ Ùı˜¸Ì ÎflðÔÚ, ¸Ù·Ì ÂðÒ¸ÍÂÈÙÔ 

„È· ıÛÙÂÒÂÍÙÔÏfi, ‰È·ÌÔfl˜ËÁÍÂ Á ÏfiÙÒ· Í·È ÛıÎÎ›˜ËÁÍÂ  ÙÔ 

ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ με ·ðόÓεÛη. ‘Ô  ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ  ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ  ÛÂ 

αποÛÙÂιÒωμένÔ  Û˘ÎfiÌ·  Corning 15 ml ðÔı  ðÂÒÈÂfl˜Â  ËÒÂðÙÈÍ¸ 

ıλικ¸, HAM'S F-10, 10% F.C.S., PH: 7,4  Í·È ÏÂÙ·ˆ›ÒËÁÍÂ  ÛÙÔ 

ÂÒ„·ÛÙfiÒÈÔ ÛÂ ð‹„Ô, ¸ðÔı ÙÂÏ·˜flÛÙÁÍÂ Í·È Í·Ë·ÒflÛÙÁÍÂ  ÂÍ Ì›Ôı  
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·ð¸ Ù· ðfi„Ï·Ù·  ·flÏ·ÙÔÚ με έÍðÎυση  ÏÂ ÈÛόÙÔÌÔ ‰È‹ÎıÏ· HBSS 

(Hank's Balanced Salt Solution).  

 ‹ËÂ ÈÛÙ¸Ú ÛıÌÔ‰Âı¸Ù·Ì ·ð·Ò·flÙÁÙ· ·ð¸ ÙÈÚ Û˜ÂÙÈÍ›Ú  

ðÎÁÒÔˆÔÒflÂÚ. œ οÒόÚ ÂÏ‚Ò˝Ôı Ï¸Û˜Ôı (FCS) ðÒιÌ ÙÁ 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔflÁÛfi ÙÔı ÛÙÔ ‰È‹ÎıÏ·  απεÌÂÌÂÒ„οποιήθηκε με ÂðώαÛη ÛÂ 

υδατόÎÔıÙÒο 57 ÔC, „È· ÙÒÈ‹ÌÙ· ÎÂðÙ‹ (30'). 

2.5 ¡ðÔÏ¸Ì˘ÛÁ ÂðÈËÁÎÈ·Í˛Ì Í·È ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ˛Ì 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì 

« ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· πρωτογενούς καλλιέργειας επιθηλιακών και 

στρωματικών κυττάρων ÂÍÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ σε αποστειρωμένο περιβάλλον, σε 

ËÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸ ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 10% ÔÒ¸ ÂÏ‚Ò˝Ôı Ï¸Û˜Ôı 

(MEM+10%FCS), 10Ïg/ml ˜ÔflÒÂÈ· ÍÒıÛÙ·ÎÎÈÍfi ÈÌÛÔıÎflÌÁ (Nordisk-

USA, Bethesda MD) Í·È 1% ·ÌÙÈ‚ÈÔÙÈÍ¸-·ÌÙÈÏıÍÁÙÈ·Í¸ ‰È‹ÎıÏ· 

(Gibko). 

Η ·ðÔÏ¸Ì˘ÛÁ ðÂÒÈÂÎ‹Ï‚·ÌÂ Ù· ÂÓfiÚ ÛÙ‹‰È·: 

1. ≈ðfl‰Ò·ÛÁ ÏÂ  ÔÎÎ·„ÂÌ‹ÛÁ Ù˝ðÔı …  0.25% „È· 90 ÎÂðÙ‹ 

ÛÙÔıÚ 37Ô C, με έντονη ανάδευση 

2. ƒÈ·˜˘ÒÈÛÏ¸ Ù˘Ì ·‰›Ì˘Ì ·ð¸ ÙÔ ÛÙÒ˛Ï· ÏÂ ·ÌÔÓÂfl‰˘ÙÔ 

·ÙÛ‹ÎÈÌÔ ˆflÎÙÒÔ ÏÂ ð¸ÒÔıÚ ‰È·Ï›ÙÒÔı  45 Ïm. 

3. ¡ðÔÏ‹ÍÒıÌÛÁ Ù˘Ì ·‰›Ì˘Ì ·ð¸ ÙÔ ˆflÎÙÒÔ Í·È Í·ËflÊÁÛÁ ÏÂ 

ˆı„ÔÍ›ÌÙÒÁÛÁ. 

4. ƒÈ·˜˘ÒÈÛÏ¸ Ù˘Ì ÂðÈËÁÎÈ·Í˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì ·ð¸ Ù· ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ 

Î·Ï‚‹ÌÔÌÙ·Ú ıð' ¸¯Á ÙÁÌ Ù·˜˝ÙÂÒÁ ðÒ¸Û‰ÂÛÁ Ù˘Ì ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ˛Ì 

ÍıÙÙ‹Ò˘Ì ÛÂ ÂÈ‰ÈÍ‹ ÂðÂÓÂÒ„·ÛÏ›ÌÁ „È· ÍıÙÙ·ÒÔÍ·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ· 

ðÎ·ÛÙÈÍfi ÂðÈˆ‹ÌÂÈ· ÛÙÔıÚ 37Ô C. 

 

2.6 ”ıÎÎÔ„fi ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ Í·È ð·Ò·ÛÍÂıfi ÍıÙÙ·ÒÈÍÔ˝ 

ÂÍ˜ıÎflÛÏ·ÙÔÚ „È· Ï›ÙÒÁÛÁ ðÂðÙÈ‰ÈÍ˛Ì ÔÒÏÔÌ˛Ì ÏÂ 

Ò·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍ¸ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ 

’ÎÈÍ‹ 
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HCl (Merck, Germany) 

OÏÔ„ÂÌÔðÔÈÁÙfiÚ teflon-glass: RW-20 (IKA-WERCK, Germany) 

Œ›ÛÙÒÔ ÍıÙÙ‹Ò˘Ì (Costar, Europe LTD,The Netherlands) 

÷ıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸Ú ÔÒ¸Ú: ˜Î˘ÒÈÔ˝˜Ô Ì‹ÙÒÈÔ 0,9% 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 

 ‘Ô ËÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸ Ù˘Ì ÍıÙÙ·ÒÔÍ·ÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì (·ð¸ 

ˆÎ‹ÛÍÂÚ Í·ÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì ÂðÈˆ‹ÌÂÈ·Ú 75 cm2) ÛıÎÎ›˜ËÁÍÂ ıð¸ 

ÛÙÂflÒÂÚ ÛıÌËfiÍÂÚ, ˆı„ÔÍÂÌÙÒfiËÁÍÂ (800g x 10 ÎÂðÙ‹), ÙÔ 

ıðÂÒÍÂflÏÂÌÔ ÔÓÈÌflÛÙÁÍÂ ÏÂ HCl 0.1N  (1 ml HCl/ 5 ml ËÒÂðÙÈÍÔ˝ 

ıÎÈÍÔ˝) Í·È ‰È·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÔıÚ -80 oC Ï›˜ÒÈ Ì· ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÁËÂfl. ‘· 

Í˝ÙÙ·Ò· ÂÎfiˆËÁÛ·Ì ÏÂ ·ð¸ÓÂÛÁ, ÛıÎÎ›˜ËÁÍ·Ì ÏÂ ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸ ÔÒ¸ 

0,9% Í·È ˆı„ÔÍÂÌÙÒfiËÁÍ·Ì. ”ÙÔ flÊÁÏ· ðÒÔÛÙ›ËÁÍÂ HCl  0.1N, 

ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈfiËÁÍ·Ì, ˆı„ÔÍÂÌÙÒfiËÁÍ·Ì (10000 rpm x 20', 4 ÔC) Í·È 

ÙÔ ıðÂÒÍÂflÏÂÌÔ ÍıÙÙ·ÒÈÍ¸ ÂÍ˜˝ÎÈÛÏ· ðÔı ÛıÎÎ›˜ËÁÍÂ ‰È·ÙÁÒfiËÁÍÂ 

ÛÙÔıÚ -80 ÔC Ï›˜ÒÈ Ì· ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÁËÂfl. 

 

2.7 ◊Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· ÛÙfiÎÁÚ  

 

α) ÃÈÍÒÔÍÔÎ˛Ì· ·Ì‹ÛÙÒÔˆÁÚ ˆ‹ÛÁÚ C18 (Sep-pack) 

’ÎÈÍ‹ 

¡ÍÂÙÔÌÈÙÒflÎÈÔ (Merck, Germany) 

HCl (Merck, Germany) 

ÃÈÍÒÔÍÔÎ˛Ì· Sep-pack C18 (Waters associated, MA, USA) 

”ıÛÍÂıfi Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁÚ ıð¸ ÍÂÌ¸ Speed-Vac model SVC-100H 

(Savant, N.Y.) 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 
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 « Ï›ËÔ‰ÔÚ ·ıÙfi ·ðÔÙÂÎÂfl ÏÈ· ·ð¸ ÙÈÚ Ûı˜Ì¸ÙÂÒ· 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÔ˝ÏÂÌÂÚ ÏÂË¸‰ÔıÚ „È· ÙÁÌ ÂÍ˜˝ÎÈÛÁ ðÂðÙÈ‰fl˘Ì Í·È 

‹ÎÎ˘Ì ÔıÛÈ˛Ì ·Ì‹ÎÔ„· ÏÂ ÙÁÌ ðÔÎÈÍ¸ÙÁÙ‹ ÙÔıÚ. √È· ÙÁÌ 

ðÒ·„Ï·ÙÔðÔflÁÛÁ ÙÁÚ ÙÂ˜ÌÈÍfiÚ ·ÍÔÎÔıËÔ˝ÌÙ·È Ù· Âð¸ÏÂÌ· ‚fiÏ·Ù·. 

¡Ò˜ÈÍ‹ Á ÍÔÎ˛Ì· ÂÍðÎ›ÌÂÙ·È ÏÂ 10 ml ·ÍÂÙÔÌÈÙÒÈÎflÔı Í·È 20 ml HCl 

0.1 Õ Í·È ÏÂ ·ıÙ¸ ÙÔÌ ÙÒ¸ðÔ ÂðÈÙı„˜‹ÌÂÙ·È Á ÂÌÂÒ„ÔðÔflÁÛfi ÙÁÚ Í·È 

Á ‰ÁÏÈÔıÒ„fl· Ù›ÙÔÈ˘Ì ÛıÌËÁÍ˛Ì ˛ÛÙÂ ÔÈ ˜ÁÏÈÍ›Ú ÂÌ˛ÛÂÈÚ ðÔı Ï·Ú 

ÂÌ‰È·ˆ›ÒÔıÌ Ì· ð·Ò·ÏÂflÌÔıÌ ÛÙÁ ÏÈÍÒÔÍÔÎ˛Ì·. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· 

ÙÔðÔËÂÙÂflÙ·È ÙÔ ‰Âfl„Ï· ÛÙÁÌ ÍÔÎ˛Ì· Í·È ÛÙÔ ÛÙ‹‰ÈÔ ·ıÙ¸ „flÌÂÙ·È 

Á Í·Ù·ÍÒ‹ÙÁÛÁ Ù˘Ì ı‰Ò¸ˆÔ‚˘Ì ðÂðÙÈ‰fl˘Ì. ¡ÍÔÎÔıËÂfl ›ÍðÎıÛÁ ÙÁÚ 

ÍÔÎ˛Ì·Ú ÏÂ ‹ÎÎ· 20 ml HCl 0.1Õ Ôð¸ÙÂ ·ðÔ‚‹ÎÎÔÌÙ·È ÔÈ ı¯ÁÎfiÚ 

ðÔÎÈÍ¸ÙÁÙ·Ú ˜ÁÏÈÍ›Ú ÂÌ˛ÛÂÈÚ. ‘· ı‰Ò¸ˆÔ‚· ðÂðÙfl‰È· ÂÍÎÔ˝ÔÌÙ·È 

ÏÂ 3 ml ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ·ÍÂÙÔÌÈÙÒÈÎflÔı/HCl 0.01Õ (4:1). ‘· ‰Âfl„Ï·Ù· 

ÛÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÌÔÌÙ·È ıð¸ ÍÂÌ¸ ÛÂ ÛıÛÍÂıfi 

Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁÚ (Centrivap Concentrator, Labconco Corp. USA) Í·È 

‰È·ÙÁÒÔ˝ÌÙ·È ÛÙÔıÚ -20ÔC Ï›˜ÒÈ  ÙÁÚ ÙÂÎÈÍfiÚ ÙÔıÚ ·Ì‹ÎıÛÁÚ. 

 

β) ◊Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· ÛÙfiÎÁÚ ÏÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ (Gel 

filtration chromatography) 

’ÎÈÍ‹  

ƒÂÓÙÒ‹ÌÁ: Sephadex G-50 (Pharmacia, Sweden) 

œıÒfl· (Harnstoff, Õ’) 

 ı·ÌÔ˝Ì ÙÁÚ ƒÂÓÙÒ‹ÌÁÚ: Blue-Dextran (Sigma, USA) 

¡Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú: BSA (Sigma, USA) 

≈ÍÎıÙÈÍfi ÔÒÏ¸ÌÁ ÙÁÚ ÍÔÒÙÈÍÔÙÒÔðflÌÁÚ: CRH (Sigma, USA) 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 

 « Ï›ËÔ‰ÔÚ ·ıÙfi ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÂflÙ·È ÂıÒ˝Ù·Ù· „È· ÙÔ 

‰È·˜˘ÒÈÛÏ¸ Í·È ÙÁÌ Ù·ıÙÔðÔflÁÛÁ ÙÔı ÏÔÒÈ·ÍÔ˝ ‚‹ÒÔıÚ ‰È·ˆ¸Ò˘Ì 

ðÒ˘ÙÂ˙Ì˛Ì Í·È ‹ÎÎ˘Ì Ï·ÍÒÔÏÔÒfl˘Ì Í·È ðÂÒÈ„Ò‹ˆÙÁÍÂ „È· ðÒ˛ÙÁ 

ˆÔÒ‹ ÙÔ 1959 ·ðÔ ÙÔıÚ Porath Í·È Flotin. ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì· ÛÂ ÍÔÎ˛Ì· 
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0.9 x 60 cm, ÙÁÚ Pharmacia ðÒÔÛÙ›ËÁÍÂ ÏÂfl„Ï· Sephadex G-50 ÙÔ 

ÔðÔflÔ Âfl˜Â ðÒÔÁ„ÔıÏ›Ì˘Ú ‰È·‚Ò·˜Âfl ÏÂ ‰È‹ÎıÏ· ÔÓÂÈÍÔ˝ ÔÓ›ÔÚ 0.1Õ 

ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 0.5% ·Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı 

„È· 16-24 ðÂÒflðÔı ˛ÒÂÚ. œ ÔÎÈÍ¸Ú ¸„ÍÔÚ ÙÁÚ ÛÙfiÎÁÚ fiÙ·Ì ðÂÒflðÔı 

40 ml (bed volume, Vb). œ ÌÂÍÒ¸Ú ¸„ÍÔÚ ÙÁÚ ÛÙfiÎÁÚ (Vo=11,8 ml) 

ðÒÔÛ‰ÈÔÒflÛÙÁÍÂ ÏÂ  ı·ÌÔ˝Ì ÙÁÚ ƒÂÓÙÒ‹ÌÁÚ Í·È Ô ÔÎÈÍ¸Ú ¸„ÍÔÚ 

(Vt=45 ml) ÏÂ 6Ã ÔıÒfl·. 

 ÃÂÙ‹ ÙÁÌ ð·Ò·ð‹Ì˘ ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ÂðÈÛÙÔÈ‚‹˜ËÁÍ·Ì ÛÙÁÌ 

ÂðÈˆ‹ÌÂÈ· ÙÔı ðÁÍÙ˛Ï·ÙÔÚ ÂflÙÂ ÍıÙÙ·ÒÈÍ‹ ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· 

ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈÁÏ‹Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ù· ÔðÔfl· Âfl˜·Ì ˆı„ÔÍÂÌÙÒÁËÂfl ÛÙÈÚ 

10.000 x g „È· 10 ÎÂðÙ‹ Í·È Âfl˜Â ÛıÎÎÂ˜ËÂfl ÙÔ ıðÂÒÍÂflÏÂÌÔ, fi 

ËÒÂðÙÈÍ‹ ı„Ò‹ Í·ÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì ·ð¸ Ù· ÔðÔfl· Âfl˜·Ì ·ðÔÏÔÌ˘ËÂfl Ù· 

ðÒÔ·Ì·ˆÂÒ¸ÏÂÌ· ðÂðÙfl‰È· ÏÂ ÏÈÍÒÔÍÔÎ˛Ì· ·Ì‹ÛÙÒÔˆÁÚ ˆ‹ÛÁÚ 

C18 (Sep-pack).  ·È ÛÙÈÚ ‰ıÔ ðÂÒÈðÙ˛ÛÂÈÚ Ù· ‰Âfl„Ï·Ù· Âfl˜·Ì 

Âð·Ì·‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔÈÁËÂfl ÛÂ 0.5 ml ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ÔÓÂÈÍÔ˝ ÔÓ›ÔÚ 0.1Õ, 

0.5% ·Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú Í·È 6 Ã ÔıÒfl· ðÒÔÍÂÈÏ›ÌÔı Ì· 

ÂðÈÙÂı˜ËÂfl Á ·ðÔ‰È‹Ù·ÓÁ ÙÔı ðÂðÙÈ‰flÔı. « ›ÍÎÔıÛÁ ÙÁÚ ÛÙfiÎÁÚ 

›„ÈÌÂ ÏÂ ‰ÈάÎυÏ· ÔÓÂÈÍÔ˝ ÔÓ›ÔÚ 0.1 Õ, 0.05% σε ·Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ 

‚Ô¸Ú με ÒıËÏ¸ ÒÔfiÚ 1.5 ml/˛Ò·. ΣıÎÎ›˜ËÁÍ·Ì ÍÎ‹ÛÏ·Ù· 1 ml, 

Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ËÁÍ·Ì ıð¸ ÍÂÌ¸ Í·È ‰È·ÙÁÒfiËÁÍ·Ì ÛÙÔıÚ -20 ÔC Ï›˜ÒÈ 

ÙÔı ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏÔ˝ ÙÔıÚ ÏÂ Ò·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍfi Ï›ËÔ‰Ô.  ·Ù‹ ÙÁÌ 

ð·Ò·ð‹Ì˘ ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· Ô ‰È·˜˘ÒÈÛÏ¸Ú Ù˘Ì ðÂðÙÈ‰ÈÍ˛Ì ÏÔÒfl˘Ì 

ÂÓ·ÒÙ‹Ù·È ·ð¸ ÙÁÌ ÈÍ·Ì¸ÙÁÙ‹ ÙÔıÚ Ì· ÂÈÛ›Ò˜ÔÌÙ·È ÛÙÔıÚ ð¸ÒÔıÚ 

ÙÔı ıÎÈÍÔ˝ ðÎfiÒ˘ÛÁÚ (ðÔÎıÏÂÒÈÛÏ›Ì· ‰ÂÓÙÒ‹ÌÈ·). ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì·, 

ÏÂ„‹Î· ðÒ˘ÙÂ˙ÌÈÍ‹ Ï¸ÒÈ· ‰ÂÌ ÂÈÛ›Ò˜ÔÌÙ·È ÛÙÔıÚ ð¸ÒÔıÚ ÙÔı 

ıÎÈÍÔ˝ ÙÁÚ ÛÙ·ÙÈÍfiÚ ˆ‹ÛÁÚ Í·È ÂÍÎÔ˝ÔÌÙ·È ÛÙ· ·Ò˜ÈÍ‹ ÍÎ‹ÛÏ·Ù·, 

ÂÌ˛ Ù· ÏÈÍÒÔ˝ ÏÔÒÈ·ÍÔ˝ ‚‹ÒÔıÚ ðÂðÙfl‰È· ÂÈÛ›Ò˜ÔÌÙ·È ÛÙÔıÚ 

ð¸ÒÔıÚ ÙÔı ðÁÍÙ˛Ï·ÙÔÚ Í·È Á ›ÍÎÔıÛfi ÙÔıÚ Í·ËıÛÙÂÒÂfl 

ðÂÒÈÛÛ¸ÙÂÒÔ. 
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2.8 –·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍÔfl ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏÔfl 

α) —ÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸Ú ·ÌÔÛÔ‰Ò·ÛÙÈÍfiÚ ÂÍÎıÙÈÍfiÚ ÔÒÏ¸ÌÁÚ 

ÙÁÚ ÍÔÒÙÈÍÔÙÒÔðflÌÁÚ (IR-CRH) ÛÂ θρεπτικά υλικά 

Í·ÎÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì Í·È ÍıÙÙ·ÒÈÍ‹ ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù·  

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

ÃÔÌÔ‚·ÛÈÍ¸ ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ: NaH2PO42H2O (Sigma, USA) 

¢Ìı‰ÒÔ ‰È‚·ÛÈÍ¸ ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ: Na2HPO4 (Sigma, USA) 

Triton X-100 (Sigma, USA) 

BSA (Sigma, USA) 

¡‰Ò·ÌÔðÔÈÁÏ›ÌÔÚ ·ÌÔÛÔ-·ÌÂÌÂÒ„¸Ú ÔÒ¸Ú ÍÔνίκλου (GIBCO-

BRL Co, MD, USA) 

¡Êfl‰ÈÔ ÙÔı Ì·ÙÒflÔı (Sigma, USA) 

ÃÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍ¸ ·ÌÙflÛ˘Ï· Í·Ù‹ Ùης CRH ·ÌËÒώðου Í·È ÂðflÏıÔÚ 

·ð¸ ÔÒ¸ ÍÔνίκλου (Neosystem laboratorie, France) 

[125…-Tyr 0]-CRH (NEN, USA) 

CRH (Sigma, USA) 

ƒÂ˝ÙÂÒÔ ·ÌÙflÛ˘Ï· Í·Ù‹ ·ÌÔÛÔÛˆ·ÈÒÈÌ˛Ì ÍÔνίκλου: GARGG 

·ð¸ ÔÒ¸ αίγας (Peninsula, USA) 

ÃÂÙÒÁÙfiÚ „-·ÍÙÈÌÔ‚ÔÎfl·Ú Packard (USA)  

 

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· 

 TÔ ·ÌÙflÛ˘Ï· „È· Ùην CRH Âfl˜Â ð·Ò·ÛÍÂı·ÛÙÂfl ·ð¸ ÔÒ¸ ÍÔνίκλου Í·È Ô ÙÂÎÈÍ¸Ú ÙflÙÎÔÚ 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔflÁÛfiÚ ÙÔı fiÙ·Ì 1:7500 .‘Ô ·ÌÙflÛ˘Ï· ð·ÒÔıÛfl·ÊÂ 100% ‰È·ÛÙ·ıÒÔ˝ÏÂÌÁ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ 

ÏÂ Ùη ÛıÌËÂÙÈÍή ·ÌËÒ˛ðÈÌη CRH, CRH ÂðflÏıÔÚ Í·È ÏÂ ðÒ¸‚ÂÈÔ CRH, ÂÌ˛ ‰ÂÌ ð·ÒÔıÛfl·ÊÂ 

Í·Ïfl· ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ ÏÂ ÙÁÌ ˘ÍıÙÔÍflÌÁ, ÙÁÌ ÔıÛfl· P, ÙÁÌ ·Ò„ÈÌflÌÁ-‚·ÊÔðÒÂÛflÌÁ, ÙÁÌ ÂÍÎıÙÈÍfi 

ÔÒÏ¸ÌÁ ÙÁÚ ËıÒÂÔÙÒÔðflÌÁÚ Í·È ÙÁÌ ÂÍÎıÙÈÍfi ÔÒÏ¸ÌÁ ÙÁÚ LHRH. ‘· 50 Ïl ÙÔı 

ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›ÌÔı ÔÒÔ˝ ‰È·ÎύονÙ·Ì ÛÂ 25 ml ÒıËÏÈÛÙÈÍÔ˝ ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì Í·È 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÔ˝ÌÙ·Ì 100 Ïl ›ÙÛÈ, ˛ÛÙÂ Á ÙÂÎÈÍfi ·Ò·fl˘Ûfi ÙÔı ÛÙÔ Û˘ÎÁÌ‹ÍÈ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ Ì· ÂflÌ·È 

Á ðÒÔ·Ì·ˆÂÒ¸ÏÂÌÁ. 

 

ƒÈ‹ÎıÏ· CRH „È· ðÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· ðÒ¸ÙıðÁÚ Í·Ïð˝ÎÁÚ 

÷ıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸Ú ÔÒ¸Ú: ˜Î˘ÒÈÔ˝˜Ô Ì‹ÙÒÈÔ 0.9%  
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’‰ÒÔ˜Î˘ÒÈÍ¸ ÔÓ˝ (HCl) 0.01N 

¡ÌËÒ˛ðÈÌÁ ·Î‚ÔıÏflÌÁ 2% 

 ‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ðÔı ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ Ù¸ÛÔ „È· ÙÁÌ 

Âð·Ì·‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔflÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ¸ÛÔ Í·È „È· ÙÁÌ ·Ò·fl˘ÛÁ 

Ùης CRH (ÏÂÙ‹ ÙÁ ‰È‹ÎıÛfi Ùης Û˝Ïˆ˘Ì· ÏÂ Ù· ðÒÔÁ„Ô˝ÏÂÌ·) Í·È 

ÙÔı ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ, fiÙ·Ì ÒıËÏÈÛÙÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì  ‰È‹ÎıÏ· 

0.1Ã 

 

÷˘ÛˆÔÒÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· 0.1 Ã 

NaH2PO42H2O        0.1Ã 

Na2HPO4 ‹Ìı‰ÒÔ        0.1Ã 

Triton X-100        0.2% 

¡Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú (BSA)     0.05%  

ÃÁ ·ÌÔÛÔ‰Ò·ÛÙÈÍ¸Ú ÔÒ¸Ú ÍÔνίκλου 

(NIS: Rabbit serum)        1:100 

Õ·Õ3         0.02%  

‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ÏÂÙ‹ ÙÁÌ ð·Ò·ÛÍÂıfi ÙÔı ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ 4 ÔC 

 

 ŸÚ Ò·‰ÈÂÌÂÒ„¸ ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ [125…-Tyr0]-CRH ÏÂ ÂÈ‰ÈÍfi 

‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÌ ÁÏ›Ò· ·Ì·ˆÔÒ‹Ú 2200 Ci/ mmol ÙÔ ÔðÔflÔ 

‚ÒÈÛÍ¸Ù·Ì ÛÂ ÏÔÒˆfi ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ÛÂ ·ÍÂÙÔÌÈÙÒflÎÈÔ: ÌÂÒ¸ (35:65), 

0.05 M ‚-ÏÂÒÍ·ðÙÔ·ÈË·Ì¸ÎÁ, 0.2 % ÙÒÈˆËÔÒÔÔÓÈÍ¸ ÔÓ˝ Í·È 0.2% 

BSA. 

 « Ï›ËÔ‰ÔÚ ðÔı ·ÍÔÎÔıËfiËÁÍÂ „È· ÙÔν ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ Ùης 

CRH ‚·ÛflÊÂÙ·È ÛÂ Ò·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍ¸ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ (RIA) ÏÂ 

ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔ ·ÌÙÈ„¸ÌÔ. œ ‰È·˜˘ÒÈÛÏ¸Ú ÙÔı ‰ÂÛÏÂıÏ›ÌÔı ·ð¸ ÙÔ 

ÂÎÂ˝ËÂÒÔ ·ÌÙÈ„¸ÌÔ ðÒ·„Ï·ÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÏÂ ÙÁÌ ÙÂ˜ÌÈÍfi ÙÔı ‰ÈðÎÔ˝ 

·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ ¸ðÔı ÙÔ ‰Â˝ÙÂÒÔ ·ÌÙflÛ˘Ï· ðÒÔÂÒ˜¸Ù·Ì ·ð¸ αίγα Í·È 

Âfl˜Â ðÒÔÍÎÁËÂfl Í·Ù‹ ·ÌÔÛÔÛˆ·ÈÒÈÌ˛Ì κονίκλου. 

« Ï›ËÔ‰ÔÚ ·ðÔÙÂÎÂflÙ·È ·ð¸ Ù· Âð¸ÏÂÌ· ÛÙ‹‰È·: 
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1. —ÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì CRH, 

Âð·Ì·‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔflÁÛÁ Ù˘Ì ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›Ì˘Ì ·„Ì˛ÛÙ˘Ì 

‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ÛÂ Í·Ù‹ÎÎÁÎÔ ¸„ÍÔ ÙÔı ÒıËÏÈÛÙÈÍÔ˝ ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ Ù˘Ì 

ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì (250Ïl) Í·È Îfi¯Á 100 Ïl „È· ÙÔ Í‹ËÂ Û˘ÎÁÌ‹ÍÈ 

·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ (Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï· ÙÔðÔËÂÙÔ˝ÌÙ·Ì ÂÈÚ ‰ÈðÎÔ˝Ì). 

2. ”Â Í‹ËÂ Û˘ÎfiÌ· ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ ðÒÔÛÙflËÂÌÙ·È 100 Ïl 

‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ, Ù· ‰Âfl„Ï·Ù· ·Ì·ÍÈÌÔ˝ÌÙ·È ÈÛ˜ıÒ‹ ÛÂ 

ÏÁ˜·Ìfi ÛÙÒÔ‚ÈÎÈÛÏÔ˝ Í·È Âð˘‹ÊÔÌÙ·È „È· 20±4 ˛ÒÂÚ ÛÙÔıÚ 4 ÔC. 

3. —ÒÔÛÙflËÂÌÙ·È 100 Ïl ÏÂ ðÂÒflðÔı 10000 ÍÒÔ˝ÛÂÈÚ ·Ì‹ ÎÂðÙ¸ 

(cpm) Ò·‰ÈÂÌÂÒ„ής CRH Í·È ·ÍÔÎÔıËÂfl ‰Â˝ÙÂÒÁ Âð˛·ÛÁ „È·  20±4 

˛ÒÂÚ ÛÙÔıÚ 4 ÔC. 

4. —ÒÔÛÙflËÂÌÙ·È 100 Ïl GARGG Í·È 100 Ïl ·ÌÔÛÔ·ÌÂÌÂÒ„Ô˝ 

ÔÒÔ˝ ÍÔıÌÂÎÈÔ˝ ÛÂ ÙÂÎÈÍfi ·Ò·fl˘ÛÁ fl‰È· ÏÂ ·ıÙfi ÙÔı ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ 

Í·È Ù· ‰Âfl„Ï·Ù· Âð˘‹ÊÔÌÙ·È Ó·Ì‹ „È· 90 ÎÂðÙ‹ ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· 

‰˘Ï·ÙflÔı. 

5. ¡ÍÔÎÔıËÂfl ˆı„ÔÍ›ÌÙÒÁÛÁ „È· 20 ÎÂðÙ‹ ÛÂ 1700 x g ÛÙÔıÚ 4 

ÔC, ·ðÔ˜˝ÂÙ·È ÙÔ ıðÂÒÍÂflÏÂÌÔ Í·È ÙÔ flÊÁÏ· Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ 

ÏÂÙÒ‹Ù·È ÛÂ ÏÂÙÒÁÙfi „-·ÍÙÈÌÔ‚ÔÎfl·Ú „È· 1 ÎÂðÙ¸ Í·È 

Í·Ù·„Ò‹ˆÔÌÙ·È ÔÈ ÍÒÔ˝ÛÂÈÚ. 

 « ðÔÛÔÙÈÍfi ÂÍÙflÏÁÛÁ Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ›„ÈÌÂ ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ 

ÙÁÚ ðÒ¸ÙıðÁÚ Í·Ïð˝ÎÁÚ Á ÔðÔfl· Î·Ï‚·Ì¸Ù·Ì ·ð¸ ÙÁÌ Ù·ıÙ¸˜ÒÔÌÁ 

Ï›ÙÒÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì CRH. « 

Âı·ÈÛËÁÛfl· ÙÁÚ ÏÂË¸‰Ôı fiÙ·Ì 1 ðÈÍÔ„Ò·ÏÏ‹ÒÈÔ (pg)/Û˘ÎfiÌ· 

·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ Í·È Á ÂÍÙ¸ðÈÛÁ ÙÔı Ò·‰ÈÂÌÂÒ„Ô˝ Í·Ù‹ 50% ·ð¸ Ùην ÏÁ 

È˘‰È˘Ï›Ìη CRH fiÙ·Ì ÏÂÙ·Ó˝ 20-25 pg. œ ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ 

‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ Ï›Û· ÛÙÁÌ fl‰È· ÙÂ˜ÌÈÍfi (intra-assay coefficient of 

variation) fiÙ·Ì 4.4% Í·È Ô ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ ‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ ÏÂÙ·Ó˝ Ù˘Ì 

‰È·ˆ¸Ò˘Ì Âð·Ì·Îfi¯Â˘Ì ÙÁÚ ÙÂ˜ÌÈÍfiÚ (inter-assay coefficient of 

variation) fiÙ·Ì 6.6%. ‘· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÂÍˆÒ‹ÊÔÌÙ·È ÛÂ pg/mg 

ÔÎÈÍfiÚ ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ της κυτταροκαλιέργειας. 
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2.9 ¡ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍÔfl ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏÔfl 

¡) —ÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸Ú ·ÌÔÛÔ‰Ò·ÛÙÈÍfiÚ προλακτίνης (PRL) ÏÂ 

ÙÁ Ï›ËÔ‰Ô ÙÁÚ ˜ÁÏÂÈÔˆ˘Ù·˝„ÂÈ·Ú ÛÂ ıðÂÒÍÂflÏÂÌ· 

Í·ÎÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì  

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

”ˆ·flÒÂÚ ðÔÎıÛÙıÒÂÌflÔı ÂðÈÍÂÍ·ÎıÏÏ›ÌÂÚ ÏÂ ·‚È‰flÌÁ 

‰È·ÛÙ‹ÛÂ˘Ì 6 mm (Nichols Institute, Diagnostics, B.V.). 

ƒÈ‹ÎıÏ· ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ Í·Ù‹ ÙÁÚ PRL, ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ ÂÛÙ›ÒÂÚ 

·ÍÒÈ‰ÈÌflÔı (ˆÈ·Îfl‰ÈÔ ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 10 ml ÏÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍÔ˝ 

·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ μυός Í·Ù‹ ÙÁÚ PRL ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ ÂÛÙ›ÒÂÚ ·ÍÒÈ‰ÈÌflÔı 

Í·È ðÔÎıÍÎ˘ÌÈÍ¸ ·ÌÙflÛ˘Ï· ·ð¸ αίγα Í·Ù‹ ÙÁÚ PRL ÂÌ˘Ï›ÌÔ ÏÂ 

‚ÈÔÙflÌÁ ÛÂ ÒıËÏÈÛÙÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· HEPES ÏÂ ÛÙ·ËÂÒÔðÔÈÁÙ›Ú 

ðÒ˘ÙÂ˙Ì˛Ì Í·È 0.1% ·Êfl‰ÈÔ ÙÔı Ì·ÙÒflÔı) (Nichols Institute, 

Diagnostics, B.V.). 

ÃÁ‰ÂÌÈÍfiÚ Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁÚ ‰È‹ÎıÏ· PRL ·ð¸ ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›ÌÔ 

ÔÒ¸ flððÔı ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 0.1% ·Êfl‰ÈÔ ÙÔı Ì·ÙÒflÔı Í·È 0.2% EDTA 

(Nichols Institute, Diagnostics, B.V.).  

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì ·ÌËÒ˛ðÈÌÁÚ PRL ÛÂ 

ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›ÌÔ ÔÒ¸ flððÔı ðÔı ðÂÒÈÂfl˜·Ì 0.1% ·Êfl‰ÈÔ ÙÔı Ì·ÙÒflÔı 

Í·È 0.2% EDTA (Nichols Institute, Diagnostics, B.V.). 

ƒÈ‹ÎıÏ· ›ÍðÎıÛÁÚ ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â ·ðÔÒÒıð·ÌÙÈÍ¸ ÛÂ ÒıËÏÈÛÙÈÍ¸ 

‰È‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì (Nichols Institute, Diagnostics, B.V.). 

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· ÂÎ›„˜Ôı „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì ·ÌËÒ˛ðÈÌÁÚ 

PRL ÛÂ ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›ÌÔ ÔÒ¸ flððÔı ðÔı ðÂÒÈÂfl˜·Ì 0.1% ·Êfl‰ÈÔ ÙÔı 

Ì·ÙÒflÔı Í·È 0.2% EDTA (Nichols Institute, Diagnostics, B.V.). 

 TÔ ÏÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍ¸ ·ÌÙflÛ˘Ï· „È· ÙÁν PRL fiÙ·Ì 

ð·Ò·ÛÍÂı·ÛÏ›ÌÔ ·ð¸ ÔÒ¸ μυός Í·È ð·ÒÔıÛfl·ÊÂ ı¯ÁÎfi Ûı„„›ÌÂÈ· 

Í·È ÂÈ‰ÈÍ¸ÙÁÙ· Ï¸ÌÔ „È· ÙÁÌ ·ÏÈÌÔÙÂÎÈÍfi ðÂÒÈÔ˜fi ÙÁÚ PRL ÂÌ˛ ÙÔ 

ðÔÎıÍÎ˘ÌÈÍ¸ Âfl˜Â ð·Ò·ÛÍÂı·ÛÙÂfl ·ð¸ ÔÒ¸ αιγός Í·È Âfl˜Â ÙÁÌ 
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ÈÍ·Ì¸ÙÁÙ· Ì· ‰ÂÛÏÂ˝ÂÙ·È Ï¸ÌÔ ÛÙÁÌ Í·Ò‚ÔÓıÙÂÎÈÍfi ðÂÒÈÔ˜fi ÙÁÚ 

PRL. 

 « Ï›ËÔ‰ÔÚ ðÔı ·ÍÔÎÔıËfiËÁÍÂ „È· ÙÔ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ ÙÁÚ 

PRL ‚·ÛflÊÂÙ·È ÛÂ ·ÌÔÛÔÏÂÙÒÈÍ¸ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ διπλού αντισώματος 

(μέθοδος sandwitch) ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ ˜ÁÏÂÈÔˆ˘Ù·˝„ÂÈ·Ú. ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì· 

ÙÔ ÏÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍ¸ ·ÌÙflÛ˘Ï· ÂflÌ·È ÛıÌ‰Â‰ÂÏ›ÌÔ ÏÂ  ÂÛÙ›ÒÂÚ ÙÔı 

·ÍÒÈ‰ÈÌflÔı ÂÌ˛ ÙÔ ðÔÎıÍÎ˘ÌÈÍ¸ ÂflÌ·È ÛıÊÂı„Ï›ÌÔ ÏÂ ‚ÈÔÙflÌÁ. « 

ðÒÔÛËfiÍÁ ÛÙÔ ÏÂfl„Ï· ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ Ù˘Ì ÂðÈÍÂÍ·ÎıÏÏ›Ì˘Ì ÏÂ 

·‚È‰flÌÁ Ûˆ·ÈÒ˛Ì ðÔÎıÛÙıÒÂÌflÔı ÂðÈÙÒ›ðÂÈ ÙÁ ‰ÁÏÈÔıÒ„fl· ÂÌ¸Ú 

ÛıÏðÎ›„Ï·ÙÔÚ ÏÔÒˆfiÚ ìsandwichî Ï›Û˘ Ù˘Ì ı¯ÁÎfiÚ Ûı„„›ÌÂÈ·Ú 

·ÎÎÁÎÂðÈ‰Ò‹ÛÂ˘Ì ÏÂÙ·Ó˝ ‚ÈÔÙflÌÁÚ Í·È ·‚È‰flÌÁÚ. œÈ ÂÛÙ›ÒÂÚ ÙÔı 

·ÍÒÈ‰ÈÌflÔı ÔÓÂÈ‰˛ÌÔÌÙ·È ÏÂÙ‹ ·ð¸ Í·ÙÂÒ„·Ûfl· ÏÂ ıðÂÒÔÓÂfl‰ÈÔ ÙÔı 

ı‰ÒÔ„¸ÌÔı Í·È ›Ì· ·ÎÍ·ÎÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· Í·È ÏÂÙ·‚·flÌÔıÌ ÛÂ ÏÈ· 

‰ÈÂ„ÂÒÏ›ÌÁ Í·Ù‹ÛÙ·ÛÁ. « ÂðÈÛÙÒÔˆfi ÙÔı ÔÓÂÈ‰˘Ï›ÌÔı ðÒÔ˙¸ÌÙÔÚ 

ÛÙÁ ‚·ÛÈÍfi Í·Ù‹ÛÙ·ÛÁ ›˜ÂÈ ˘Ú ·ðÔÙ›ÎÂÛÏ· ÙÁÌ ÂÍðÔÏðfi ˆ˘Ù¸Ú 

ÙÔ ÔðÔflÔ Í·Ù·„Ò‹ˆÂÙ·È ·ð¸ ÙÔ μετρητή φωταύγειας Í·È ÂÍˆÒ‹ÊÂÙ·È 

ÛÂ Û˜ÂÙÈÍ›Ú ÏÔÌ‹‰ÂÚ ˆ˘Ù¸Ú RLU (Relative Light Units). 

« Ï›ÙÒÁÛÁ ÙÁÚ PRL ›˜ÂÈ Ù· Í‹Ù˘ËÈ ÛÙ‹‰È·: 

1. —ÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì PRL, 

Âð·Ì·‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔflÁÛÁ Ù˘Ì ÎıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›Ì˘Ì ·„Ì˛ÛÙ˘Ì 

‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ÛÂ Í·Ù‹ÎÎÁÎÔ ¸„ÍÔ ·ðÈÔÌÈÛÏ›ÌÔı fi ·ðÂÛÙ·„Ï›ÌÔı 

ÌÂÒÔ˝ Í·È Îfi¯Á 200 Ïl „È· ÙÔ Í‹ËÂ Û˘ÎÁÌ‹ÍÈ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ (Í‹ËÂ 

‰Âfl„Ï· ÙÔðÔËÂÙÔ˝ÌÙ·Ì ÂÈÚ ‰ÈðÎÔ˝Ì). 

2. ”Â Í‹ËÂ Û˘ÎfiÌ· ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ ðÒÔÛÙflËÂÌÙ·È 100 Ïl 

‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔı ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ. ‘· ‰Âfl„Ï·Ù· ·Ì·ÍÈÌÔ˝ÌÙ·È 

ÂÎ·ˆÒ‹ ÛÂ ÏÁ˜·Ìfi ÛÙÒÔ‚ÈÎÈÛÏÔ˝, ðÒÔÛÙflËÂÙ·È ·ð¸ ÏÈ· Ûˆ·flÒ· 

ðÔÎıÛÙıÒÂÌflÔı ÏÂ ÙÔ ·ÍÈÌÁÙÔðÔÈÁÏ›ÌÔ ·ÌÙflÛ˘Ï· Í·È Âð˘‹ÊÔÌÙ·È 

„È· 2 ˛ÒÂÚ ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı. 

3. —ÒÔÛÙflËÂÙ·È 0.5 ml ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ›ÍðÎıÛÁÚ Í·È ·ÍÔÎÔıËÂfl 

›ÍðÎıÛÁ Ù˘Ì Ûˆ·ÈÒ˛Ì ÙÒÂÈÚ ˆÔÒ›Ú ÏÂ ·ðÈÔÌÈÛÏ›ÌÔ ÌÂÒ¸ ÛÂ 

·ıÙ¸Ï·ÙÁ ÛıÛÍÂıfi ›ÍðÎıÛÁÚ. 
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4.  ‹ËÂ ‰Âfl„Ï· ÏÂÙÒ‹Ù·È ÛÂ ÎÔıÏÈÌ¸ÏÂÙÒÔ „È· 2 

‰ÂıÙÂÒ¸ÎÂðÙ·. 

 « ðÔÛÔÙÈÍfi ÂÍÙflÏÁÛÁ Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ›„ÈÌÂ ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ 

ÙÁÚ ðÒ¸ÙıðÁÚ Í·Ïð˝ÎÁÚ Á ÔðÔfl· Î·Ï‚·Ì¸Ù·Ì ·ð¸ ÙÁÌ Ù·ıÙ¸˜ÒÔÌÁ 

Ï›ÙÒÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì PRL. « 

Âı·ÈÛËÁÛfl· ÙÁÚ ÏÂË¸‰Ôı fiÙ·Ì 0.5 pg/ml. œ ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ 

‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ intra-assay coefficient of variation fiÙ·Ì 3.8% Í·È Ô 

ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ ‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ inter-assay coefficient of variation fiÙ·Ì 

7.0%. ‘· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÂÍˆÒ‹ÊÔÌÙ·È ÛÂ ng/mg  ÔÎÈÍfiÚ ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ 

της κυτταροκαλιέργειας. 

 

2.10 ¡ÌÔÛÔÂÌÊıÏÈÍÔfl ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏÔfl 

—ÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸Ú ÈÌÙÂÒÎÂıÍίÌης-6 (IL-6) ÛÂ θρεπτικά υλικά 

Í·ÎÎÈÂÒ„ÂÈ˛Ì ÏÂ ·ÌÔÛÔÂÌÊıÏÈÍfi Ï›ËÔ‰Ô (ELISA) 

 

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

ÃÈÍÒÔðÎ‹ÍÂÚ 96-Ôð˛Ì ÂðÈÍÂÍ·ÎıμÏ›ÌÂÚ ÏÂ ÏÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍό 

·ÌÙίÛωÏ· μυός Í·Ù‹ Ùης ÈÌÙÂÒÎÂıÍίÌης IL-6 (Quantikine, R&D 

systems) 

—ÔÎıÍÎ˘ÌÈÍό ·ÌÙίÛωÏ· ÂÈ‰ÈÍό „È· Ùην IL-6 ÛÁÏ·ÛÏ›Ìο ÏÂ 

ˆıÙÈÍfi ıðÂÒÔÓÂÈ‰‹ÛÁ (Quantikine, R&D systems) 

ÀıÔˆÈÎÔðÔÈÁÏ›ÌÁ ·Ì·ÛıÌ‰υ·ÛÏ›ÌÁ ·ÌËÒ˛ðÈÌÁ ΙL-6 ÛÂ 

ÒıËÏÈÛÙÈÍfi ðÒ˘ÙÂ˙ÌÈÍfi ‚‹ÛÁ ÏÂ ÛıÌÙÁÒÁÙÈÍ‹ (Quantikine, R&D 

systems) 

ƒÈ‹ÎıÏ· ˜Ò˛Ï·ÙÔÚ ÏÂ ÛÙ·ËÂÒÔðÔÈÁÏ›ÌÔ ıðÂÒÔÓÂfl‰ÈÔ ÙÔı 

ı‰ÒÔ„¸ÌÔı Í·È ˜Ò˘ÏÔ„¸ÌÔ (ÙÂÙÒ·ÏÂËıÎ‚ÂÌÊÈ‰flÌÁ) (Quantikine, R&D 

systems) 

ƒÈ‹ÎıÏ· ÙÂÒÏ·ÙÈÛÏÔ˝: 2Õ ËÂÈÈÍ¸ ÔÓ˝ 

”ı„ÍÂÌÙÒ˘Ï›ÌÔ ‰È‹ÎıÏ· ›ÍðÎıÛÁÚ ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 

·ðÔÒÒıð·ÌÙÈÍ¸ Í·È ÛıÌÙÁÒÁÙÈÍ¸ 
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÷˘Ù¸ÏÂÙÒÔ ELISA (Anthos Reader 2001) 

Μέθοδος 

 « ÏÂËÔ‰ÔÎÔ„fl· ðÔı ·ÍÔÎÔıËfiËÁÍÂ „È· ÙÔ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ 

Ùης IL-6 ‚·ÛflÊÂÙ·È ÛÂ ðÔÛÔÙÈÍ¸ ·ÌÔÛÔÂÌÊıÏ·ÙÈÍ¸ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸ 

Ù˝ðÔı ìsandwichî. ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì· ÔÈ ÏÈÍÒÔðÎ‹ÍÂÚ ELISA ðÔı 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍ·Ì fiÙ·Ì ÂðÈÍÂÍ·ÎıμÏ›ÌÂÚ ÏÂ ÏÔÌÔÍÎ˘ÌÈÍ‹ 

·ÌÙÈÛ˛Ï·Ù· Í·Ù‹ Ùης IL-6. « ðÒÔÛËfiÍÁ ÛÙÈÚ Íı¯ÂÎfl‰ÂÚ Ù˘Ì 

‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì Í·Ë˛Ú Í·È Ù˘Ì ·„Ì˛ÛÙ˘Ì 

‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ÂðÈÙÒ›ðÂÈ ÙÁ ‰ÁÏÈÔıÒ„fl· ÛıÏðÎ¸ÍÔı ÏÂÙ·Ó˝ 

ÈÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁÚ-·ÍÈÌÁÙÔðÔÈÁÏ›ÌÔı ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ (·ÌÙÈ„¸ÌÔ-

·ÌÙflÛ˘Ï·). ÃÂÙ‹ ÙÁÌ ·ðÔÏ‹ÍÒıÌÛÁ ÙÁÚ ÏÁ ‰ÂÛÏÂıÏ›ÌÁÚ 

ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ ðÒÔÛÙflËÂÙ·È ÛÂ Í‹ËÂ ÏÈÍÒÔÍı¯ÂÎfl‰· ðÔÎıÍÎ˘ÌÈÍ¸ 

·ÌÙflÛ˘Ï· ÂÈ‰ÈÍ¸ „È· ÙÈÚ ÏÂÙÒÔ˝ÏÂÌÂÚ ÈÌÙÂÒÎÂıÍflÌÂÚ, ÙÔ ÔðÔflÔ ÂflÌ·È 

ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ ˆıÙÈÍfi ıðÂÒÔÓÂÈ‰‹ÛÁ Í·È ÛıÌ‰›ÂÙ·È ÏÂ ÙÁÌ 

·ÍÈÌÁÙÔðÔÈÁÏ›ÌÁ ÈÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁ Û˜ÁÏ·ÙflÊÔÌÙ·Ú Û˝ÏðÎÔÍÔ ÏÔÒˆfiÚ 

ìsandwichî. « ðÒÔÛËfiÍÁ ˜Ò˘ÏÔ„¸ÌÔı ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ 

(ÙÂÙÒ·ÏÂËıÎ‚ÂÌÊÈ‰flÌÁ) Ô‰Á„Âfl ÛÙÁÌ ·Ì‹ðÙıÓÁ ˜Ò˛Ï·ÙÔÚ ÙÔ ÔðÔflÔ 

ÂflÌ·È ·Ì‹ÎÔ„Ô ÙÁÚ ðÔÛ¸ÙÁÙ·Ú ÙÁÚ ‰ÂÛÏÂıÏ›ÌÁÚ ÈÌÙÂÒÎÂıÍflÌÁÚ. « 

·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ ‰È·Í¸ðÙÂÙ·È Í·È Á ›ÌÙ·ÛÁ ÙÔı ˜Ò˛Ï·ÙÔÚ ÏÂÙÒ‹Ù·È ÛÂ 

ˆ˘Ù¸ÏÂÙÒÔ ELISA. 

« ¸ÎÁ ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ·ðÔÙÂÎÂflÙ·È ·ð¸ Ù· Âð¸ÏÂÌ· ÛÙ‹‰È·: 

1. —ÒÔÛËfiÍÁ 200 Ïl ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì 

ÈÌÙÂÒÎÂıÍÈÌ˛Ì Í·È ·„Ì˛ÛÙ˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ÛÂ Í‹ËÂ ÏÈÍÒÔÍı¯ÂÎfl‰· 

(Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï· ÙÔðÔËÂÙÔ˝ÌÙ·Ì ÂÈÚ ‰ÈðÎÔ˝Ì), ÂðÈÍ‹Îı¯Á ÙÁÚ ðÎ‹Í·Ú 

Í·È Âð˛·ÛÁ „È· 2 ˛ÒÂÚ ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı. 

2. ¡ð¸˜ıÛÁ ÙÔı ı„ÒÔ˝ Í·È ›ÍðÎıÛÁ (ÏÂ ‰È‹ÎıÏ· ›ÍðÎıÛÁÚ) Ù˘Ì 

Íı¯ÂÎfl‰˘Ì ÙÒÂιÚ ˆÔÒ›Ú. 

3. —ÒÔÛËfiÍÁ 200 Ïl ðÔÎıÍÎ˘ÌÈÍÔ˝ ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ ‰ÂÛÏÂıÏ›ÌÔı 

ÏÂ ›ÌÊıÏÔ, ÂðÈÍ‹Îı¯Á ÙÁÚ ðÎ‹Í·Ú Í·È Âð˛·ÛÁ „È· 1 ˛Ò· ÛÂ 

ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı.  
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4. ¡ÍÔÎÔıËÂfl ›ÍðÎıÛÁ ¸ð˘Ú ÛÙÔ ÛÙ‹‰ÈÔ 2. 

5. —ÒÔÛËfiÍÁ 200 Ïl ˜Ò˘ÏÔ„¸ÌÔı Í·È Âð˛·ÛÁ „È· 20 ÎÂðÙ‹ ÛÂ 

ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı. 

6. ‘ÂÒÏ·ÙÈÛÏ¸Ú ÙÁÚ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ ÏÂ ðÒÔÛËfiÍÁ 50 Ïl 2Õ ËÂÈ˙ÍÔ˝ 

ÔÓ›ÔÚ. 

7. Ã›ÙÒÁÛÁ ÙÁÚ ÔðÙÈÍfiÚ ðıÍÌ¸ÙÁÙ·Ú ÛÂ ÏfiÍÔÚ Í˝Ï·ÙÔÚ 450 

nm ÛÂ ˆ˘Ù¸ÏÂÙÒÔ ELISA. 

‘Ô ˜Ò˛Ï· ð·Ò·Ï›ÌÂÈ ÛÙ·ËÂÒ¸ „È· ˜ÒÔÌÈÍ¸ ‰È‹ÛÙÁÏ· 30 

ÎÂðÙ˛Ì ÏÂÙ‹ ÙÁ ‰È·ÍÔðfi ÙÁÚ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ. 

 « ðÔÛÔÙÈÍfi ÂÍÙflÏÁÛÁ Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ›„ÈÌÂ ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ 

ÙÁÚ ðÒ¸ÙıðÁÚ Í·Ïð˝ÎÁÚ Á ÔðÔfl· Î·Ï‚·Ì¸Ù·Ì ·ð¸ ÙÁÌ Ù·ıÙ¸˜ÒÔÌÁ 

Ï›ÙÒÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì ÈÌÙÂÒÎÂıÍÈÌ˛Ì. 

« Âı·ÈÛËÁÛfl· ÙÁÚ ÏÂË¸‰Ôı fiÙ·Ì περίπου 1 pg/ml. ‘· ·ÌÙÈÛ˛Ï·Ù· 

ðÔı ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍ·Ì fiÙ·Ì ÂÈ‰ÈÍ‹ „È· ÙÁÌ IL-6 Í·È ‰ÂÌ 

ð·ÒÔıÛfl·Ê·Ì ‰È·ÛÙ·ıÒÔ˝ÏÂÌÁ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ ÏÂ ‹ÎÎÂÚ. œ ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ 

‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ intra-assay coefficient of variation fiÙ·Ì 4.4% Í·È Ô 

ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ ‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ inter-assay coefficient of variation 3.6% 

·ÌÙflÛÙÔÈ˜·. ‘· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÂÍˆÒ‹ÊÔÌÙ·È ÛÂ pg/ mg ÔÎÈÍfiÚ 

ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ της κυτταροκαλιέργειας. 

 

2.11 —ÔÛÔÙÈÍ¸Ú ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸Ú ÔÎÈÍ˛Ì ÍıÙÙ·ÒÈÍ˛Ì 

ðÒ˘ÙÂ˙Ì˛Ì ÏÂ ÙÁ Ï›ËÔ‰Ô Bradford 

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

ƒÈ‹ÎıÏ· Coommassie Brilliant Blue G-250: Bio-Rad Protein 

Assay (Bio-Rad) 

ƒÈ‹ÎıÏ· ·Î‚ÔıÏflÌÁÚ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú (BSA), 1mg/ ml 

÷ıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸Ú ÔÒ¸Ú: ˜Î˘ÒÈÔ˝˜Ô Ì‹ÙÒÈÔ 0.9% 

÷˘Ù¸ÏÂÙÒÔ ELISA (Anthos Reader 2001) 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 



 116

 ÃÂÙ‹ ÙÔ Ù›ÎÔÚ Í‹ËÂ ðÂÈÒ·Ï·ÙÈÛÏÔ˝ Ù· Í˝ÙÙ·Ò· 

ÛıÎÎ›„ÔÌÙ·Ì ¸ð˘Ú ·Ì·ˆ›ÒËÁÍÂ ðÒÔÁ„ÔıÏ›Ì˘Ú, ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈÔ˝ÌÙ·Ì 

ÛÂ ‰È‹ÎıÏ· HCl 0.1 N Í·È ÙÔ ðÔÛ¸ Ù˘Ì ÔÎÈÍ˛Ì ðÒ˘ÙÂ˙Ì˛Ì 

ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÊ¸Ù·Ì ÏÂ ÙÁ Ï›ËÔ‰Ô Bradford. « ˜Ò˘ÛÙÈÍfi Coomassie 

Brilliant Blue G-250 ðÔı ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÂflÙ·È ÛÙÁÌ ÙÂ˜ÌÈÍfi ÏðÔÒÂfl Ì· 

ıð‹Ò˜ÂÈ ÛÂ ‰˝Ô ‰È·ˆÔÒÂÙÈÍ›Ú ˜Ò˘Ï·ÙÈÍ›Ú ÏÔÒˆ›Ú, Í¸ÍÍÈÌÁ Í·È 

ÏðÎÂ, ανάλογα και με το pH του διαλύματος. ÃÂÙ‹ ÙÁ Û˝Ì‰ÂÛfi ÙÁÚ ÏÂ 

ÙÈÚ ðÒ˘ÙÔÌÈ˘Ï›ÌÂÚ ·ÏÈÌÔÏ‹‰ÂÚ Ù˘Ì ıðÔÎÂÈÏÏ‹Ù˘Ì Ù˘Ì ·ÏÈÌÔÓ›˘Ì 

ÙÁÚ ðÔÎıðÂðÙÈ‰ÈÍfiÚ ·ÎıÛfl‰·Ú Á Í¸ÍÍÈÌÁ ÏÔÒˆfi ÏÂÙ·ÙÒ›ðÂÙ·È ÛÂ 

ÏðÎÂ ðÒÔÍ·Î˛ÌÙ·Ú ÏÈ· ÏÂÙ·Ù¸ðÈÛÁ ÛÙÔ Ï›„ÈÛÙÔ ·ðÔÒÒ¸ˆÁÛÁÚ 

ÙÁÚ ˜Ò˘ÛÙÈÍfiÚ ·ð¸ Ù· 465 nm ÛÙ· 595 nm ¸ðÔı Í·È „flÌÂÙ·È Á 

Ï›ÙÒÁÛÁ ÙÂÎÈÍ‹. ‘Ô Û˝ÏðÎÔÍÔ ðÒ˘ÙÂ˙ÌÁÚ-˜Ò˘ÛÙÈÍfiÚ ›˜ÂÈ ı¯ÁÎ¸ 

ÛıÌÙÂÎÂÛÙfi ·ðÔÒÒ¸ˆÁÛÁÚ, „Â„ÔÌ¸Ú ÙÔ ÔðÔflÔ ð·Ò›˜ÂÈ ÏÂ„‹ÎÁ 

Âı·ÈÛËÁÛfl· Í·Ù‹ ÙÁ Ï›ÙÒÁÛÁ ÙÁÚ ðÒ˘ÙÂ˙ÌÁÚ. « Û˝Ì‰ÂÛÁ 

ðÒ·„Ï·ÙÔðÔÈÂflÙ·È ðÔÎ˝ „Òfi„ÔÒ· (ðÂÒflðÔı ÛÂ 2 ÎÂðÙ‹) Í·È ıð‹Ò˜ÂÈ 

ðÔÎ˝ Í·Îfi ÛÙ·ËÂÒ¸ÙÁÙ· ÙÔı ˜Ò˛Ï·ÙÔÚ „È· ðÂÒflðÔı 1 ˛Ò· ÏÂÙ‹ 

ÙÁÌ ðÒÔÛËfiÍÁ ÙÁÚ ˜Ò˘ÛÙÈÍfiÚ. 

« ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ·ðαιτÂfl Ù· Âð¸ÏÂÌ· ÛÙ‹‰È·: 

1. —ÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì BSA 

(0,1,2,4,8,16,32 Ïg) ÛÂ ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸ ÔÒ¸. 

2. ”Â ðÎ‹Í· 96 Ôð˛Ì ÙÔðÔËÂÙÔ˝ÌÙ·È 160 Ïl Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Í·È 

·„Ì˛ÛÙ˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì ÛÂ Í‹ËÂ ÏÈÍÒÔÍı¯ÂÎfl‰· (Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï· 

ÙÔðÔËÂÙÔ˝ÌÙ·Ì ÂÈÚ ‰ÈðÎÔ˝Ì). 

3. —ÒÔÛÙflËÂÌÙ·È 40 Ïl ˜Ò˘ÛÙÈÍfiÚ Bio-Rad Í·È ·ÍÔÎÔıËÂfl ðÔÎ˝ 

Í·Îfi ·Ì‹‰ÂıÛÁ ÙÔı ÏÂfl„Ï·ÙÔÚ. 

4. Ã›ÙÒÁÛÁ ÙÁÚ ÔðÙÈÍfiÚ ðıÍÌ¸ÙÁÙ·Ú ÛÂ ÏfiÍÔÚ Í˝Ï·ÙÔÚ 595 

nm ÛÂ ˆ˘Ù¸ÏÂÙÒÔ ELISA. 

 « ðÔÛÔÙÈÍfi ÂÍÙflÏÁÛÁ Í‹ËÂ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ›„ÈÌÂ ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ 

ÙÁÚ ðÒ¸ÙıðÁÚ Í·Ïð˝ÎÁÚ Á ÔðÔfl· Î·Ï‚·Ì¸Ù·Ì ·ð¸ ÙÁÌ Ù·ıÙ¸˜ÒÔÌÁ 

Ï›ÙÒÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „Ì˘ÛÙ˛Ì Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂ˘Ì BSA. « 

Âı·ÈÛËÁÛfl· ÙÁÚ ÏÂË¸‰Ôı fiÙ·Ì 5 Ïg/ml. œ ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ ‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ 
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intra-assay coefficient of variation fiÙ·Ì 1-2% Í·È Ô ÛıÌÙÂÎÂÛÙfiÚ 

‰È·Í˝Ï·ÌÛÁÚ inter-assay coefficient of variation fiÙ·Ì 4-5%. ‘· 

·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÂÍˆÒ‹ÊÔÌÙ·È ÛÂ Ïg ÔÎÈÍfiÚ ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ/ ml. 

 

 

2.12 NORTHERN BLOT ·Ì‹ÎıÛÁ ÙÔı mRNA Ùης CRH  

α) ¡ðÔÏ¸Ì˘ÛÁ mRNA ÏÂ ÙÁ Ï›ËÔ‰Ô ÙÁÚ ËÂÈÔÍı·ÌÈÍfiÚ 

„Ôı·ÌÈ‰flÌÁÚ-¸ÓÈÌÁÚ ˆ·ÈÌ¸ÎÁÚ 

 

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

»ÂÈÔÍı·ÌÈÍfi „Ôı·ÌÈ‰flÌÁ: Guanidinium Thyocyanate (Sigma, 

USA) 

 ÈÙÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ: sodium citrate (Sigma, USA) 

Lauryl Sarcosyl (Sigma, USA) 

2-ÃÂÒÍ·ðÙÔ·ÈË·Ì¸ÎÁ (Sigma, USA) 

÷·ÈÌ¸ÎÁ (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

œÓÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ (Merck, Germany) 

◊Î˘ÒÔˆ¸ÒÏÈÔ (Merck, Germany) 

…ÛÔ·ÏıÎÈÍfi ·ÎÍÔ¸ÎÁ (Merck, Germany) 

¡ð¸ÎıÙÁ ·ÈË·Ì¸ÎÁ (Merck, Germany) 

8-ı‰ÒÔÓıÍÈÌÔÎflÌÁ (Sigma, USA) 

÷ı„¸ÍÂÌÙÒÔÚ (Sigma, USA) 

 

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· 

ƒÈ‹ÎıÏ· ÃÂÙÔıÛfl˘ÛÁÚ  

»ÂÈÔÍı·ÌÈÍfi „Ôı·ÌÈ‰flÌÁ  4Ã 

 ÈÙÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ pH 7.0  25 mM 

Lauryl Sarcosyl    0.5% 

2-ÃÂÒÍ·ðÙÔ·ÈË·Ì¸ÎÁ  0.1M 
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 ƒÈ·Î˝ÂÙ·È Á „Ôı·ÌÈ‰flÌÁ ÛÙÔıÚ 65 ÔC ıð¸ ÛıÌÂ˜fi ·Ì‹‰ÂıÛÁ 

Í·È ÛÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ðÒÔÛÙflËÂÌÙ·È ‰È·‰Ô˜ÈÍ‹ Ù· ıð¸ÎÔÈð· ÛıÛÙ·ÙÈÍ‹. 

‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ‰È·ÙÁÒÂflÙ·È ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı ˜˘ÒflÚ ÙÁÌ 

ðÒÔÛËfiÍÁ 2-ÏÂÒÍ·ðÙÔ·ÈË·Ì¸ÎÁÚ „È· 3 ÏfiÌÂÚ, ÂÌ˛ ÏÂÙ‹ ÙÁÌ 

ðÒÔÛËfiÍÁ ÙÁÚ ÙÂÎÂıÙ·fl·Ú „È· 1 ÏfiÌ·. 

 

—·Ò·ÛÍÂıfi ¸ÓÈÌÁÚ ˆ·ÈÌ¸ÎÁÚ 

 « ˆ·ÈÌ¸ÎÁ ðÔı ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈÂflÙ·È Í·Ù‹ ÙÁ ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ·ıÙfi 

ÂflÌ·È ÍÒıÛÙ·ÎÎÈÍfi Í·È ðÒ›ðÂÈ ðÒÈÌ από ÙÁ ˜ÒfiÛÁ ÙÁÚ Ì· 

ÂÓÈÛÔÒÒÔðÁËÂfl ÏÂ ÌÂÒ¸. ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì· 1 Kgr ˆ·ÈÌ¸ÎÁÚ τήκεται ÛÙÔıÚ 

65 ÔC, ðÒÔÛÙflËÂÙ·È ÛÂ ·ıÙfiÌ 1 gr 8-ı‰ÒÔÓıÍÈÌÔÎflÌÁ Í·È 1 lt 

·ðÔÛÙÂÈÒ˘Ï›ÌÔı ÌÂÒÔ˝ Í·È ÂÍÙÂÎÂflÙ·È ÈÛ˜ıÒfi ·Ì‹‰ÂıÛÁ. ‘Ô ÏÂfl„Ï· 

·ˆfiÌÂÙ·È ÛÂ ÁÒÂÏfl· ÛÙÔıÚ 4 ÔC „È· ›Ì· ‚Ò‹‰ı. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· 

·ˆ·ÈÒÂflÙ·È Á ı‰·ÙÈÍfi ˆ‹ÛÁ, ðÒÔÛÙflËÂÙ·È flÛÔÚ ¸„ÍÔÚ ÌÂÒÔ˝, 

·Ì·‰Â˝ÂÙ·È ÈÛ˜ıÒ‹ Í·È ·ˆfiÌÂÙ·È Í·È ð‹ÎÈ ÛÂ ÁÒÂÏfl·. ‘ÁÌ ÂðÔÏ›ÌÁ, 

ÏÂÙ‹ ÙÁÌ ·ˆ·flÒÂÛÁ ÙÁÚ ı‰·ÙÈÍfiÚ ˆ‹ÛÁÚ, ÂÎ›„˜ÂÙ·È ÙÔ pH ÙÁÚ 

ÔÒ„·ÌÈÍfiÚ ÙÔ ÔðÔflÔ ðÒ›ðÂÈ Ì· ÏÁÌ ıðÂÒ‚·flÌÂÈ ÙÔ 5.0. « ¸ÓÈÌÁ 

ˆ·ÈÌ¸ÎÁ ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ 4 ÔC Í·È ÏðÔÒÂfl Ì· ‰È·ÙÁÒÁËÂfl έ˘Ú Í·È 

2 ÏfiÌÂÚ ().  

 

M›ËÔ‰ÔÚ 

 « ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ðÔı ·ÍÔÎÔıËfiËÁÍÂ „È· ÙÁÌ ·ðÔÏ¸Ì˘ÛÁ ÙÔı 

mRNA Ùης CRH ‚·ÛflÛÙÁÍÂ ÛÙÁ Ï›ËÔ‰Ô Ù˘Ì Chomczynski και Sacchi 

(1987). ‘· Í˝ÙÙ·Ò· Í·È ÔÈ ÈÛÙÔfl Âfl˜·Ì Í·Ù·¯ı˜ËÂfl ÛÙÔıÚ -80 ÔC 

ðÒÈÌ ·ð¸ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ ÙÔıÚ. ‘· ð·„˘Ï›Ì· Í˝ÙÙ·Ò· ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈfiËÁÍ·Ì 

ÏÂ ‰È‹ÎıÏ· ÏÂÙÔıÛfl˘ÛÁÚ (1 ml) ÛÂ glass-Teflon ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈÁÙfi Í·È 

ÛÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ðÒÔÛÙ›ËÁÍαν ÛÙÔ ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÁÏένο μείγμα ‰È·‰Ô˜ÈÍ‹ 

0.1 ml 2 Ã ÔÓÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ pH 4.0, 1 ml ˆ·ÈÌ¸ÎÁ (ÍÔÒÂÛÏ›ÌÁ ÏÂ ÌÂÒ¸) 

Í·È 0.2 ml ÏÂfl„Ï·ÙÔÚ ˜Î˘ÒÔˆÔÒÏflÔı-ÈÛÔ·ÏıÎÈÍfiÚ ·ÎÍÔ¸ÎÁÚ (49:1), 
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ÏÂ Í·Îfi ·Ì‹ÏÂÈÓÁ ÏÂÙ‹ ÙÁÌ ðÒÔÛËfiÍÁ ÙÔı Í‹ËÂ ·ÌÙÈ‰Ò·ÛÙÁÒflÔı. ‘Ô 

ÙÂÎÈÍ¸ ÂÌ·È˛ÒÁÏ· ·Ì·‰Â˝ÙÁÍÂ „È· 10 ‰ÂıÙÂÒ¸ÎÂðÙ· ÛÂ ÏÁ˜·Ìfi 

ÛÙÒÔ‚ÈÎÈÛÏÔ˝ Í·È ›ÏÂÈÌÂ ÛÂ ð‹„Ô „È· 15 ÎÂðÙ‹. ‘· ‰Âfl„Ï·Ù· ÛÙÁ 

ÛıÌ›˜ÂÈ· ˆı„ÔÍÂÌÙÒfiËÁÍ·Ì ÛÂ 10.000 x g „È· 20 ÎÂðÙ‹ ÛÙÔıÚ 4 ÔC. 

ÃÂÙ‹ ÙÁ ˆı„ÔÍ›ÌÙÒÁÛÁ ÙÔ RNA ‚ÒÈÛÍ¸Ù·Ì ÛÙÁÌ ı‰·ÙÈÍfi ˆ‹ÛÁ, ÂÌ˛ 

ÙÔ DNA Í·È ÔÈ ðÒ˘ÙÂΐÌÂÚ ÛÙÁÌ ÂÌ‰È‹ÏÂÛÁ Í·È  ÛÙÁ ˆ·ÈÌÔÎÈÍfi ˆ‹ÛÁ. 

« ı‰·ÙÈÍfi ˆ‹ÛÁ ÏÂÙ·ˆ›ÒËÁÍÂ ÛÂ Ì›Ô Û˘ÎÁÌ‹ÒÈÔ, ·Ì·ÏÂfl˜ËÁÍÂ ÏÂ 2 

¸„ÍÔıÚ ð·„˘Ï›ÌÁÚ ·ð¸ÎıÙÁÚ ·ÈË·Ì¸ÎÁÚ Í·È 1/10 ¸„ÍÔı ÔÓÂÈÍ¸ 

Ì‹ÙÒÈÔ 3M pH 5.4 Í·È ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ ÛÙÔıÚ -80 ÔC „È· 1 ˛Ò· ÙÔ 

ÎÈ„¸ÙÂÒÔ, „È· Ì· ðÒ·„Ï·ÙÔðÔÈÁËÂfl Á Í·Ù·ÍÒfiÏÌÈÛÁ ÙÔı RNA. 

¡ÍÔÎÔ˝ËÁÛÂ Ì›· ˆı„ÔÍ›ÌÙÒÁÛÁ ÛÂ 12.000 x g „È· 25 ÎÂðÙ‹ ÛÙÔıÚ 4 

ÔC Í·È ÙÔ ðÒÔÍ˝ðÙÔÌ flÊÁÏ· Âð·Ì·‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÛÂ ·ÈË·Ì¸ÎÁ 

70%, ˆı„ÔÍÂÌÙÒfiËÁÍÂ ÛÂ 12.000 x g „È· 5 ÎÂðÙ‹ ÛÙÔıÚ 4 ÔC Í·È ÙÔ 

RNA ‰È·Î˝ËÁÍÂ ÛÂ ÌÂÒ¸ Í·ÙÂÒ„·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ ‰È·ÈËıÎðıÒÔÍ·Ò‚ÔÌÈÍ¸ 

ÂÛÙ›Ò· (DEPC). « ðÔÈ¸ÙÁÙ‹ ÙÔı ÂÎ›γ˜ËÁÍÂ ˆ˘ÙÔÏÂÙÒÈÍ‹ (260/280 

nm) Í·È ÏÂ ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁ ÛÂ ðÁÍÙfi ·„·Ò¸ÊÁÚ. 

 

 

 

 

β) «ÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁ RNA ÛÂ ðÁÍÙfi ·„·Ò¸ÊÁÚ 

 

’ÎÈÍ‹ 

MOPS: 3-(Õ-ÏÔÒˆÔÎÈÌÔ)-ðÒÔð·ÌÔÛÔıÎˆÔÌÈÍ¸ ÔÓ˝ (Sigma, 

USA) 

EDTA: Ì·ÙÒÈÔ˝˜Ô ‹Î·Ú ÙÔı ·ÈËıÎÂÌÔ‰È‹ÏÈÌÔ-ÙÂÙÒ·ÔÓÈÍÔ˝ 

ÔÓ›ÔÚ (Sigma, USA) 

œÓÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ (Sigma, USA) 

¡„·Ò¸ÊÁ (Sigma, USA) 
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÷ÔÒÏ·Î‰Â‡‰Á 37% (Merck, Germany) 

√ÎıÍÂÒ¸ÎÁ (Merck, Germany) 

÷ÔÒÏ·Ïfl‰Á (Sigma, USA) 

 ı·ÌÔ˝Ì ÙÁÚ ‚Ò˘ÏÔˆ·ÈÌ¸ÎÁÚ (Sigma, USA) 

 ı·ÌÔ˝Ì ÙÔı ÓıÎÂÌflÔı (Sigma, USA) 

¬Ò˘ÏÈÔ˝˜Ô ·ÈËfl‰ÈÔ (Sigma, USA) 

 

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· 

20x ‰È‹ÎıÏ· ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁÚ (20 x FRB) (ƒÈ‹ÎıÏ· ¡) 

MOPS         41.8 gr 

œÓÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ  6.8 gr 

EDTA   7.32 gr 

–˝ËÏÈÛÁ ÙÔı pH ÛÙÔ 7.0 ÏÂ 1Õ Õ·œ« 

—ÒÔÛËfiÍÁ ÌÂÒÔ˝ Ï›˜ÒÈ Ù· 500 ml. ‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ‰ÈÁËÂflÙ·È, 

·ðÔÛÙÂÈÒ˛ÌÂÙ·È ÛÂ ·ıÙ¸Í·υÛÙÔ Í·È ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ 4 ÔC ÛÂ 

ÛÍÔıÒ¸˜Ò˘ÏÁ ˆÈ‹ÎÁ. 

 

ƒÈ‹ÎıÏ· ÏÂÙÔıÛfl˘ÛÁÚ „È· ÙÁÌ ÙÔðÔË›ÙÁÛÁ ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ÛÙÁÌ 

ðÁÍÙfi ·„·Ò¸ÊÁÚ (ƒÈ‹ÎıÏ· ¬) (Loading buffer) 

÷ÔÒÏ·Ïfl‰Á     50% 

÷ÔÒÏ·Î‰Â˚‰Á     18% 

√ÎıÍÂÒ¸ÎÁ     5% 

FRB       1x 

 ı·ÌÔ˝Ì ÙÁÚ ‚Ò˘ÏÔˆ·ÈÌ¸ÎÁÚ  0.25% (w/v) 

 ı·ÌÔ˝Ì ÙÔı ÓıÎÂÌflÔı   0.25% (w/v) 

”ıÏðÎfiÒ˘ÛÁ ÏÂ ÌÂÒ¸ Ï›˜ÒÈ ÙÔÌ ·ð·ÈÙÔ˝ÏÂÌÔ ¸„ÍÔ. ‘Ô ‰È‹ÎıÏ· 

ÏÂÙ‹ ÙÁÌ ð·Ò·ÛÍÂıfi ÙÔı ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ -20 ÔC. 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 

—ÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· ÙÁÚ ðÁÍÙfiÚ ·„·Ò¸ÊÁÚ 
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 2 gr ·„·Ò¸ÊÁÚ ‰È·Î˝ËÁÍ·Ì ÛÂ 100 ml ·ðÔÛÙÂÈÒ˘Ï›ÌÔı 

ÌÂÒÔ˝ ÏÂ Ë›ÒÏ·ÌÛÁ Í·È ıð¸ ÛıÌÂ˜fi ·Ì‹‰ÂıÛÁ. ‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ¯˝˜ËÁÍÂ 

Ï›˜ÒÈ 50-60 ÔC Í·È ÛÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ðÒÔÛÙ›ËÁÍ·Ì ÛÂ ·ıÙ¸ ‰È·‰Ô˜ÈÍ‹ 

6.5 ml ‰È‹ÎıÏ· FRB 1x, 23.5 ml ˆÔÒÏ·Î‰Â˚‰Á 37% Í·È 15 Ïl 

‚Ò˘ÏÈÔ˝˜Ô ·ÈËfl‰ÈÔ 10 mg/ml. ‘Ô ÏÂfl„Ï· ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ ÛÙÔ ÂÍÏ·„ÂflÔ 

ÙÁÚ ÛıÛÍÂıfiÚ ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁÚ Í·È ·ˆ›ËÁÍÂ Ì· ðfiÓÂÈ Ï›˜ÒÈ Ì· 

ÂÙÔÈÏ·ÛÙÔ˝Ì Ù· ‰Âfl„Ï·Ù· ÙÔı RNA. 

 

γ) —ÒÔÂÙÔÈÏ·Ûfl· Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì „È· ÙÁÌ ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁ 

 ’ðÔÎÔ„flÊÂÙ·È Á ðÔÛ¸ÙÁÙ· ÙÔı RNA ðÔı ıð‹Ò˜ÂÈ ÛÙ· 

‰Âfl„Ï·Ù· (ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ flÛÁ ðÔÛ¸ÙÁÙ· ·ð¸ ¸Î· Ù· ‰Âfl„Ï·Ù· ÛÂ 

Í‹ËÂ ðÁ„‹‰È ÙÁÚ ðÁÍÙfiÚ ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁÚ, ðÂÒflðÔı 20 Ïgr). ‘· 

‰Âfl„Ï·Ù· ·Ò·È˛ÌÔÌÙ·È ÏÂ ·ðÔÛÙÂÈÒ˘Ï›ÌÔ νερό Í·ÙÂÒ„·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ 

DEPC. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ðÒÛÙflËÂÙ·È ÛÂ ·ıÙ‹ 35 Ïl ‰È‹ÎıÏ· ¬ (Ô 

ÛıÌÔÎÈÍ¸Ú ¸„ÍÔÚ ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ-‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ ¬ ‰ÂÌ ðÒ›ðÂÈ Ì· 

ıðÂÒ‚·flÌÂÈ Ù· 45 Ïl), ‚Ò‹ÊÔÌÙ·È „È· 3 ÎÂðÙ‹ ÛÙÔıÚ 95 ÔC Í·È 

·ˆfiÌÔÌÙ·È Ì· ¯ı˜ËÔ˝Ì ÙÔıÎ‹˜ÈÛÙÔÌ „È· 3 ÎÂðÙ‹ ÛÂ ð‹„Ô. —ÒÈÌ ÙÁÌ 

ÙÔðÔË›ÙÁÛÁ Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì Á ðÁÍÙfi ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ „È· 5 ÎÂðÙ‹ ÛÂ 

ðÂ‰flÔ 5V/cm, ·ÍÔÎÔ˝ËÁÛÂ Á ÙÔðÔË›ÙÁÛÁ Ù˘Ì ‰È·ÎıÏ‹Ù˘Ì ÛÙ· 

ðÁ„‹‰È· Í·È Á ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁ ›Î·‚Â ˜˛Ò· ÛÂ 3V/cm ÛÂ 1x 

‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ FRB. « ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ÔÎÔÍÎÁÒ˛ËÁÍÂ ÛÂ 6-7 ˛ÒÂÚ 

ðÂÒflðÔı. 

 

δ) ÃÂÙ·ˆÔÒ‹ Í·È ÛÙ·ËÂÒÔðÔflÁÛÁ ÙÔı RNA ÛÂ Ì‹ÈÎÔÌ 

ÏÂÏ‚Ò‹ÌÂÚ ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ 

’ÎÈÍ‹ Í·È ÛıÛÍÂı›Ú 

Whatman 3MM (Amersham, USA) 

ÃÂÏ‚Ò‹ÌÁ ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ (Amersham, USA) 

Stratalinker UV 1800 (Stratagene, Ca, USA) 
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ƒÈ·Î˝Ï·Ù· 

ƒÈ‹ÎıÏ· 20 x SSC 

◊Î˘ÒÈÔ˝˜Ô Ì‹ÙÒÈÔ  175.3gr 

 ÈÙÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ3 «2œ 88.2gr 

ÕÂÒ¸ Ï›˜ÒÈ Ù· 800 ml, Ò˝ËÏÈÛÁ ÙÔı pH ÛÙÔ 7.0 ÏÂ Îfl„ÂÚ 

ÛÙ·„¸ÌÂÚ 10Õ Õ·œ«. ”ıÏðÎfiÒ˘ÛÁ ÙÔı ¸„ÍÔı ÛÂ 1 Lt Í·È 

·ðÔÛÙÂflÒ˘ÛÁ ÛÂ ·ıÙ¸Í·ıÛÙÔ. 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ 

 « ðÁÍÙfi ÏÂÙ‹ ÙÔ Ù›ÎÔÚ ÙÁÚ ÁÎÂÍÙÒÔˆ¸ÒÁÛÁÚ ÂÍðÎ›ÌÂÙ·È 

ÏÂ ‰È‹ÎıÏ· 2x SSC „È· 15 ÎÂðÙ‹ ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı Í·È ÛÙÁ 

ÛıÌ›˜ÂÈ· ·ÍÔÎÔıËÂfl Á ÏÂÙ·ˆÔÒ‹ ÙÔı RNA ÛÂ ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁ ÏÂ 

ÙÒÈ˜ÔÂÈ‰ÈÍή διαπήδυση. ”ı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì·, ÛÂ Í·Ù‹ÎÎÁÎÔ ıðÔ‰Ô˜›· 

ÙÔðÔËÂÙÂflÙ·È ðÔÛ¸ÙÁÙ· 20x SSC, Í·È ‰Èı„Ò·Ï›ÌÔ ˜·ÒÙfl Whatman 

ÙÔı ÔðÔflÔı Ù· ‹ÍÒ· ÂflÌ·È ÂÏ‚·ðÙÈÛÏ›Ì· ÛÂ SSC. —‹Ì˘ ·ð¸ ·ıÙ¸ 

ÙÔðÔËÂÙÂflÙ·È Á ðÁÍÙfi Í·È ·ÍÔÎÔ˝Ë˘Ú Á Ì‹ıÎÔÌ ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁ (fl‰È˘Ì 

‰È·ÛÙ‹ÛÂ˘Ì ÏÂ ÙÁÌ ðÁÍÙfi), Á ÔðÔfl· ›˜ÂÈ ðÒÔÁ„ÔıÏ›Ì˘Ú ‰È·‚Ò·˜Âfl 

ÏÂ ÌÂÒ¸ Í·È „È· 2 ÙÔıÎ‹˜ÈÛÙÔÌ ÎÂðÙ‹ ÏÂ ÙÔ fl‰ÈÔ ÒıËÏÈÛÙÈÍ¸ 

‰È‹ÎıÏ·. ¡ÍÔÎÔıËÂfl Á ÙÔðÔË›ÙÁÛÁ 2 ˆ˝ÎÎ˘Ì Whatman 3MM fl‰È˘Ì 

‰È·ÛÙ‹ÛÂ˘Ì, ˆ˝ÎÎ˘Ì ·ðÔÒÒÔˆÁÙÈÍÔ˝ ˜·ÒÙÈÔ˝ ÏÂ ˝¯ÔÚ 

ÙÔıÎ‹˜ÈÛÙÔÌ 8 cm Í·È ÔÏÔÈ¸ÏÔÒˆÔı ‚‹ÒÔıÚ 500 gr ðÂÒflðÔı. « 

‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ‰È·ÒÍÂfl ðÂÒflðÔı 16-20 ˛ÒÂÚ. « ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁ ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ 

ÂÍðÎ›ÌÂÙ·È „È· ÙÁÌ ·ðÔÏ‹ÍÒıÌÛÁ fl˜Ì˘Ì ðÁÍÙfiÚ ·„·Ò¸ÊÁÚ, 

ÂÍÙflËÂÙ·È ÛÂ ıðÂÒÈ˛‰Á ·ÍÙÈÌÔ‚ÔÎfl· „È· 1 ÎÂðÙ¸, ÛÙ· 1200 Joule 

(UV-linker, Stratagene, USA) Í·È ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· 80 ÔC „È· 2 ˛ÒÂÚ, 

ÙÔðÔËÂÙÂflÙ·È ÛÂ ÛÂÎÎÔˆ‹ÌÁ Í·È ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ -20ÔC Ï›˜ÒÈ ÙÁ 

ÛÙÈ„Ïfi ÙÔı ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝. 
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ε) –·‰ÈÔÛfiÏ·ÌÛÁ ÙÔı ÔÎÈ„ÔÌÔıÍÎÂÙÈ‰flÔı ÙÔı mRNA Ùης 

CRH ÏÂ 32P, ı„Ò¸Ú ı‚ÒÈ‰ÈÛÏ¸Ú ÙÔı RNA ÛÂ ÏÂÏ‚Ò‹ÌÂÚ 

ı‚ÒÈ‰ÔðÔflÁÛÁÚ Í·È ·ıÙÔÒ·‰ÈÔ„Ò·ˆfl· 

  

’ÎÈÍ‹ 

…˜ÌÁÎ‹ÙÁÚ mRNA CRH: ÛıÌËÂÙÈÍ¸ 48-ÔÎÈ„ÔÌÔıÍÎÂÔÙfl‰ÈÔ 

5x Tailing Buffer (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

‘ÂÎÈÍfi ‰ÂÔÓıÌÔıÍÎÂÔÙÈ‰ÈÍfi ÙÒ·ÌÛˆÂÒ‹ÛÁ: Tdt (GIBCO-BRL Co, 

MD, USA) 

‘ÒÈˆ˘ÛˆÔÒÈÍfi ‰ÂÔÓı·‰ÂÌÔÛflÌÁ: 32P-dATP (ÂÈ‰ÈÍfi 

‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· 800 mCi/mmol) (Amersham, USA) 

EDTA (Sigma, USA) 

 ÔÎ˛Ì· Sephadex G-25 0.9 x 2.8 cm: NAP-5 column 

(Pharmacia) 

SDS (Sigma, USA) 

Film X-omat (Kodak) 

ÃÔÌÔ‚·ÛÈÍ¸ ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ ‹Ìı‰ÒÔ (Sigma, USA) 

ƒÈ‚·ÛÈÍ¸ ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ¸ Ì‹ÙÒÈÔ ›Ìı‰ÒÔ (Sigma, USA) 

¡Î‚ÔıÏflÌÁ ÔÒÔ˝ ‚Ô¸Ú: BSA (Sigma, USA) 

 

ƒÈ·Î˝Ï·Ù· 

ƒÈ‹ÎıÏ· 5x Tailing Buffer 

 ·ÍÔ‰ıÎÈÍ¸ Í‹ÎÈÔ pH 7.2  0.5M 

◊Î˘ÒÈÔ˝˜Ô  Ô‚‹ÎÙÈÔ  10 mM 

DTT      1 mM 

‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÙÔıÚ -20 ÔC. 

 

ƒÈ‹ÎıÏ· ðÒÔ˚‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ Í·È ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ 

–ıËÏÈÛÙÈÍ¸ ‰È‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì 0.5Ã 

BSA       1% w/v 
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SDS               10% v/v 

‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı. 

 

ƒÈ‹ÎıÏ· ›ÍðÎıÛÁÚ ÙÁÚ ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁÚ 

 SDS     5% 

EDTA    1 mM 

ƒÈ‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì 50 mM pH 7.2 

‘Ô ‰È‹ÎıÏ· ˆıÎ‹ÛÛÂÙ·È ÛÂ ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı. 

 

Ã›ËÔ‰ÔÚ  

 0.1 Ïg ÙÔı È˜ÌÁÎ‹ÙÁ ÙÔı mRNA Ùης CRH ·ðÔ‰È·Ù‹˜ËÁÍÂ 

ÏÂ ‚Ò·ÛÏ¸ „È· 3 ÎÂðÙά ÛÙÔıÚ 95 ÔC Í·È ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ ÛÂ ð‹„Ô „È· 

‹ÎÎ· 3 ÎÂðÙ‹. ¡ÍÔÎÔ˝ËÁÛÂ ‰È·‰Ô˜ÈÍfi ðÒÔÛËfiÍÁ 10 Ïl 5x Tailing 

buffer, 2 Ïl TdT, 3 Ïl 32P Í·È ÛıÏðÎfiÒ˘ÛÁ ÙÔı ¸„ÍÔı Ï›˜ÒÈ Ù· 50 Ïl 

ÏÂ ·ðÔÛÙÂÈÒ˘Ï›ÌÔ ÌÂÒ¸. ‘Ô ¸ÎÔ ÏÂfl„Ï· ËÂÒÏ‹ÌËÁÍÂ ÛÙÔıÚ 37 ÔC 

„È· 1 ˛Ò· Í·È ðÒÔÛÙ›ËÁÍαν ÛÂ ·ıÙ¸ 2 Ïl EDTA 0.5M ÏÂ pH 8.0. œ 

Í·Ë·ÒÈÛÏ¸Ú ÙÔı ÔÎÈ„ÔÌÔıÍÎÂÔÙÈ‰flÔı ðÒ·„Ï·ÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÏÂ 

˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· ÏÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈ˛ÌÙ·Ú ÛÙfiÎÁ 0.9 x 

2.8 cm. ‘Ô ıÎÈÍ¸ ðÎfiÒ˘ÛÁÚ fiÙ·Ì Sephadex G-25, Ô ÌÂÍÒ¸Ú ¸„ÍÔÚ 

ÙÁÚ ÛÙfiÎÁÚ 0.5 ml Í·È Ô ¸„ÍÔÚ ÙÔı ÂÍÎÔı¸ÏÂÌÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ 1 ml. 

 ·Ù‹ ÙÁ ‰È‹ÒÍÂÈ· ÙÁÚ ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁÚ ÛfiÏ·ÌÛÁÚ Á ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁ 

ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ ÂÍðÎ˝ËÁÍÂ ÏÂ ·ðÔÛÙÂÈÒ˘Ï›ÌÔ ÌÂÒ¸ „È· 5 ÎÂðÙ‹ Í·È 

ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ ÏÂ ‰È‹ÎıÏ· ı‚ÒÈ‰ÈÛÏÔ˝ ÛÂ Ô„ÍÔÏÂÙÒÈÍ¸ Í˝ÎÈÌ‰ÒÔ 

ÛÙÔıÚ 42 ÔC „È· 1 ˛Ò·. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ·ðÔÏ·ÍÒ˝ÌËÁÍÂ ÙÔ ‰È‹ÎıÏ·, 

ðÒÔÛÙ›ËÁÍÂ Ì›Ô ÏÂ ÙÁÌ ðÔÛ¸ÙÁÙ· ÙÔı Ò·‰ÈÔÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔı È˜ÌÁÎ‹ÙÁ 

Í·È Âð·Ì·ÙÔðÔËÂÙfiËÁÍÂ ÛÙÁÌ fl‰È· ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· „È· 24 ˛ÒÂÚ. ÃÂÙ‹ 

ÙÔ Ù›ÎÔÚ ÙÁÚ Âð˛·ÛÁÚ Á ÏÂÏ‚Ò‹ÌÁ ÂÍðÎ˝ËÁÍÂ ‰È·‰Ô˜ÈÍ‹ ÏÂ 

‰È‹ÎıÏ· ›ÍðÎıÌÛÁÚ ðÒÔËÂÒÏ·ÛÏ›ÌÔ ÛÙÔıÚ 65 ÔC ˘Ú ÂÓfiÚ: 

·) 1 ˆÔÒ‹ „È· ˜ÒÔÌÈÍ¸ ‰È‹ÛÙÁÏ· 2 ÎÂðÙ˛Ì. 
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‚) 2-3 ˆÔÒ›Ú „È· ˜ÒÔÌÈÍ‹ ‰È·ÛÙfiÏ·Ù· 12 ÎÂðÙ˛Ì 

Í·È ÂÍÙ›ËÁÍÂ, ÏÂ ÙÁ ˜ÒfiÛÁ ÂÌÈÛ˜ıÙÈÍfiÚ ÔË¸ÌÁÚ ÛfiÏ·ÙÔÚ, ÛÂ 

film Kodak X-omat ÛÙÔıÚ -70 ÔC ÙÔ ÔðÔflÔ ÂÏˆ·ÌflÛÙÁÍÂ ÛÂ ‰È‹ˆÔÒ· 

˜ÒÔÌÈÍ‹ ‰È·ÛÙfiÏ·Ù·. 

 

2.13 ∏ÏÏÂÛÔÚ ¡ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏ¸Ú 

œ ›ÏÏÂÛÔÚ ·ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏ¸Ú ÂÍÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ σύμφωνα με την 

κλασσική μέθοδο που έχει εκτεταμένα χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη των 

κυτταροσκελετικών πρωτε˙νών. ”ıγκεκριμένα, Ù· ·ÌËÒ˛ðÈÌ· 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ ÂðÈËÁÎÈ·Í‹ Í·È ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò·, Í·Ë˛Ú ÂðflÛÁÚ 

Í·È Ù· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa, Í·ÎÎÈÂÒ„fiËÁÍ·Ì ÛÂ Í·ÎıðÙÒfl‰ÂÚ 

‰È·ÛÙ‹ÛÂ˘Ì 22 ◊ 22 mm, ÛÂ HAMF12/DMEM ·ðÔıÛfl· ÔÒÔ˝. 

ÃÔÌÈÏÔðÔÈfiËÁÍ·Ì Í·È ›„ÈÌ·Ì ‰È·ðÂÒ·Ù‹ ÏÂ Âðfl‰Ò·ÛÁ ‰È·Î˝Ï·ÙÔÚ 

·ÍÂÙ¸ÌÁÚ/ÏÂË·Ì¸ÎÁ (ÛÂ ·Ì·ÎÔ„fl· 1:1 Í·Ù' ¸„ÍÔ) „È· 20 ÎÂðÙ‹ ÛÂ 

ËÂÒÏÔÍÒ·Ûfl· ‰˘Ï·ÙflÔı Í·È ÓÂðÎ˝ËÁÍ·Ì ‰˝Ô ˆÔÒ›Ú ÏÂ ÒıËÏÈÛÙÈÍ¸ 

‰È‹ÎıÏ· ˆ˘ÛˆÔÒÈÍ˛Ì (PBS). ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· Ù· Í˝ÙÙ·Ò· 

Âð˘‹ÛÙÁÍ·Ì „È· 20 ÎÂðÙ‹ ÛÙÔıÚ 4Ô C ÏÂ ·ÌÙÈÔÒ¸ ÍÔÌίκλου Í·Ù‹ 

Ùης ·ÌËÒ˛ðÈνης CRH Í·È ÓÂðÎ˝ËÁÍ·Ì 3 ˆÔÒ›Ú ÏÂ PBS „È· 3 ÎÂðÙ‹ 

Í‹ËÂ ˆÔÒ‹. « ÙÂÎÈÍfi ·Ò·fl˘ÛÁ ÙÔı ðÒ˛ÙÔı ·ÌÙÈÛ˛Ï·ÙÔÚ fiÙ·Ì 

1:250. ŸÚ ‰Â˝ÙÂÒÔ ·ÌÙflÛ˘Ï· ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ IgG Í·ÙÛflÍ·Ú Í·Ù‹ 

·ÌÙÈÔÒÔ˝ ÍÔıÌÂÎÈÔ˝ ÛÁÏ·ÛÏ›ÌÔ ÏÂ ˆÎÔıÔÒÂÛÍflÌÁ (FITC, Ortho 

Diagnostic Systems, USA). ŸÚ ‰Âfl„Ï· ÂÎ›„˜Ôı,  Í˝ÙÙ·Ò· 

Âð˘‹ÛÙÁÍ·Ì ÛÙÈÚ fl‰ÈÂÚ ·ÍÒÈ‚˛Ú ÛıÌËfiÍÂÚ ¸ð˘Ú ð·Ò·ð‹Ì˘, ·ÎÎ‹ 

‰ÂÌ Âð˘‹ÛÙÁÍ·Ì ÏÂ ·ÌÙÈÔÒ¸ CRH  ÂÌ˛ Âð˘‹ÛÙÁÍ·Ì Í·ÌÔÌÈÍ‹ ÏÂ ÙÔ 

‰Â˝ÙÂÒÔ ·ÌÙflÛ˘Ï·. « ·Ì‹ÎıÛÁ Ù˘Ì ˆËÔÒÈÊÔıÛ˛Ì ðÂÒÈÔ˜˛Ì ›„ÈÌÂ 

ÏÂ ÏÈÍÒÔÛÍ¸ðÈÔ ÂÓÔðÎÈÛÏ›ÌÔ ÏÂ ˆ˘ÙÈÛÏ¸ ðÔı ‰ÈÂ„ÂflÒÂÈ ÙÔ 

ˆËÔÒÈÛÏ¸ (Leitz Dialux 2 OEB microscope, Vetzar, Germany). 

‘›ÎÔÚ, „È· ÙÁ ˆ˘ÙÔ„Ò‹ˆÁÛÁ ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ ˆιÎÏ Kodak 3200 

ASA.  
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2.14 Ανοσο˙στοχημεία 

 

Τα τμήματα της μήτρας του κάθε επίμυος μονιμοποιήθηκαν σε 0.1 Μ 

ισότονου φωσφορικού διαλύματος (PBS) με pH:7.4 που περιείχε 4% 

παραφορμαλδε‡δη για 9 ώρες στους 4 οC. Εμβαπτίσθηκαν όλη τη νύκτα σε 

PBS, αφυδατώθηκαν με αιθανόλη, εμποτίσθηκαν με βουτανόλη και 

τοποθετήθηκαν σε παραπλάστ. Ελήφθησαν τομές πάχους 7 χιλιοστών και 

μετά την απομάκρυνση της παραφίνης ενυδατώθηκαν, ξεπλύθηκαν με 

PBS, επωάσθηκαν σε 3% ορό αίγας για 20 λεπτά και στη συνέχεια 

επωάσθηκαν με τον CRH αντιορό για 90 λεπτά σε RT. Μετά επωάσθηκαν 

με το σύμπλεγμα βιοτίνης-δευτέρου αντισώματος (biotin-GARGG 1:200) 

και άλλα 30 λεπτά με το σύμπλεγμα αβιδίνης-βιοτίνης υπεροξειδάσης 

(1.6:100). Η δράση της υπεροξειδάσης εμφανίστηκε με την αντίδραση 

3,3í-διαμινο-βενζυδίνης (0.5 mg/ml). Ως δείγμα αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκαν τομές που επωάσθηκαν με εξουδετεροποιημένο (μη 

ανοσοδραστικό) CRH αντιορό κονίκλου.    

 

2.15 ƒÈ·Ï¸ÎıÌÛÁ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa  ÏÂ ÙÁÌ 5' 

ðÒÔ·„˘„¸ ðÂÒÈÔ˜fi ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης hCRH 

Ο επαγωγέας της CRH που χρησιμοποιήθηκε είναι τμήμα της 5í 

πρωαγωγού περιοχής του γονιδίου της ανθρώπινης CRH από τη θέση 

HindIII στα ñ918 με +38 bp του εξονίου 1. Κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλη 

θέση στο πλασμίδιο pA3luc της λουσιφεράσης, το οποίο παρουσιάζει 

απειροελάχιστη, μη ειδική, ενεργότητα λουσιφεράσης απουσία προαγωγού. 

≈ÍÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ ð·ÒÔ‰ÈÍfi ‰È·Ï¸ÎıÌÛÁ Ù˘Ì ·ÌËÒ˛ðÈÌ˘Ì ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì 

·‰ÂÌÔÍ·ÒÍÈÌÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa ÏÂ ÙÔν επαγωγέα της hCRH, ο 

οποίος περιείχε ÙÏfiÏ· ÙÁÚ 5' ðÂÒÈÔ˜fiÚ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης hCRH  (-918 

με +38 bp του εξονίου 1) ÛıÌ‰Â‰ÂÏ›ÌÔ ÏÂ ÙÔ „ÔÌfl‰ÈÔ ·Ì·ˆÔÒ‹Ú ÙÁÚ 

ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ. Κοντά στη θέση εισαγωγής του επαγωγέα της hCRH 
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περιλαμβάνεται περιοχή που περιέχει κασέττα με τριμερές σήμα 

τερματισμού SV40 poly(A), το οποίο εξουδετερώνει τη δραστικότητα της 

λουσιφεράσης επιτρέποντας έτσι μετρήσεις υψηλής ευαισθησίας. Ως δείγμα 

αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο pA3luc χωρίς τον επαγωγέα της 

CRH. Πράγματι, σε κύτταρα διαμολυθέντα με αυτό, παρουσιάστηκε 

απειροελάχιστη, μη ειδική, ενεργότητα λουσιφεράσης, ακόμη και μετά από 

επώαση με στεροειδή ή προστανοειδή. ‘· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa 

Í·ÎÎÈÂÒ„fiËÁÍ·Ì ¸ð˘Ú fi‰Á ›˜ÂÈ ðÂÒÈ„Ò·ˆÂfl ÛÂ ÙÒı‚Îfl· (petri) 60 

mm ÛÙÔıÚ 37 ÔC ıð¸ ·ÙÏ¸Ûˆ·ÈÒ· 95% αέρα - 5% Cœ2, Ï›˜ÒÈ Ì· 

ˆË‹ÛÔıÌ ÙÔ 70% ÙÁÚ ðÎÁÒ¸ÙÁÙ·Ú ÙÁÚ Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· 

ÓÂðÎ˝ËÁÍ·Ì ÏÂ HAMF12/MEM ·ðÔıÛfl· ÔÒÔ˝ ðÒÔ ÙÁÚ ‰È·Ï¸ÎıÌÛÁÚ 

ÏÂ ÙÔ Û˝ÏðÎÂ„Ï· pA3luc hCRH 0.9-ÎÈðÔˆÂÍÙflÌÁ. ‘· DNAs ðÔı 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÛ·Ì „È· ÙÁ ‰È·Ï¸ÎıÌÛÁ fiÙ·Ì pA3luc hCRH 0.9 (5 Ïg) 

Í·È RAS-‚gal (1 Ïg) ·Ì‹ ÙÒı‚ÎflÔ. ‘Ô ÙÂÎÂıÙ·flÔ ˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ 

„È· ÙÁÌ ÂÍÙflÏÁÛÁ ÙÁÚ ·ð¸‰ÔÛÁÚ ÙÁÚ ‰È·Ï¸ÎıÌÛÁÚ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì 

‰È· ÙÔı ıðÔÎÔ„ÈÛÏÔ˝ ÛÙ· fl‰È· ÍıÙÙ·ÒÈÍ‹ ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈÏέν· διαλύματα 

ÙÁÚ ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ·Ú ÙÁÚ β-„·Î·ÍÙÔÛÈ‰‹ÛÁÚ. ◊ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ 

ÛıÌÔÎÈÍ¸ ðÔÛ¸ 6 Ïg DNA ·Ì‹ ÙÒı‚ÎflÔ. ‘Ô DNA ‰È·ÎıÏ·ÙÔðÔÈfiËÁÍÂ 

ÛÂ 100Ïl ˝‰·ÙÔÚ Í·È ·Ì·ÏÂfl˜ËÁÍÂ ÏÂ flÛÔ ¸„ÍÔ ˝‰·ÙÔÚ ðÔı ðÂÒÈÂfl˜Â 

25 Ïg ÎÈðÔˆÂÍÙflÌÁÚ. ‘Ô ÏÂfl„Ï· ÎÈðÔˆÂÍÙflÌÁÚ-DNA (200 Ïl) 

ðÒÔÛÙ›ËÁÍÂ ÛÙ· ÙÒı‚Îfl· ÏÂ ÙÈÚ Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈÂÚ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì 

Ishikawa „È· 6 ˛ÒÂÚ. ”ÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· Ù· Í˝ÙÙ·Ò· ÂÍÙ›ËÁÍ·Ì „È· 6-18 

˛ÒÂÚ ÛÂ ‰È‹ˆÔÒÂÚ Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂÈÚ των υπό μελέτη φαρμάκων. ÃÂÙ‹ 

ÙÔ Ù›ÎÔÚ ÙÁÚ Âð˛·ÛÁÚ ÂðÈÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ Î˝ÛÁ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Í·È 

ÏÂÙÒfiËÁÍÂ Á ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ ÛÂ ÎÔıÏÈÌ¸ÏÂÙÒÔ 

(Lumac/3M Biocounter, Model 2010A, the Netherlands) σύμφωνα με τη 

μέθοδο της Promega (Promega, Madison, Wisc., USA). 20 μl 

κυτταρικού εκχυλίσματος προστέθηκαν σε 100 μl αντιδραστηρίου 

λουσιφεράσης που περιείχε 20 mM τρικίνη, 1.07 mM 
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(MgCO3)4Mg(OH)25H2O, 2.67 mM MgSO4, ),1 mM EDTA, 33.3 mM 

διθειοθρε˙τόλη, 270 μΜ συνένζυμο Α, 470 μΜ λουσιφερίνη και 530 μΜ 

ΑΤΡ  (pH 7.8). Tέλος η δραστικότητα της λουσιφεράσης μετρήθηκε για 

10® στο λουμινόμετρο. Η β-γαλακτοσιδάση ÏÂÙÒfiËÁÍÂ επίσης σύμφωνα 

με τη μέθοδο της Promega. 150 μl κυτταρικού εκχυλίσματος επωάσθηκαν 

στους 37 οC σε ολικό όγκο 300 μl από 0.1 Μ φωσφορικό νάτριο (pH: 

7.5), 0.67 mg/ml o-νιτριφαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτη, 1 mM MgCl2 

και 50 mM β-μερκαπτοαιθανόλη. Η αντίδραση περατώθηκε με την 

προσθήκη 500 μl Na2CO3 1M και μετρήθηκε η οπτική πυκνότητα στα 420 

nM.  

 

 

2.16 AÌ‹ÎıÛÁ Ù˘Ì ·ðÔÙÂÎÂÛÏ‹Ù˘Ì 

 Για τη συγγραφή της παρούσας χρησιμοποιήθηκε IBM-συμβατός 

ηλεκτρονικός υπολογιστής με επεξεργαστή Pentium 130 MΗz. Ως 

επεξεργαστής κειμένου χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Word 7 και για τις 

γραφικές παραστάσεις τα Excel 7 και Origin 4.1. Για την επεξήγηση όρων 

της ξενόγλωσσης βιβλιογραφίας χρησιμοποιήθηκε το λεξικό ´Dorlandís 

medical dictionaryª (28th edition, W.B. Saunders Co, Philadelphia) ενώ 

για την απόδοση ξενόγλωσσων όρων στην  ελληνική η ´Αγγλοελληνική 

ορολογία βιοχημείας μοριακής βιολογίας βιοτεχνολογίαςª της ΕΒΕΕ. 

 √È· ÙÁ ÛÙ·ÙÈÛÙÈÍfi ÂÍÙflÏÁÛÁ Ù˘Ì ·ðÔÙÂÎÂÛÏ‹Ù˘Ì 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍÂ Á ‰ÔÍÈÏ·Ûfl· ·ðÎfiÚ (one-way) Í·È ð·Ò·„ÔÌÙÈÍfiÚ 

(factorial) ·Ì‹ÎıÛÁÚ ÙÁÚ ÏÂÙ·‚ÎÁÙ¸ÙÁÙ·Ú (ANOVA), Í·Ë˛Ú Í·È 

unpaired t-test ÛÙÈÚ ðÂÒÈðÙ˛ÛÂÈÚ ðÔı ÔÈ ð·Ò·ÙÁÒfiÛÂÈÚ Ï·Ú fiÙ·Ì 

ð·Ò·ÏÂÙÒÈÍ›Ú (Û˝„ÍÒÈÛÁ ·ð¸ÎıÙ˘Ì ÙÈÏ˛Ì). √È· ÙÈÚ ðÂÒÈðÙ˛ÛÂÈÚ 

ðÔı Ù· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÂÍˆÒ‹ÊÔÌÙ·Ì ìÂðfl ÙÔÈÚ ÂÍ·Ù¸î ÛÂ Û˜›ÛÁ ÏÂ 

Í‹ðÔÈ· Ï›ÙÒÁÛÁ ·Ì·ˆÔÒ‹Ú (ì‰È·Ù‹ÓÈÏÂÚî ð·Ò·ÙÁÒfiÛÂÈÚ), 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍ·Ì ÏÁ ð·Ò·ÏÂÙÒÈÍ›Ú ‰È·‰ÈÍ·ÛflÂÚ Í·È Ûı„ÍÂÍÒÈÏ›Ì· 

ÔÈ Mann-Whitney Í·È Kruskal-Wallis „È· ÙÔÌ ›ÎÂ„˜Ô ÔÏÔÈÔ„›ÌÂÈ·Ú 
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Ù˘Ì ‰ÂÈ„Ï‹Ù˘Ì.  ‹ËÂ ðÂflÒ·Ï· ›„ÈÌÂ ÙÔıÎ‹˜ÈÛÙÔÌ Ùρεις ˆÔÒ›Ú ÏÂ 

ÛÍÔð¸ ÙÔÌ ðÂÒÈÔÒÈÛÏ¸ ÙÔı ðÒÔÙ˝ðÔı Ûˆ‹ÎÏ·ÙÔÚ. √È· Ì· 

ÂÓ·Ûˆ·ÎÈÛÙÂfl Á ÔÒË¸ÙÁÙ· Ù˘Ì ÛÙ·ÙÈÛÙÈÍ˛Ì ·Ì·Î˝ÛÂ˘Ì 

˜ÒÁÛÈÏÔðÔÈfiËÁÍαν Ù· ðÒÔ„Ò‹ÏÏ·Ù· NCSS (number cruncher 

statistica system, 4.21, Kaysville, Utah) Í·È Statistica 4.5 (StatSoft 

Inc, USA). 
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3.1 ∏κφραση του γονιδίου της CRH στα επιθηλιακά κύτταρα του 

ανθρώπινου ενδομητρίου 

 

3.1.1 Ανίχνευση του mRNA της CRH με Northern ·Ì‹ÎıÛÁ 

—·Ò·ÛÍÂı‹ÛÏ·Ù· ÂÏðÎÔıÙÈÛÏ›Ì· ÛÂ poly(A)-RNA 

ðÒÔÂÒ˜¸ÏÂÌ· ·ð¸ ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò·, ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

·‰ÂÌÔÍ·ÒÍÈÌÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa, ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ· Í·È 

ıðÔË‹Î·ÏÔ επίμυος ıðÂ‚ÎfiËÁÛ·Ì ÛÂ ı‚ÒÈ‰ÈÛÏ¸ Ù˝ðÔı Northern, 

χρησιμοποιώντας σαν ιχνηλάτη (probe) ›Ì· ÛıÌËÂÙÈÍ¸ 48-

ÔÎÈ„ÔÌÔıÍÎÂÔÙfl‰ÈÔ, ÙÔ ÔðÔflÔ ·ÌÙÈÛÙÔÈ˜Âfl ÛÙ· ·ÏÈÌÔÓ›· 22-27 ÙÁÚ 

·ÎÎÁÎÔı˜fl·Ú Ùης ·ÌËÒ˛ðÈÌης CRH. œ ·ÌËÒ˛ðÈÌÔÚ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ·Ú Í·È 

Ô ıðÔË‹Î·ÏÔÚ επίμυος ·ðÔÙÂÎÔ˝Ì ‰˝Ô ÈÛÙÔ˝Ú ÛÙÔıÚ ÔðÔflÔıÚ ›˜ÂÈ 

ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl Í·Î‹ Á ›ÍˆÒ·ÛÁ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης CRH ενώ η ÔÏÔÎÔ„fl· 

ÙÁÚ ·ÎÎÁÎÔı˜fl·Ú Ù˘Ì ÏÂÙ·„Ò·ˆÁÏ‹Ù˘Ì Ùης CRH ÛÙÔÌ ‹ÌËÒ˘ðÔ 

Í·È ÛÙÔÌ επίμυ ÂflÌ·È ı¯ÁÎfi (ðÂÒflðÔı 90%). ∏τσι οι δύο αυτοί ιστοί 

επιλέχθησαν σαν θετικά δείγματα αναφοράς. ºð˘Ú ˆ·flÌÂÙ·È ÛÙÁÌ ÂÈÍ 

3.1, ÙÔ mRNA Ùης CRH Ù·ıÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÛÙ· ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· Ù˘Ì 

ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa (Ê˛ÌÁ 1) Í·È ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

Í˝ÙÙ·Ò· (Ê˛ÌÁ 2). ‘Ô Ï›„ÂËÔÚ ÙÔı mRNA Ùης CRH fiÙ·Ì ðÂÒflðÔı 

1.4 ÍÈÎÔ‚‹ÛÂÈÚ (Kb), ¸ÏÔÈÔ fi Ù·ıÙ¸ÛÁÏÔ ÏÂ ·ıÙό ÙÔı ·ÌËÒ˛ðÈÌÔı 

ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ· Í·È ÙÔı ıðÔË·Î‹ÏÔı επίμυος (Ê˛ÌÂÚ 3 Í·È 4 ·ÌÙflÛÙÔÈ˜·). 

 

3.1.2 Ανίχνευση της ανοσοαντιδρώσας CRH στα επιθηλιακά κύτταρα 

του ανθρώπινου ενδομητρίου 

 

3.1.3 ¡ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏ¸Ú 

”ÙÁÌ ÂÈÍ. 3.2 ˆ·flÌÂÙ·È Á ÏÔÒˆÔÎÔ„fl· ÙÁÚ ÙÔðÔ„Ò‹ˆÁÛÁÚ Ùης 

CRH Ûε πρωτογενείς καλλιέργειες επιθηλιακών κυττάρων ·ÌËÒ˛ðÈÌου 

ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍού ÂÌ‰ÔÏÁÙÒίου Í·È ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍών ·‰ÂÌÔÍ·ÒÍÈÌÈÍών 
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ÍυÙÙάÒων Ishikawa, μετά από διαδοχική επώαση με κατάλληλα 

αντισώματα, όπως περιγράφεται στο Κεφ. ´Υλικά και Μέθοδοιª. ”Ù· 

ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ·‰ÂÌÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· (ÂÈÍ. 3.2 Δ) Í·Ë˛Ú 

ÂðflÛÁÚ Í·È στα ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ ·‰ÂÌÔÍ·ÒÍÈÌÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa (ÂÈÍ. 

3.2 Ζ), ÂÌÙÔðflÊÔÌÙ·È ÛÙÔ ÍıÙÙ·Ò¸ðÎ·ÛÏ· ðÂÒÈÔ˜›Ú ËÂÙÈÍ›Ú ÛÂ 

·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH υπό τη μορφή ÂÍÍÒÈÙÈÍών ÍÔÍÍflων. ¡ÌÙflËÂÙ·, 

Ù›ÙÔÈÂÚ ðÂÒÈÔ˜›Ú ‰ÂÌ είναι ορατές ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· (ÂÈÍ. 3.2 Ε). Προκειμένου να ελεγχθεί η 

ειδικότητα σύνδεσης της φθορίζουσας ουσίας, σαν δείγματα αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα τα οποία επωάσθηκαν μόνο με το σύμπλεγμα 

δευτέρου αντισώματος-FITC. Οπως φαίνεται στην εικ. 2(Α,Β,Γ), σε όλες 

αυτές τις περιπτώσεις είναι χαρακτηριστική η μη εμφάνιση εντοπισμένου 

κυτταρικού φθορισμού.           

 

 

                        
 

    1                2               3              4 

1.4 kb 

          
 
 
 
Εικόνα 3.1. ÕÔrthern blot ·Ì‹ÎıÛÁ ÙÔı poly(A) RNA Ù˘Ì 
ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì. 1.  ˝ÙÙ·Ò· Ishikawa 2. ÷ıÛÈÔÎÔ„ÈÍ¸ 
ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ 3. ¡ÌËÒ˛ðÈÌÔÚ πÎ·ÍÔ˝ÌÙ·Ú 4. ’ðÔË‹Î·ÏÔÚ ·ÒÔıÒ·flÔı 
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Εικόνα 3.2. Εντοπισμός του ανοσοαντιδρώσας CRH ÏÂ την 
τεχνική του έμμεσου ·ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏού ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ Í·È Í·ÒÍÈÌÈÍ‹ 
ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ ÂðÈËÁÎÈ·Í‹ Í˝ÙÙ·Ò·. ‘· ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· ·ˆÔ˝ 
Í·ÎÎÈÂÒ„fiËÁÍ·Ì ÛÂ Í·ÎıðÙÒfl‰· ÂÍÙ›ËÁÍ·Ì ÛÂ ·ÌÙÈÔÒ¸ CRH. œ 
ÛıÌ‰ÂÏ›ÌÔÚ ·ÌÙÈÔÒ¸Ú ÛÁÏ‹ÌËÁÍÂ ÛÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ÏÂ ÷ÎÔıÔÒÂÛÍflÌÁ 
(FITC). œÈ ‰ÂÓÈ‹ ˆ˘ÙÔ„Ò·ˆflÂÚ (Δ, Ε, Ζ) ð·ÒÔıÛÈ‹ÊÔıÌ ÙÁ χρώση Ù˘Ì 
ÂðÈËÁÎÈ·Í˛Ì, ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ˛Ì ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Í·È ÍıÙÙ‹Ò˘Ì 
Ishikawa ·ÌÙflÛÙÔÈ˜·, ð·ÒÔıÛfl· ·ÌÙÈÔÒÔ˝ CRH Í·È FITC, ÂÌ˛ ÔÈ 
ˆ˘ÙÔ„Ò·ˆflÂÚ ·ÒÈÛÙÂÒ‹ (Α, Β, Γ) Ù· fl‰È· Í˝ÙÙ·Ò· ·ðÔıÛfl· 
·ÌÙÈÔÒÔ˝ CRH Í·È ð·ÒÔıÛfl· FITC (ÏÂ„›ÌËıÛÁ ◊ 1000). 

 

3.1.4 Χαρακτηρισμός του μοριακού βάρους του ανοσοαντιδρώντος 

CRH με χÒ˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· σÙfiÎÁÚ μÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ 

Η βαθμονόμηση της κολώνας έγινε με τη χρήση Κυανού της 

Δεξτράνης και συνθετικής 41-αμινοξέων ανθρώπινης CRH. Το  

Κυανούν της Δεξτράνης είναι ένας έγχρωμος πολυσακχαρίτης μεγάλου 

μοριακού βάρους. ∏τσι ο όγκος που μεσολαβεί από την έναρξη της 

χρωματογράφης μέχρι την έκλουσή του αντιστοιχεί στον ´Νεκρό 

όγκοª της στήλης. Η έκλουση ανιχνεύθηκε με μέτρηση της 
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απορόφησης των κλασμάτων της στήλης στα 595 nM και έτσι ο 

όγκος αυτός υπολογίστηκε σε 11,8 ml (εικ. 3.3). Στη συνέχεια, κάτω 

από τις ίδιες σταθερές συνθήκες, έγινε χρωματογράφηση της 

συνθετικής CRH και των βιολογικών δειγμάτων. Στα κλάσματα της 

στήλης έγινε ποσοτικός προσδιορισμός της περιεκτικότητας του ir-

CRH με RΙΑ όπως περιγράφεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο.  

Ποσότητα του ραδιενεργά σημασμένου πεπτιδίου 

χρωματογραφήθηκε επίσης προκειμένου να ελεγχθεί και η δική του 

χρωματογραφική εικόνα. 
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≈ÈÍ 3.3. Βαθμονόμηση κολώνας χÒ˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl·ς με Κυανούν της 
Δεξτράνης και συνθετική hCRH. ”ıÎÎ›˜ËÁÍ·Ì ‰Âfl„Ï·Ù· ¸„ÍÔı ÂÌ¸Ú 
˜ÈÎÈÔÛÙ¸ÎÈÙÒÔı. ‘· ‚›ÎÁ ‰Âfl˜ÌÔıÌ ÙÔ ÌÂÍÒ¸ ¸„ÍÔ (Vo) Í·È ÙÁ Ë›ÛÁ 
›ÍÎÔıÛÁÚ Ùης συνθετικής 41-αμινοξέων CRH (hCRH). 
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‘Ô Í˝ÒÈÔ κλάσμα Ùης ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σας CRH ðÔı 

·ÌÈ˜ÌÂ˝ÂÙ·È ÛÙ· ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· ÙÔı ·ÌËÒ˛ðÂÈÔı 

ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍÔ˝ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒflÔı ð·ÒÔıÛÈ‹ÊÂÈ Ùην fl‰Èα 

˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆÈÍή εικόνα ÏÂ Ùη ÛıÌËÂÙÈÍή 41-·ÏÈÌÔÓ›˘Ì 

·ÌËÒ˛ðÈÌη CRH (ÂÈÍ.3.4 α). ≈ðÈðÎ›ÔÌ, ÙÔ Í˝ÒÈÔ κλάσμα Ùης 

·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σας CRH ÙÔı ËÒÂðÙÈÍÔ˝ Ï›ÛÔı Í·È ÍıÙÙ·ÒÈÍÔ˝ 

ÂÍ˜ıÎflÛÏ·ÙÔÚ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa, ð·ÒÔıÛÈ‹ÊÂÈ Ùην fl‰Èα 

˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆÈÍή εικόνα ÏÂ Ùη ÛıÌËÂÙÈÍή 41-·ÏÈÌÔÓ›˘Ì 

·ÌËÒ˛ðÈÌη CRH (ÂÈÍ. 3.4β και 3.4γ). ¡ıÙ¸ ÙÔ 

˜Ò˘Ï·Ùo„Ò·ˆÈÍ¸ ðÒÔˆflÎ ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÂÈ ¸ÙÈ η ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή 

·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH ÂflÌ·È ·ıËÂÌÙÈÍή ·ÌËÒ˛ðÈÌη CRH. 

—·Ò‹ÎλÁÎ·, ÛÙÔ ˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò‹ˆÁÏ· Ù˘Ì ÍıÙÙ·ÒÈÍ˛Ì 

ÂÍ˜ıÎÈÛÏ‹Ù˘Ì ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ˛Ì ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Í·È 

ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa (εικ. 3.4α και 3.4γ), ·ÌÈ˜ÌÂ˝εται ÂðflÛÁÚ 

›Ì· ÏÈÍÒ¸ ðÔÛ¸ ir-CRH ÏÂ ÃÔÒÈ·Í¸ ¬‹ÒÔÚ ðÂÒflðÔı 10 

Kdalton. ‘Ô ˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆÈÍ¸ ·ıÙ¸ Â˝ÒÁÏ· flÛ˘Ú Ì· 

·ÌÙÈÛÙÔÈ˜Âfl ÛÙÔ ðÒ¸‰ÒÔÏÔ Ï¸ÒÈÔ preproCRH. Αυτή η υπόθεση 

ενισχύεται και από το γεγονός ότι ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸ ‰ÂÌ 

·ÌÈ˜ÌÂ˝θÁÍÂ ir-CRH τέτοιου ÃÔÒÈ·ÍÔ˝ ¬‹ÒÔıÚ Í·Ë' ¸ÛÔÌ ÙÔ 

ÏÂ„‹ÎÔ ·ıÙ¸ Ï¸ÒÈÔ ‰ÂÌ ÂÍκρίνεÙ·È. 

 

3.1.5 Ποσοτικός προσδιορισμός  CRH 

  Προκειμένου να ελεγχθεί η τυχόν απώλεια ποσότητας 

ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου στα διάφορα στάδια επεξεργασίας των 

δειγμάτων, έγιναν διαδοχικά τα παρακάτω πειράματα: 

-γνωστές ποσότητες συνθετικής hCRH διαλυματοποιήθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό και ακολούθησε η ίδια διαδικάσία επεξεργασίας όπως στα άγνωστα 

δείγματα δηλαδή οξινοποίηση, φυγοκέντρηση, αποθήκευση στους ñ80 οC, 
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συμπήκνωση με μικροκολώνα Sep-pak, ξήρανση με λυοφιλοποιητή και 

επαναδιαλυματοποίηση. 

-σε άλλα δείγματα γνωστών ποσοτήτων hCRH, ακολούθησαν τμήματα της 

παραπάνω πλήρους διαδικασίας έτσι ώστε να 



Α

p g  i r - C R H

Ê Ë Á ÓÌ Á  (1m l )

ΦΥΣΙΟ ΛΟ Γ ΙΚΟ  ΕΝ ΔΟ Μ Η ΤΡ ΙΟ

Ê Õ ÔÔÁ ÑÉÊ Ï  Å Ê × Õ Ë ÉÓÌ Á

V o h C R H

 
 
 

¬    ÊË ÁÓÌ Á (1ml)

ÊÕÔÔÁÑÁ ISHIKAWA
  ÈÑÅÐÔÉÊÏ  Ì ÅÓÏ

hCRHVo
pg ir-CRH

  
 

√     Ê Ë Á ÓÌ Á

  Ê Õ ÔÔÁ ÑÁ  I SH IK A W A  

Ê Õ ÔÔÁ ÑÉÊ Ï  Å Ê × Õ Ë ÉÓÌ Á

V o h C R H

 
 

≈ÈÍ 3.4. ◊Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· ÛÙfiÎÁÚ ÃÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ με 
Sephadex G-50 : ·) ÂÍ˜ıÎflÛÏ·ÙÔÚ ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ˛Ì ÂðÈËÁÎÈ·Í˛Ì 
ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì ‚) ËÒÂðÙÈÍÔ˝ Ï›ÛÔı Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú 
ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa. „) ÂÍ˜ıÎflÛÏ·ÙÔÚ ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa. 
”ıÎÎ›˜ËÁÍ·Ì ‰Âfl„Ï·Ù· ¸„ÍÔı ÂÌ¸Ú ˜ÈÎÈÔÛÙ¸ÎÈÙÒÔı. ‘· ‚›ÎÁ 
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‰Âfl˜ÌÔıÌ ÙÔ ÌÂÍÒ¸ ¸„ÍÔ (Vo) Í·È ÙÁ Ë›ÛÁ ›ÍÎÔıÛÁÚ Ùης 41-αμινοξέων 
·ÌËÒ˛ðÈÌης CRH (hCRH). 
εξακριβωθεί το συγκεκριμένο στάδιο στο οποίο τυχόν εμφανίζονται 

απώλειες  

-τέλος, προκειμένου να ελεγχθεί η επίδραση των συνθηκών καλλιέργειας 

(θερμοκρασία επωαστή, μεταβολίτες που παράγονται από τα κύτταρα) 

δείγματα γνωστών ποσοτήτων hCRH αφού διαλυματοποιήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό, τοποθετήθηκαν σε φλάσκες καλλιεργειών παρουσία ή 

απουσία κυττάρων και τοποθετήθηκαν στον επωαστή για διάφορα χρονικά 

διαστήματα. 
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Εικόνα 3.5. Καμπύλη αναφοράς. TC: ολικός αριθμός κρούσεων, NSB: 

μη ειδική σύνδεση, TB: ολική σύνδεση, cpm: αριθμός κρούσεων ανά 

λεπτό 

 

 

Βρέθηκε ότι σε όλα τα στάδια επεξεργασίας, οι απώλειες 

ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου είναι ασήμαντες (επανάκτηση σχεδόν 100%) 

ενώ οι συνθήκες καλλιέργειας (για διάστημα μεγαλύτερο των 24 ωρών) 

οδηγούν σε απώλεια του 10% περίπου της συνολικής ποσότητας. Τα 
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παραπάνω έχουν ληφθεί υπόψη στον ποσοτικό προσδιορισμό του 

πεπτιδίου. 

3.1.6 Καμπύλη αναφοράς του Ραδιοανοσολογικού προσδιορισμού του ir-

CRH 

 Για την κατασκευή της καμπύλης αναφοράς (εικ. 3.5) 

χρησιμοποιήθηκαν αυξανόμενες ποσότητες συνθετικής CRH, όπως 

περιγράφεται στο Κεφ. ´Υλικά και Μέθοδοιª. 

  
 

3.1.7 ¬·ÛÈÍfi ›ÍÎıÛÁ CRH Ûτο θρεπτικό μέσο Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·ς 

ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa 

¡ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH Ù·ıÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÛÙ· ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· 

Í·È ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸ Ï›ÛÔ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa (ÂÈÍ. 3.6). 

≈È‰ÈÍ¸ÙÂÒ· Á ðÂÒÈÂÍÙÈÍ¸ÙÁÙ· ir-CRH ÛÙ· ÍıÙÙ·ÒÈÍ‹ 

ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· από Í·ÎÎÈέÒ„ÂÈες 12 ˘Ò˛Ì fiÙ·Ì 25.9±2.4 pg/mg 

ολικής κυτταρικής ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ (mean±SEM, n=6). « ı¯ÁÎ¸ÙÂÒÁ 

ðÂÒÈÂÍÙÈÍ¸ÙÁÙ· ir-CRH ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÏÂÙ‹ από 24 ˛ÒÂÚ 

Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú (65.9±3.4 pg/mg ðÒ˘ÙÂ¿ÌÁÚ, mean±SEM, n=6, 

p<0.001). ¡ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα CRH ÂÍÎ˝ÂÙ·È ·ð¸ Ù· Í˝ÙÙ·Ò· 

Ishikawa ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸ Ï›ÛÔ, ıð¸ ‚·ÛÈÍ›Ú ÛıÌËfiÍÂÚ 

Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú. H ›ÍÎıÛÁ ÙÔı ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛ÌÙÔÚ ðÂðÙÈ‰flÔı 

ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸ ıÎÈÍ¸ ÙÁÚ ÍıÙÙ·ÒÔÍ·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú ð·ÒÔıÛfl·ÛÂ 

ÙÁ Ï›„ÈÛÙÁ  ÙÈÏfi ÏÂÙ‹ από 3 ˛ÒÂÚ Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú (24.2±5.2 

pg/mg ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ, mean±SEM, n=6, p<0.05), ÂÌ˛ ÛÙÁ 

ÛıÌ›˜ÂÈ· ÂÎ·τÙ˛ËÁÍÂ ðÒÔÔ‰ÂıÙÈÍ‹ Í·È ð·Ò›ÏÂÈÌÂ ÛÙ·ËÂÒfi 

ÛÙÔ ˜ÒÔÌÈÍ¸ ‰È‹ÛÙÁÏ· ·ð¸ 24 ›˘Ú 96 ˛ÒÂÚ (11.19±0.22 

pg/mg ðÒ˘ÙÂΐÌÁÚ). Αυτό οφείλεται στη δυναμική της καλλιέργειας 

και έχει παρατηρηθεί και σε άλλες περιπτώσεις, όπως στην βασική 

έκλυση β-ενδορφίνης από τα ίδια κύτταρα (126-128). 
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÷ñüí ï ò (þ ñåò)

pg ir-CRH/mg πρωτεΐνης

ÊÕÔÔÁÑÉÊÏ  ÅÊ× ÕË ÉÓÌ Á

ÈÑÅÐÔÉÊÏ  Ì ÅÓÏ

 

 

EÈÍ 3.6. —ÂÒÈÂÍÙÈÍ¸ÙÁÙ· ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σας CRH (ir-CRH) ÛÙÔ 
ÍıÙÙ·ÒÈÍ¸ ÂÍ˜˝ÎÈÛÏ· Í·È ÛÙÔ ËÒÂðÙÈÍ¸ Ï›ÛÔ Í·ÎÎÈ›Ò„ÂÈ·Ú  
ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Ishikawa. ‘· Í˝ÙÙ·Ò· Í·ÎÎÈÂÒ„fiËÁÍ·Ì ÛÂ ‰È‹ˆÔÒÔıÚ 
˜ÒοÌικές περιόδους Í·È Ù· ÂðflðÂ‰· Ùης ir-CRH ÏÂÙÒfiËÁÍ·Ì ÏÂ 
–·‰ÈÔ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍ¸ ðÒÔÛ‰ÈÔÒÈÛÏ¸, ¸ð˘Ú ðÂÒÈ„Ò‹ˆÂÙ·È ÛÙÔ 
 Âˆ‹Î·ÈÔ "’ÎÈÍ‹ Í·È Ã›ËÔ‰ÔÈ". Τα αποτελέσματα εκφράζονται  σαν pg 
ir-CRH ανά mg ολικής κυτταρικής πρωτεΐνης, μέση τιμή ± μέση τυπική 
απόκλιση (SEM), (Ô) ÍıÙÙ·ÒÈÍ¸ ÂÍ˜˝ÎÈÛÏ· (*) ËÒÂðÙÈÍ¸ Ï›ÛÔ. 
 
 
 

Δύο γνωστοί επαγωγείς της υποθαλαμικής και πλακουντιακής CRH, 

η κυκλική μονοφοσφωρική αδενοσίνη (cAMP) και η φορσκολίνη (γνωστός 

επαγωγέας του ενδοκυττάριου cAMP) χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να 

ελεγχθεί η λειτουργικότητα του κυτταρικού μας μοντέλου. To cAMP είναι 

γνωστό ότι αυξάνει το επίπεδο του mRNA της CRH και του πεπτιδίου 

τόσο στον υποθάλαμο όσο και στον πλακούντα. Οπως φαίνεται στην εικ. 

3.7, στα κύτταρα Ishikawa το cAMP και η φορσκολίνη αυξάνουν κατά 
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288±15% και 165±12% αντίστοιχα τη συγκέντρωση της ir-CRH σε σχέση 

με το δείγμα ελέγχου (mean±SEM, n=6, p<0.05), πιστοποιώντας έτσι και 

τη λειτουργικότητα του συστήματος μας. 
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Εικόνα 3.7. Επίδραση 8-Br-cAMP και φορσκολίνης. Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία 1 mM 8-Br-cAMP ή 20 
μΜ φορσκολίνης και μετρήθηκε η ir-CRH στο θρεπτικό μέσο. Τα 
αποτελέσματα εκφράζονται  σαν μέση τιμή ± μέση τυπική απόκλιση 
(SEM), επί τοις εκατό του δείγματος ελέγχου (κύτταρα μη εκτεθέντα σε 
οιονδήποτε παράγοντα). Ο αστερίσκος (*) υποδυκνείει στατιστικά 
σημαντική διαφορά (p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 
 

 

 

3.2 Ρύθμιση της δραστικότητας ÙÁς 5' ðÒÔ·„˘„ού περιοχής 

(promoter) ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης hCRH σε δÈ·ÏοÎıθέντα 

ενδομητρικά ÍύÙÙαÒα Ishikawa 

T· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa ‰È·ÏÔÎ˝ÌËÁÍ·Ì ÏÂ ÙÔ ðÎ·ÛÏfl‰ÈÔ pA3luc 

hCRH0.9, το οποίο περιείχε ÙÏfiÏ· ÙÁÚ 5' ðÂÒÈÔ˜fiÚ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης 

hCRH  (-918 με +38 bp του εξονίου 1) ÛıÌ‰Â‰ÂÏ›ÌÔ ÏÂ ÙÔ „ÔÌfl‰ÈÔ 
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·Ì·ˆÔÒ‹Ú ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ, όπως περιγράφεται στο κεφ. ´Υλικά και 

μέθοδοιª. ΣÙÁ ÛıÌ›˜ÂÈ· ÂÍÙ›ËÁÍ·Ì „È· διάφορες χρονικές περιόδους ÛÂ 

‰È‹ˆÔÒÂÚ Ûı„ÍÂÌÙÒ˛ÛÂÈÚ γνωστών ρυθμιστών της CRH σε άλλα 

συστήματα καθώς και παραγόντων της ενδομητρικής φυσιολογίας, όπως 

περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. ÃÂÙ‹ ÙÔ Ù›ÎÔÚ ÙÁÚ Âð˛·ÛÁÚ, 

ÂðÈÙÂÎ›ÛÙÁÍÂ Î˝ÛÁ Ù˘Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì Í·È ÏÂÙÒfiËÁÍÂ Á ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· 

ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ ÛÂ ÎÔıÏÈÌ¸ÏÂÙÒÔ. « ·ðÔ‰ÔÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÚ 

‰È·Ï¸ÎıÌÛÁÚ ÂÍÙÈÏfiËÁÍÂ με ÙÔν ıðÔÎÔ„ÈÛÏό ÛÙ· fl‰È· ÍıÙÙ·ÒÈÍ‹ 

ÔÏÔ„ÂÌÔðÔÈfiÏ·Ù· ÙÁÚ ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ·Ú ÙÁÚ β-„·Î·ÍÙÔÛÈ‰‹ÛÁÚ, ÏÂ 

ÙÔ „ÔÌfl‰ÈÔ ÙÁÚ ÔðÔfl·Ú Âfl˜·Ì Ù·ıÙ¸˜ÒÔÌ· ‰È·ÏÔÎıÌËÂfl Ù· Í˝ÙÙ·Ò·. 

Σα δείγμα αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα διαμολυθέντα με το ίδιο 

πλασμίδιο από το οποίο απουσιάζει ο επαγωγέας της CRH. 

Για το έλεγχο της λειτουργικότητας του συστήματος τα 

διαμολυθέντα κύτταρα εκτέθηκαν σε γνωστούς επαγωγείς της 

υποθαλαμικής CRH (εικ. 3.8). Ευρέθη ότι το cAMP και η FSK επάγουν 

τη δραστικότητα της 5í προαγωγού περιοχής κατά 710±45% και 412±42% 

(mean±SEM, n=6, p<0.01) αντίστοιχα σε σχέση με το δείγμα ελέγχου. Τα 

αποτελέσματα αυτά, εκτός από επιβεβαίωση της λειτουργικότητας του 

συστήματος, πιστοποιούν και την αυξημένη ευαισθησία του, η οποία μας 

επιτρέπει τη μελέτη της δράσης ουσιών που είτε παρουσιάζουν μικρές 

αποκρίσεις είτε οι δράσεις τους σε επίπεδο γονιδίου, δηλαδή σε αρχικά 

στάδια του μηχανισμού συνθέσεως, δεν αντιστοιχούν σε ανάλογες 

διακυμάνσεις του ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου και συνεπώς θα ήταν 

αδύνατο να ανιχνευθούν με μέτρηση του πεπτιδίου με ραδιοανοσολογικό 

προσδιορισμό.    
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Εικόνα 3.8. Επίδραση 8-Br-cAMP και φορσκολίνης. Τα 
διαμολυθέντα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία 1 mM 8-Br-
cAMP ή 20 μΜ φορσκολίνης και μετρήθηκε η ενεργότητα της 
λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται  σαν μέση τιμή ± μέση 
τυπική απόκλιση (SEM), επί τοις εκατό του δείγματος ελέγχου (κύτταρα 
μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει 
στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 

 
Μελετήθηκε η επίδραση των οιστρογόνων, γνωστών καταστολέων 

της υποθαλαμικής CRH (135). ΕıÒ›ËÁ ¸ÙÈ Á ÔÈÛÙÒ·‰È¸ÎÁ ÂÎ·ÙÙ˛ÌÂÈ 

ÛÙ·ÙÈÛÙÈÍ‹ ÛÁÏ·ÌÙÈÍ‹ ÙÁ ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ Í·Ù‹ 

‰ÔÛÔÂÓ·ÒÙ˛ÏÂÌÔ ÙÒ¸ðÔ (ÂÈÍ. 3.9). « ÏÂ„·Î˝ÙÂÒÁ ‰Ò‹ÛÁ ÙÁÚ 

ÔÈÛÙÒ·‰È¸ÎÁÚ ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÁ Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 100 nM (70±1,2% 

ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ÂÎ›„˜Ôı, mean±SEM, n=6, p<0.05). ‘Ô 

·ÌÙÈÔÈÛÙÒÔ„¸ÌÔ ‘·ÏÔÓÈˆ·flÌÁ Ï¸ÌÔ ÙÔı, ‰ÂÌ ÂðÁÒ›·ÛÂ ÙÁ 

‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ ÏÁ Âð›˜ÔÌÙ·Ú ›ÙÛÈ ·„˘ÌÈÛÙÈÍ›Ú 

‰Ò‹ÛÂÈÚ. ¡ÌÙflÛÙÒÔˆ·, 100-ðÎ‹ÛÈ· Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ (1000 nM) 

‘·ÏÔÓÈˆ·flÌÁÚ ·Ì›ÛÙÒÂ¯Â ðÎfiÒ˘Ú ÙÁÌ ·Ì·ÛÙ·ÎÙÈÍfi ‰Ò‹ÛÁ ÙÁÚ 

ÔÈÛÙÒ·‰È¸ÎÁÚ. ‘· ·Ì˘Ù›Ò˘ ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÔıÌ ¸ÙÈ Ù· 

ÔÈÛÙÒÔ„¸Ì· Âð›˜ÔıÌ ‰ÔÛÔ-ÂÓ·ÒÙ˛ÏÂÌÁ ÒıËÏÈÛÙÈÍfi-·Ì·ÛÙ·ÎÙÈÍfi 
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‰Ò‹ÛÁ ÛÙÁÌ ›ÍˆÒ·ÛÁ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης CRH ÛÙ· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa, 

‰Ò‹ÛÁ Á ÔðÔfl· ˆ·flÌÂÙ·È ¸ÙÈ ÂðÈÙÂÎÂflÙ·È Ï›Û˘ Ù˘Ì ÔÈÛÙÒÔ„ÔÌÈÍ˛Ì 

ıðÔ‰Ô˜›˘Ì, ‰Â‰ÔÏ›ÌÔı ¸ÙÈ αναστρέφεται ·ð¸ ÙÔ ·ÌÙÈÔÈÛÙÒÔ„¸ÌÔ 

‘·ÏÔÓÈˆ·flÌÁ. Επιπλέον, όπως φαίνεται στην εικ. 11, η οιστραδιόλη 

αδυνατεί να καταστείλει την επαγώμενη από φορσκολίνη ή EGF 

ενεργότητα του επαγωγέα. Αυτό υποδηλώνει ότι η οιστρογονική δράση δεν 

σχετίζεται με τις βιολογικές οδούς του cAMP και EGF (δηλαδή των 

υποδοχέων και μεταβιβαστών σχετιζομένων με PKA ή Tyr-

phosphorylated Rx) αλλά είναι άμεση επί των λειτουργικών 

ημιπαλινδρομικών EREs που εμπεριέχονται στον επαγωγέα του γονιδίου 

της CRH. Πράγματι, η τοπολογία του επαγωγέα απεικονίζει την ύπαρξη 

EREs, όπως φαίνεται στο κεφ. Υλικά και Μέθοδοι. 

 

Στη συνέχεια εξετάστηκε η επίδραση των γλυκοκορτικοειδών, 

γνωστών ρυθμιστών του γονιδίου της CRH στον πλακούντα και στον 

υποθάλαμο. Σε αντιστοιχία με τον υποθάλαμο το συνθετικό 

γλυκοκορτικοειδές δεξαμεθαζόνη κατέστειλε τη δραστικότητα του 

επαγωγέα κατά δοσοεξαρτώμενο τρόπο (εικ. 3.10). « ÏÂ„·Î˝ÙÂÒÁ ‰Ò‹ÛÁ 

ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÁ Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 100 nM (72±1,2% ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ 

ÂÎ›„˜Ôı, mean±SEM, n=6, p<0.05). Το συνθετικό 

αντιγλυκοκορτικοειδές/ αντιπρογεστερονοειδές RU486 παρουσίασε 

αγωνιστικές δράσεις καταστέλοντας επίσης τη δραστικότητα του επαγωγέα 

κατά δοσοεξαρτώμενο τρόπο. « ÏÂ„·Î˝ÙÂÒÁ ‰Ò‹ÛÁ ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÁ 

Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 100 nM (73±2% ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ÂÎ›„˜Ôı, mean±SEM, 

n=6, p<0.05). (εικ. 3.10). Σε αντίθεση με τα οιστρογόνα, η δεξαμεθαζόνη 

κατέστειλλε την επαγώμενη από φορσκολίνη ή EGF ενεργότητα του 

επαγωγέα (εικ. 3.11 α β). « ÏÂ„·Î˝ÙÂÒÁ ‰Ò‹ÛÁ ÙÁÚ δεξαμεθαζόνης 

ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÁ Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 100 nM (από 405±6 σε 337±2% ή 

από 158±5 σε 103±3% ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ÂÎ›„˜Ôı, για την επαγώμενη από 



 145

φορσκολίνη ή EGF ενεργότητα του επαγωγέα αντίστοιχα. mean±SEM, 

n=6, p<0.05). Αυτό υποδηλώνει ότι η δράση των γλυκοκορτικοειδών 

σχετίζεται με τις βιολογικές οδούς του cAMP και EGF.  
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Εικόνα 3.9. Καμπύλες δοσοαπόκρισης οιστρογόνων. Τα 
διαμολυθέντα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία διαφόρων 
συγκεντρώσεων οιστραδιόλης, ταμοξιφαίνης και συνδυασμού των και 
μετρήθηκε η ενεργότητα της λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται  
σαν μέση τιμή ± μέση τυπική απόκλιση (SEM), επί τοις εκατό του 
δείγματος ελέγχου (κύτταρα μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Ο 
αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) από 
το δείγμα ελέγχου. 
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Εικόνα 3.10. Καμπύλες δοσοαπόκρισης γλυκοκορτικοειδών. Τα 
διαμολυθέντα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία διαφόρων 
συγκεντρώσεων δεξαμεθαζόνης, RU486 και συνδυασμού των και 
μετρήθηκε η ενεργότητα της λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται 
σαν μέση τιμή ± μέση τυπική απόκλιση (SEM), επί τοις εκατό του 
δείγματος ελέγχου (κύτταρα μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Ο 
αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) από 
το δείγμα ελέγχου. 
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Εικόνα 3.11. A) Επίδραση στεροειδών στον επαγωγέα της CRH 
μετά από έκθεση σε φορσκολίνη (FSK). Τα διαμολυθέντα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία οιστραδιόλης ή δεξαμεθαζόνης 
παρουσία 20 μΜ φορσκολίνης και μετρήθηκε η ενεργότητα της 
λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται  σαν μέση τιμή ± μέση 
τυπική απόκλιση (SEM), επί τοις εκατό του δείγματος ελέγχου (κύτταρα 
μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Ο αστερίσκος (*) υποδυκνείει 
στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. B) 
Επίδραση στεροειδών στον επαγωγέα της CRH μετά από έκθεση σε 
ΕGF. Τα διαμολυθέντα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία 
οιστραδιόλης ή δεξαμεθαζόνης παρουσία 5 nΜ EGF και μετρήθηκε η 
ενεργότητα της λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται  σαν μέση 
τιμή ± μέση τυπική απόκλιση (SEM), επί τοις εκατό του δείγματος ελέγχου 
(κύτταρα μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Ο αστερίσκος (*) 
υποδυκνείει στατιστικά σημαντική διαφορά (p<0.05) από το δείγμα 
ελέγχου. 



 148

 
”Â αντίστοιχα ðÂÈÒ‹Ï·Ù· ÂıÒ›ËÁ ÂðflÛÁÚ ¸ÙÈ Á PGE2 ·ıÓ‹ÌÂÈ 

ÛÙ·ÙÈÛÙÈÍ˛Ú ÛÁÏ·ÌÙÈÍ‹ ÙÁÚ ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ. ”ÙÁ 

Ûı„Í›ÌτÒ˘ÛÁ 1 ÏÃ PGE2 ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ·˝ÓÁÛÁ 30±1.4% ÛÂ Û˜›ÛÁ 

ÏÂ ÙÔ ‰Âfl„Ï· ÂÎ›„˜Ôı (mean±SEM, n=6, p<0.05). ¡ÌÙflËÂÙ·, ÛÂ 

Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 1ÏÃ Á ÈÌ‰ÔÏÂË·ÍflÌÁ ÂÎ·ÙÙ˛ÌÂÈ ÛÙ·ÙÈÛÙÈÍ˛Ú 

ÛÁÏ·ÌÙÈÍ‹ ÙÁ ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ÙÁÙ· ÙÁÚ ÎÔıÛÈˆÂÒ‹ÛÁÚ Í·Ù‹ 30±2% ÛÂ 

Û˜›ÛÁ ÏÂ ÙÔ ‰Âfl„Ï· ÂÎ›„˜Ôı (mean±SEM, n=6, p<0.05). 

Προκειμένου να ελεγχθεί παιρεταίρω η δράση των προστανοειδών, τα 

κύτταρα προεπωάστηκαν με ινδομεθακίνη και στη συνέχεια εκτέθηκαν 

στην PGE2. Στην περίπτωση αυτή, η PGE2 αύξησε περισσότερο την 

ενεργότητα του επαγωγέα. « ÏÂ„·Î˝ÙÂÒÁ ‰Ò‹ÛÁ ð·Ò·ÙÁÒfiËÁÍÂ ÛÙÁ 

Ûı„Í›ÌÙÒ˘ÛÁ 100 nM (151±1.3% ÙÔı ‰Âfl„Ï·ÙÔÚ ÂÎ›„˜Ôı, 

mean±SEM, n=6, p<0.05). (εικ. 3.12). ‘· ÙÂÎÂıÙ·fl· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· 

ıðÔÌÔÔ˝Ì ¸ÙÈ Á  ÂÌ‰Ô„ÂÌfiÚ PGE2 ›˜ÂÈ ÒıËÏÈÛÙÈÍfi-‰ÈÂ„ÂÒÙÈÍfi ‰Ò‹ÛÁ 

ÛÙÁÌ ›ÍˆÒ·ÛÁ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı ÙÔı hCRH ÛÙ· ·ÌËÒ˛ðÈÌ· ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa. 
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Εικόνα 3.12. Καμπύλες δοσοαπόκρισης προστανοειδών. Τα 
διαμολυθέντα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 18 ώρες παρουσία διαφόρων 
συγκεντρώσεων ινδομεθακίνης, PGE2 και PGE2 μετά από προεπώαση με 
1 μΜ ινδομεθακίνη και μετρήθηκε η ενεργότητα της λουσιφεράσης. Τα 
αποτελέσματα εκφράζονται  σαν μέση τιμή ± μέση τυπική απόκλιση 
(SEM), επί τοις εκατό του δείγματος ελέγχου (κύτταρα μη εκτεθέντα σε 
οιονδήποτε παράγοντα). Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά 
σημαντική διαφορά (p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 

 
 
 
 
3.3 ∏κφραση της CRH στη μήτρα του επίμυος 

 

Η in vivo διερεύνηση του βιολογικού ρόλου της CRH, για λόγους 

δεοντολογίας επέβαλε τη χρήση πειραματοζώων. Η επιλογή του επίμυος 

έγινε αφενός λόγω της αξιοσημείωτης αντιστοιχίας που παρουσιάζει το 

σύστημα της CRH του επίμυος, σε επίπεδο υποθαλάμου, σε σχέση με τον 

ανθρώπινο οργανισμό και αφεταίρου για λόγους φυσιολογίας του 

γεννητικού συστήματος του επίμυος. Συγκεκριμένα, η φθαρτοποίηση στον 

επίμυ, σε αντίθεση με τον άνθρωπο, λαμβάνει χώρα μόνο στην περιοχή 

(περιοχές) της εμφύτευσης και όχι σε ολόκληρη την ενδομητρική 
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επιφάνεια. Αυτή η σημαντική διαφορά επιτρέπει και το διαχωρισμό των 

θέσεων εμφύτευσης όπως περιγράφεται παρακάτω. 

Επιβεβαίωση της συνουσίας έγινε με την ανίχνευση σπερματοζωαρίων 

στις κολπικές εκκρίσεις. Είναι τεκμηριωμένο ότι στους επίμυες, η 

εμφύτευση του ωαρίου αρχίζει 96 με 106 ώρες μετά τη γονιμοποίηση και 

συνδιάζεται με αύξηση της εξοιδημάτωσης στη θέση εμφύτευσης της 

βλαστοκύστης. Ετσι στις 9:00 πμ της 6ης ημέρας κύησης τα ζώα δέχθηκαν 

ενδοφλέβια 0,5 χιλιοστόλιτρα διαλύματος Evans blue, χρωστική που 

συνδέεται με πρωτε¿νες του αίματος και καθώς στις θέσεις εμφύτευσης 

παρατηρείται μεγάλη συγκέντρωση αιμοφόρων αγγείων, επιτρέπει την 

οπτική παρατήρηση αυτού του φαινομένου χρωματίζοντας κυανές τις 

θέσεις εμφύτευσης. ∏γινε διαχωρισμός των θέσεων εμφύτευσης 

(κυανόχροων) και των ενδιαμέσων (άχροων) περιοχών (εικ. 3.13). Μέρος 

των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε για ανοσο˙στοχημεία ενώ τα υπόλοιπα 

καταψύχθηκαν σε υγρό άζωτο για Northern ανάλυση του μεταγραφήματος 

της CRH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.13 Τμήμα κέρατος της μήτρας του επίμυος σε πρώιμο 

στάδιο κύησης μετά από χρώση με Evans blue. Μετά την 

επιβεβαίωση της συνουσίας τα ζώα δέχθηκαν ενδοφλέβια 0,5 
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χιλιοστόλιτρα διαλύματος Evans blue (1% σε ορό), χρωστική που 

χρωματίζει κυανές τις θέσεις εμφύτευσης. Διακρίνονται 4 περιοχές 

εμφύτευσης (κυανού χρωματισμού) καθώς και οι ενδιάμεσες περιοχές. 

 

 

 

 

 

3.3.1 Ανίχνευση του mRNA της CRH με Northern ανάλυση 

  

—·Ò·ÛÍÂı‹ÛÏ·Ù· ολικού RNA ðÒÔÂÒ˜¸ÏÂÌου ·ð¸ τις μήτρες 

τριών επίμυων στις οποίες είχε προηγηθεί διαχωρισμός των θέσεων 

εμφύτευσης (κυανόχροων) και των ενδιαμέσων (άχροων) περιοχών και 

ολικό RNA από ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ· ıðÂ‚ÎfiËÁÛ·Ì ÛÂ ı‚ÒÈ‰ÈÛÏ¸ 

Ù˝ðÔı Northern, χρησιμοποιώντας σαν ιχνηλάτη (probe) ›Ì· ÛıÌËÂÙÈÍ¸ 

48-ÔÎÈ„ÔÌÔıÍÎÂÔÙfl‰ÈÔ, ÙÔ ÔðÔflÔ ·ÌÙÈÛÙÔÈ˜Âfl ÛÙ· ·ÏÈÌÔÓ›· 22-27 
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ÙÁÚ ·ÎÎÁÎÔı˜fl·Ú ÙÔı ·ÌËÒ˛ðÈÌÔı CRH. œ ·ÌËÒ˛ðÈÌÔÚ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ·Ú 

επιλέχθηκε σαν θετικό δείγμα αναφοράς. ºð˘Ú ˆ·flÌÂÙ·È ÛÙÁÌ ÂÈÍ. 3.14, 

ÙÔ mRNA Ùης CRH Ù·ıÙÔðÔÈfiËÁÍÂ ÛÙ· ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· όλων 

ανεξαιρέτως Ù˘Ì ελεγχομένων δειγμάτων. ‘Ô Ï›„ÂËÔÚ ÙÔı mRNA Ùης 

CRH fiÙ·Ì ðÂÒflðÔı 1.4 ÍÈÎÔ‚‹ÛÂÈÚ (Kb), ¸ÏÔÈÔ fi Ù·ıÙ¸ÛÁÏÔ ÏÂ ·ıÙό 

ÙÔı ·ÌËÒ˛ðÈÌÔı ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ·. 

 
Για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων έγινε υβριδοποίηση της 

ίδιας μεμβράνης με ιχνηλάτη της β-ακτίνης επίμυος και μετρήθηκε η 

ένταση των αυτοραδιογραφημάτων με ανάλυση εικόνας χρησιμοποιώντας 

ηλεκτρονικό υπολογιστή. Σε κάθε περίπτωση, η ένταση του 

μεταγραφήματος της CRH διαιρέθηκε με την ένταση του μεταγραφήματος 

της β-ακτίνης. Υπολογίστηκε έτσι ότι η συγκέντρωση του mRNA της CRH 

στις θέσεις εμφύτευσης είναι περίπου 350% υψηλότερη συγκριτικά με 

αυτήν των ενδιαμέσων περιοχών της μήτρας του επίμυος (εικ. 3.15) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

PL 1 2 3 1’ 2’ 3’

 
 
 

           1.4 kb
CRH mRNA
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Εικόνα 3.14. Northern ανάλυση ολικού RNA προερχομένου από τη 
μήτρα επίμυων σε αρχικό στάδιο κύησης. Ζώνες 1, 2, 3: ενδιάμεσες των 
θέσεων εμφύτευσης περιοχές της μήτρας τριών επίμυων, 1í,2í,3í: 
αντίστοιχες (κυανόχροες) θέσεις εμφύτευσης της μήτρας των ιδίων 
πειραματοζώων. PL: ανθρώπινος πλακούντας 
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Εικόνα 3.15 Σύγκριση των συγκεντρώσεων του mRNA της CRH 
στις θέσεις εμφύτευσης σε σχέση με τις συγκεντρώσεις στις 
αντίστοιχες ενδιάμεσες περιοχές της μήτρας τριών επίμυων σε αρχικό 
στάδιο κύησης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σαν κανονικοποιημένη 
οπτική πυκνότητα (ΟΠ) του μεταγραφήματος της CRH (οπτική πυκνότητα 
του μεταγραφήματος της CRH διηρημένη με την οπτική πυκνότητα  του 
μεταγραφήματος της β-ακτίνης). Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά 
σημαντική διαφορά (p<0.02) από το δείγμα ελέγχου. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.2 ¡ÌÔÛÔ˙στοχημεία 

Μετά τον διαχωρισμό των θέσεων εμφύτευσης (κυανόχροων) και 

των ενδιαμέσων (άχροων) περιοχών της μήτρας του επίμυος (εικ. 3.13) 

έγινε ανοσο˙στοχημεία για CRH όπως περιγράφεται στο κεφ. Υλικά και 

μέθοδοι, σελ. 53. ºπως φαίνεται στην ÂÈÍ. 3.16, ir-CRH εντοπίζεται στο 

επιθήλιο τόσο στις θέσεις εμφύτευσης (Α) καθώς και στις ενδιάμεσες 

περιοχές (Γ). Τα στρωματικά κύτταρα είναι έντονα θετικά σε ir-CRH στις 

θέσεις εμφύτευσης (Α, Δ) αλλά ανεπαίσθητα ή καθόλου στις ενδιάμεσες 

περιοχές (Γ). Η ήδη παρατηρούμενη αυξημένη συγκέντρωση του mRNA 

της CRH στις θέσεις εμφύτευσης, φαίνεται να διατηρείται και σε επίπεδο 

πεπτιδίου. 
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3.3.3 Χαρακτηρισμός του μοριακού βάρους της ανοσοαντιδρώσας 

CRH στη μήτρα του επίμυος με χÒ˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· σÙfiÎÁÚ 

μÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ 

 

‘Ô Í˝ÒÈÔ κλάσμα Ùης ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σας CRH ðÔı 

·ÌÈ˜ÌÂ˝ÂÙ·È ÛÙ· ÂÍ˜ıÎflÛÏ·Ù· ÙÔı μήτρας του επίμυος 

ð·ÒÔıÛÈ‹ÊÂÈ Ùην fl‰Èα ˜Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆÈÍή εικόνα ÏÂ Ùη 

ÛıÌËÂÙÈÍή 41-·ÏÈÌÔÓ›˘Ì ·ÌËÒ˛ðÈÌη CRH (ÂÈÍ. 3.17). ¡ıÙ¸ ÙÔ 

˜Ò˘Ï·Ùo„Ò·ˆÈÍ¸ ðÒÔˆflÎ ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÂÈ ¸ÙÈ η ·ÌÔÛÔ·ÌÙÈ‰Ò˛σα 

CRH ÂflÌ·È ·ıËÂÌÙÈÍή CRH 41 αμινοξέων.  
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Α Β

Γ Δ

    

 
 
 
 
 
Eικόνα  3.16 Ανοσο˙στοχημικός εντοπισμός της ir-CRH στη μήτρα 
του επίμυος κατά την εμφύτευση. Οι περιοχές Α, Β και Δ αντιστοιχούν 
στις θέσεις εμφύτευσης ενώ η Γ στις ενδιάμεσες περιοχές. 
Χρησιμοποιήθηκε αντιορός κονίκλου κατά της CRH (περιοχές Α, Γ, Δ) 
καθώς και ανοσοεξουδετερωμένος αντιορός (περιοχή Β, δείγμα αναφοράς). 
Μεγένθυση Χ900. 
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Εικόνα 3.17 ◊Ò˘Ï·ÙÔ„Ò·ˆfl· ÛÙfiÎÁÚ ÃÔÒÈ·ÍfiÚ ‰ÈfiËÁÛÁÚ με 

Sephadex G-50 ÂÍ˜ıÎflÛÏ·ÙÔÚ από μήτρα επίμυος. ”ıÎÎ›˜ËÁÍ·Ì 

‰Âfl„Ï·Ù· ¸„ÍÔı ÂÌ¸Ú ˜ÈÎÈÔÛÙ¸ÎÈÙÒÔı. ‘· ‚›ÎÁ ‰Âfl˜ÌÔıÌ ÙÔ ÌÂÍÒ¸ 

¸„ÍÔ (Vo) Í·È ÙÁ Ë›ÛÁ ›ÍÎÔıÛÁÚ Ùης 41-αμινοξέων ·ÌËÒ˛ðÈÌης CRH 

(hCRH). 

 

 

3.4 Επίδραση της CRH στη φθαρτοποίηση των στρωματικών 

κυττάρων. Διερεύνηση του μηχανισμού δράσης της CRH στη 

φθαρτοποίηση 

« ÛıÏÏÂÙÔ˜fi Ùης CRH ÛÙÁ ˆÎÂ„ÏÔÌfi ›˜ÂÈ ðÒ¸Ûˆ·Ù· 

ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl. ≈È‰ÈÍ¸ÙÂÒ· η CRH ›˜ÂÈ ·ÌÈ˜ÌÂıËÂfl ÛÂ ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰ÂÈÚ 

Ë›ÛÂÈÚ ενώ ·ÌÔÛÔÂÓÔı‰ÂÙ›Ò˘ÛÁ Ùης CRH ÏÂ ÂÈ‰ÈÍ‹ ·ÌÙÈÛ˛Ï·Ù· 

Í·Ù‹ Ùης CRH ÏÂÙÒιάζει ÙÁ ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰Á ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ (90,94). Η 

προετοιμασία του ενδομητρίου για την εμφύτευση της επερχόμενης 
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βλαστοκύστης (φθαρτοποίηση) έχει χαρακτηριστικά άσηπτης φλεγμονής 

και είναι απαραίτητη για την ομαλή εμφύτευση του ωαρίου (141). Δείξαμε 

ήδη ότι στον επίμυ οι συγκεντρώσεις του mRNA της CRH και του 

πεπτιδίου είναι σημαντικότατα αυξημένες στις θέσεις εμφύτευσης, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι ο ρόλος της CRH στην εμφύτευση είναι σημαντικός. 

∏τσι μελετήθηκε in vitro η επίδραση της CRH στη φθαρτοποίηση των 

ανθρώπινων στρωματικών ενδομητρικών κυττάρων, τα οποία είναι γνωστό 

ότι μετατρέπονται σε φθαρτοποιημένα κύτταρα κατά την εκκριτική φάση. 

Είναι γνωστό ότι κύριος παράγοντας φθαρτοποίησης του ενδομητρίου 

είναι η προγεστερόνη (141). Φθαρτοποίηση όμως επιτελείται και από 

άλλους παράγοντες όπως το cAMP και η PGE2, ενώ η IL-1 ασκεί 

ανασταλτική επίδραση στη φθαρτοποίηση (141). Χαρακτηριστικό είναι ότι 

οι παράγοντες αυτοί είναι ρυθμιστές της CRH στον υποθάλαμο και όπως 

καταδείξαμε και στο ενδομήτριο. ∏τσι, προκειμένου να μελετηθεί ο 

μηχανισμός δράσης της CRH στη φθαρτοποίηση, μελετήθηκε η επίδραση 

της στην έκλυση των ουσιών αυτών. 

Συλλέχθηκε ανθρώπινος φυσιολογικός ιστός από παραγωγικό 

ενδομήτριο και διαχωρίσθηκαν τα στρωματικά κύτταρα, όπως περιγράφεται 

στο κεφ. 2.5. Στη συνέχεια έγινε πρωτογενής καλλιέργεια στρωματικών 

κυττάρων. Τα κύτταρα αφέθησαν να καλύψουν ολόκληρη την επιφάνεια 

καλλιέργειας (plateau) και στη συνέχεια εκτέθηκαν σε διάφορες 

συγκεντρώσεις CRH, ahelCRH και ινδομεθακίνης για διάφορες χρονικές 

περιόδους. Κάθε 2 ημέρες γινόταν αλλαγή του θρεπτικού υλικού των 

καλλιεργειών ενώ η προσθήκη των φαρμάκων καθημερινά.  

 

 

 

 

3.4.1 Μορφολογική διαφοροποίηση 
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ºπως φαίνεται στην εικ. 3.18, η CRH προκαλεί σημαντικές 

μορφολογικές διαφοροποιήσεις στα στρωματικά κύτταρα, τα οποία ήδη από 

την 6η ημέρα αρχίζουν να χάνουν τα χαρακτηριστικά του στρωματικού 

κυττάρου (ατρακτοειδείς σχηματισμοί) γεγονός εμφανέστερο πέραν της 8ης 

ημέρας. Από τη 12η ημέρα είναι επίσης εμφανής η τάση σχηματισμού 

´αδενικών δομώνª σε διάφορα κομβικά σημεία. 

 

 

 
 
 
 

      

2

6

8

10

12

14

            



 160

 
 
 
 
Εικόνα 3.18 Μορφολογική διαφοροποίηση στρωματικών κυττάρων 

σε φθαρτικά μετά από επίδραση με CRH, στο χρονικό διάστημα 2-14 
ημερών. Μεγένθυση Χ400  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.2 Ανοσοφθορισμός για κυτοκερατίνες 
 

Επιβεβαίωση της φθαρτοποίησης έγινε με την τεχνική του έμμεσου 

ανοσοφθορισμού για κυτοκερατίνες, κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες που 

εκφράζονται εκλεκτικά στα φθαρτοποιημένα στρωματικά κύτταρα και 

στα επιθηλιακά κύτταρα ενώ δεν εκφράζονται στα μη 

φθαρτοποιημένα στρωματικά κύτταρα. ºπως φαίνεται στην εικ. 

3.19, η CRH επάγει την παραγωγή κυτοκερατινών σε σχέση με το 

δείγμα ελέγχου (κύτταρα μη εκτεθέντα σε οιονδήποτε παράγοντα). Η 

δράση της CRH πιθανά επιτελείται μέσω των υποδοχέων CRH καθώς 

ταυτόχρονη συνεπώαση με τον ανταγωνιστή ahCRH, την 

προλαμβάνει. Ενδιαφέρον είναι ότι η δράση της CRH δεν 

αντιστρέφεται με ταυτόχρονη συνεπώαση με ινδομεθακίνη (Ind), 

υποδηλώνοντας ότι δεν εξαρτάται από τη σύνθεση ενδογενών 

προστανοειδών. Σε άλλα πειράματα, επίδραση με IL-6 φαίνεται να 

επάγει την έκφραση κυτοκερατινών, δράση που επίσης δεν εξαρτάται 

από τη σύνθεση ενδογενών προστανοειδών, αφού δεν αντιστρέφεται 

με ταυτόχρονη συνεπώαση με ινδομεθακίνη.  
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3.4.3 Ανίχνευση προλακτίνης (PRL) στο θρεπτικό υλικό των 

καλλιεργειών 
 
Περαιτέρω επιβεβαίωση της φθαρτοποίησης έγινε με μέτρηση της 

εκλυομένης προλακτίνης στο θρεπτικό υλικό των κυτταροκαλλιεργειών, 

δεδομένου ότι η προλακτίνη παράγεται εκλεκτικά από τα φθαρτοποιημένα 

στρωματικά και επιθηλιακά κύτταρα και όχι από τα στρωματικά κύτταρα. 

Oπως φαίνεται στις εικ. 3.20 και 3.21, η επίδραση με CRH αυξάνει 

θεαματικά, με χρονο- και δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, την έκλυση της 

προλακτίνης, δράση που αναστρέφεται μετά από συνεπώαση των κυττάρων 

με α-helCRH. 
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Εικόνα 3.19 Ανοσοφθορισμός για κυτοκερατίνες σε στρωματικά 

κύτταρα μετά από επίδραση με CRH ή IL-6 παρουσία ή απουσία α-
helCRH ή ινδομεθακίνης (Ιnd). Μεγένθυση Χ600 
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Εικόνα 3.20 ∏κλυση προλακτίνης από στρωματικά κύτταρα μετά 

από επίδραση CRH in vitro. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε 100 nM CRH 
παρουσία ή απουσία a-helCRH και μετρήθηκε η ποσότητα της εκλυομένης 
προλακτίνης (PRL) στο θρεπτικό υλικό με ραδιοανοσολογικό 
προσδιορισμό. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε νανογραμμάρια (ng) 
προλακτίνης ανά χιλιοστογραμμάρια ολικής πρωτείνης. Ο αστερίσκος (*) 
υποδηλώνει στατιστικά σημαντική απόκλιση (p<0.05) από το δείγμα 
ελέγχου. 
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Εικόνα 3.21 ∏κλυση προλακτίνης από στρωματικά κύτταρα μετά 

από επίδραση CRH in vitro. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε διάφορες 
συγκεντρώσεις CRH παρουσία ή απουσία a-helCRH και μετρήθηκε η 
ποσότητα της εκλυομένης προλακτίνης (PRL) στο θρεπτικό υλικό με 
ραδιοανοσολογικό προσδιορισμό. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε 
νανογραμμάρια (ng) προλακτίνης ανά χιλιοστογραμμάρια ολικής 
πρωτείνης. Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά σημαντική απόκλιση 
(p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 

 
 
 
 
 
 
 
3.4.4 Προσδιορισμός IL-6 και PGE2 στο θρεπτικό υλικό των 

κυτταροκαλιεργειών 
 
H IL-6 καθώς και η PGE2 είναι σημαντικοί ρυθμιστές της CRH στον 

υποθάλαμο και στον πλακούντα και όπως δείξαμε και στο ενδομήτριο. 

Επιπλέον είναι γνωστή η επαγωγική δράση της PGE2 στη φθαρτοποίηση 

ενώ κάποιος αντίστοιχος πιθανός ρόλος για την IL-6 δεν έχει πλήρως 

αποσαφηνιστεί. Προκειμένου να μελετήσουμε το μηχανισμό της από την 
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CRH επαγώμενης φθαρτοποίησης ελέγξαμε σε πρώτο στάδιο την επίδραση 

της στην έκλυση της IL-6 και της PGE2. 

ºπως φαίνεται στην εικ. 3.22, η CRH επάγει στατιστικώς σημαντικά 

την έκλυση της IL-6 από τα στρωματικά κύτταρα. Η μέγιστη δράση 

παρατηρείται μετά από 6 ημέρες καλλιέργειας (160±12% του δείγματος 

ελέγχου, mean±SEM, n=6, p<0.05). Η δράση της CRH πιθανά 

επιτελείται μέσω υποδοχέων καθώς ταυτόχρονη συνεπώαση με τον 

ανταγωνιστή a-helCRH, την αντιστρέφει. 
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Εικόνα 3.22 ∏κλυση IL-6 από στρωματικά κύτταρα μετά από 

επίδραση CRH. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε 100 nM CRH παρουσία ή 
απουσία a-helCRH και μετρήθηκε η ποσότητα της εκλυομένης IL-6 στο 
θρεπτικό υλικό. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε % του δείγματος 
ελέγχου. Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά σημαντική απόκλιση 
(p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 

Τέλος, όπως φαίνεται στις εικ. 3.23 και 3.24, η CRH καταστέλλει 

στατιστικώς σημαντικά την έκλυση της PGE2 από τα στρωματικά 

κύτταρα. Η μέγιστη δράση παρατηρείται μετά από 8 ημέρες καλλιέργειας 

((48±8% του δείγματος ελέγχου, mean±SEM, n=6, p<0.05). Η δράση 
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της CRH πιθανά επιτελείται μέσω CRH υποδοχέων καθώς ταυτόχρονη 

συνεπώαση με τον ανταγωνιστή a-helCRH, την αντιστρέφει. 
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Εικόνα 3.23 ∏κλυση PGE2 από στρωματικά κύτταρα μετά από 

την επίδραση CRH in vitro. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε 100 nM CRH 
παρουσία ή απουσία a-helCRH ή ινδομεθακίνης (Ind) και μετρήθηκε η 
ποσότητα της εκλυομένης PGE2 στο θρεπτικό υλικό με ραδιοανοσολογικό 
προσδιορισμό. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σε % του δείγματος 
ελέγχου. Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά σημαντική απόκλιση 
(p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 
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Εικόνα 3.24 ∏κλυση PGE2 από στρωματικά κύτταρα μετά από 

την επίδραση CRH in vitro. Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε διάφορες 
συγκεντρώσεις CRH παρουσία ή απουσία a-helCRH ή ινδομεθακίνης (Ind) 
και μετρήθηκε η ποσότητα της εκλυομένης PGE2 στο θρεπτικό υλικό με 
ραδιοανοσολογικό προσδιορισμό. Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σε % 
του δείγματος ελέγχου. Ο αστερίσκος (*) υποδηλώνει στατιστικά 
σημαντική απόκλιση (p<0.05) από το δείγμα ελέγχου. 

 
 
 
 
 Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν την ύπαρξη 

μιας ξέχωρης βιολογικής οδού δράσης της CRH στη φθαρτοποίηση, η 

οποία είναι ανεξάρτητη της ενδογενούς παραγωγής προστανοειδών. 

Επιπλέον, η CRH καταστέλλει την παραγωγή προστανοειδών επέχοντας 

έτσι κατασταλτικές δράσεις στον γνωστότερο μηχανισμό της 

φθαρτοποίησης.  
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‘· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù‹ Ï·Ú ‰Âfl˜ÌÔıÌ ¸ÙÈ ÙÔ „ÔÌfl‰ÈÔ Ùης CRH 

ÂÍˆÒ‹ÊÂÙ·È ÛÙο ·ÌËÒ˛ðÈÌο ενδοÏfiÙÒιο, πριν και Í·Ù‹ ÙÁν 

εγκυμοσύνη (·λλά σε διαφορετικούς ÍıÙÙ·ÒÈÍούς ðÎÁËıÛÏούς) πράγμα 

που δηλώνει και τη σημασία της CRH στη φυσιολογία του ενδομητρίου. 

Πρ‹„Ï·ÙÈ, ÂıÒ›ËÁ ¸ÙÈ ÙÔ mRNA Ùης CRH Í·È ÙÔ ðÂðÙÈ‰ÈÍ¸ ÙÔı 

ÙÂÎÈÍ¸ ðÒÔ˙¸Ì ·ÌÈ˜ÌÂ˝ÔÌÙ·È ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ·ÌËÒ˛ðÈÌ· 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ ·‰ÂÌÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Í·Ë˛Ú ÂðflÛÁÚ Í·È ÛÙ· Í·Î‹ 

‰È·ˆÔÒÔðÔÈÁÏ›Ì· ·‰ÂÌÔÍ·ÒÍÈÌÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa. 

Το μέγεθος του μεταγραφήματος είναι 1.4 Kb, όμοιο με αυτό του 

ανθρώπινου πλακούντα και του υποθαλάμου επίμυος. MÂÎ›ÙÁ ›ÏÏÂÛÔı 

·ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏÔ˝ „È· ÙÁÌ ÂÌÙ¸ðÈÛÁ Ùης CRH ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Í·È ÛÙ· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa ·ðÂÍ‹Îı¯Â 

ÍıÙÙ·Ò¸ðÎ·ÛÏ· ðÎÔ˝ÛÈÔ ÛÂ ÂÍÍÒÈÙÈÍ‹ ÍÔÍÍfl· ›ÌÙÔÌ· ËÂÙÈÍ‹ „È· ir-

CRH. ‘· ÂıÒfiÏ·Ù· ·ıÙ‹ ·ðÔÙÂÎÔ˝Ì ÙÁÌ ðÒ˛ÙÁ ‰ÈÂËÌ˛Ú 

·Ì·ÍÔflÌ˘ÛÁ ÙÁÚ ›ÍˆÒ·ÛÁÚ Ùης CRH ÛÙ· ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ Í·È ÛÙ· 

Í·ÒÍÈÌÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· ÙÔı ·ÌËÒ˛ðÈÌÔı ÂÌ‰ÔÏÁÙÒflÔı. ≈ðÈðÎ›ÔÌ, ÙÔ 

Â˝ÒÁÏ‹ Ï·Ú ¸ÙÈ ÙÔ Í˝ÒÈÔ Ï›ÒÔÚ Ùης ir-CRH ðÔı ·ÌÈ˜ÌÂ˝ÂÙ·È ÛÙ· 

ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· ·ÌÙÈÛÙÔÈ˜Âfl ÛÙη ÏÂ„›ËÔıÚ 41-

·ÏÈÌÔÓ›˘Ì ıðÔË·Î·ÏÈÍή CRH, ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÂÈ ¸ÙÈ ÙÔ ÍıÍÎÈÍ‹ 

μεταβαÎλ¸ÏÂÌÔ ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ διαθέτÂÈ ¸Î· Ù· ·ð·Ò·flÙÁÙ· 

›ÌÊıÏ· „È· ÙÁ ÏÂÙ·-ÏÂÙ·φραστÈÍfi ÂðÂÓÂÒ„·Ûfl· ÙÔı ðÒ¸‰ÒÔÏÔı 

ÏÔÒflÔı preproCRH, ·ðÔˆ›ÒÔÌÙ·Ú ›ÙÛÈ ÙÔ ‚ÈÔ‰Ò·ÛÙÈÍ¸ ÙÂÎÈÍ¸ 

ðÒÔ˙¸Ì. ≈flÌ·È ÂÌ‰È·ˆ›ÒÔÌ, ¸ÙÈ Á Í·ÒÍÈÌÈÍfi ÍıÙÙ·ÒÈÍfi ÛÂÈÒ‹ Ishikawa 

‰È·ÙÁÒÂfl Ù· ›ÌÊıÏ· ·ıÙ‹. ∏ÙÛÈ Ù· Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa ·ðÔÙÂÎÔ˝Ì 

Í·Ù‹ÎÎÁÎÔ in vitro ÏÔÌÙ›ÎÔ „È· ÙÁ ÏÂÎ›ÙÁ ÙÁÚ Ò˝ËÏÈÛÁÚ Ùης 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍής CRH. 

‘· ·ðÔÙÂÎ›ÛÏ·Ù· ÙÔı ·ÌÔÛÔˆËÔÒÈÛÏÔ˝ ›‰ÂÈÓ·Ì ¸ÙÈ η ir-CRH 

ÂÌÙÔðflÊÂÙ·È ÛÙ· ·‰ÂÌÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Í·È ¸˜È ÛÙ· 

ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò·. —Ò¸Ûˆ·Ù·, ·ÌÈ˜ÌÂ˝ËÁÍÂ 
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·ÌÔÛÔ˙ÛÙÔ˜ÁÏÈÍ‹ ir-CRH ÛÂ ·ÌËÒ˛ðÈÌ· ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

Í˝ÙÙ·Ò·, in vitro ‰È·ˆÔÒÔðÔÈÁÏ›Ì· ÛÂ ˆË·ÒÙÈÍ‹ (decidua) Í˝ÙÙ·Ò· 

ıð¸ ÙÁÌ Âðfl‰Ò·ÛÁ Ïfl„Ï·ÙÔÚ ðÒÔ„ÂÛÙ·„¸Ì˘Ì, ÔÈÛÙÒÔ„¸Ì˘Ì Í·È 

ÒÂÎ·ÓflÌÁÚ (138). ‘· ‚È‚ÎÈÔ„Ò·ˆÈÍ‹ ·ıÙ‹ ‰Â‰ÔÏ›Ì· ÛÂ ÛıÌ‰ı·ÛÏ¸ 

ÏÂ Ù· ‰ÈÍ‹ Ï·Ú ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÔıÌ ¸ÙÈ Ù· ÂðÈËÁÎÈ·Í‹ (·‰ÂÌÈÍ‹) 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· ˆ·flÌÂÙ·È ¸ÙÈ ·ðÔÙÂÎÔ˝Ì ÙÁÌ Í˝ÒÈ· ðÁ„fi 

ð·Ò·„˘„fiÚ Ùης ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍής CRH ÛÙÁ ÏÁ Â„Í˝ÏÔÌ· ÏfiÙÒ·, ÂÌ˛ Á 

‰È·ˆÔÒÔðÔflÁÛÁ ÛÂ ˆË·ÒÙÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· Ù˘Ì ˆıÛÈÔÎÔ„ÈÍ‹ ÏÁ 

ÂÍˆÒ·Ê¸ÌÙ˘Ì ÙηÌ CRH ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ˛Ì ÍıÙÙ‹Ò˘Ì, ›˜ÂÈ ˘Ú 

·ðÔÙ›ÎÂÛÏ· ÙÁÌ Âð·„˘„fi ÙÁÚ ›ÍˆÒ·ÛÁÚ Ùης. 

ΤÔ mRNA Ùης CRH Í·È ÙÔ ðÂðÙÈ‰ÈÍ¸ ÙÔı ÙÂÎÈÍ¸ ðÒÔ˙¸Ì 

·ÌÈ˜ÌÂ˝ÔÌÙ·È επίσης ÛÙο ενδομήτριο του επίμυος. Το μέγεθος του 

μεταγραφήματος είναι 1.4 Kb, όμοιο με αυτό του ανθρώπινου πλακούντα 

και του υποθαλάμου επίμυος. Ανοσο˙στοχημική μÂÎ›ÙÁ για ÙÁÌ ÂÌÙ¸ðÈÛÁ 

Ùης CRH και χρωματογραφία μοριακής διήθησης για προσδιορισμό του 

μοριακού βάρους της εκλυομένης ir-CRH έδωσαν αντίστοιχα 

αποτελέσματα με το ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ. ∏τσι η ήδη τεκμηριωμένη 

αξιοσημείωτη ομοιομορφία του επίμυος με τον ανθρώπινο οργανισμό όσον 

αφορά το σύστημα της CRH στον υποθάλαμο, φαίνεται ότι διατηρείται και 

στη μήτρα. Eπιπλέον, οι συγκεντρώσεις τόσο του mRNA της CRH όσο και 

του ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου βρέθηκαν σημαντικότατα αυξημένες στις 

θέσεις εμφύτευσης σε σχέση με τις υπόλοιπες ενδιάμεσες περιοχές της 

μήτρας του επίμυος. 

œ Ò¸ÎÔÚ Ùης CRH ÛÙÁ ˆıÛÈÔÎÔ„fl· ÙÔı ÂÌ‰ÔÏÁÙÒflÔı ÂflÌ·È 

·Í¸Ï· υποθετικός. ≈Ì ÙÔ˝ÙÔÈÚ, ‰Â‰ÔÏ›ÌÔı ¸ÙÈ Á ð·Ò·„˘„fi Ùης CRH 

ÛÙÁÌ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfi ÍÔÈÎ¸ÙÁÙ· ÂflÌ·È Ûυνεχής, Ô Ò¸ÎÔÚ Ùης 

ðÈË·ÌÔÎÔ„ÂflÙ·È ¸ÙÈ ÂflÌ·È ÛÁÏ·ÌÙÈÍ¸Ú. —Ò‹„Ï·ÙÈ, ÛÙÔ ÍıÍÎÈÍ‹ 

ÂÌ·Î·ÛÛ¸ÏÂÌÔ ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ, Ù· ·‰ÂÌÈÍ‹ ÂðÈËÁÎÈ·Í‹ Í˝ÙÙ·Ò· 

ÂÍˆÒ‹ÊÔıÌ ÙÔ ÌÂıÒÔðÂðÙfl‰ÈÔ ·ıÙ¸, ÂÌ˛ ÂÌ˘ÒflÚ Í·Ù‹ ÙÁÌ 
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Â„ÍıÏÔÛ˝ÌÁ Ù· ˆË·ÒÙÔðÔÈÁÏ›Ì· ÛÙÒ˘Ï·ÙÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· 

·Ì·Î·Ï‚‹ÌÔıÌ ÙÁÌ ›ÍˆÒ·Ûfi ÙÔı. ∏ÍÙÔÙÂ, ˆ·flÌÂÙ·È ¸ÙÈ Ô 

ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ·Ú ·ðÔÙÂÎÂfl ÙÁÌ Í˝ÒÈ· ðÁ„fi ð·Ò·„˘„fiÚ Ùης ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍής 

CRH. 

”˝Ïˆ˘Ì· ÏÂ παλαιότερες δημοσιεύσεις του εργαστηρίου μας, Ù· 

·ÌËÒ˛ðÈÌ· ÂðÈËÁÎÈ·Í‹ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ Í˝ÙÙ·Ò· ÂÍˆÒ‹ÊÔıÌ ÂðflÛÁÚ ÙÔ 

„ÔÌfl‰ÈÔ Ùης προοπιομελανοκορτίνης Í·È ÛıÌË›ÙÔıÌ Í·È ÂÍÎ˝ÔıÌ Ù· 

ÙÂÎÈÍ‹ Ùης ðÒÔ˙¸ÌÙ· (126-128). ≈ðÈðÎ›ÔÌ Ù· ÔÈÛÙÒÔ„¸Ì· 

ÂÎ·ÙÙ˛ÌÔıÌ ÙÁÌ ›ÍÎıÛÁ ÙÁÚ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfiÚ ‚-ÂÌ‰ÔÒˆflÌÁÚ Í·Ù‹ 

˜ÒÔÌÔ- Í·È ‰ÔÛÔ-ÂÓ·ÒÙ˛ÏÂÌÔ ÙÒ¸ðÔ, ‰Ò‹ÛÁ Á ÔðÔfl· ÂðÈÙÂÎÂflÙ·È 

Ï›Û˘ ÔÈÛÙÒÔ„ÔÌÈÍ˛Ì ıðÔ‰Ô˜›˘Ì. ‘Ô Â˝ÒÁÏ‹ Ï·Ú ¸ÙÈ Ù· 

ÔÈÛÙÒÔ„¸Ì· ÂÎ·ÙÙ˛ÌÔıÌ ÙÁÌ ›ÍˆÒ·ÛÁ ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης CRH ÛÂ 

Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa ðÔı ‰È·ÏÔÎ˝Ìθηκαν ÏÂ ÙÁÌ ðÒÔ·„˘„¸ ðÂÒÈÔ˜fi 

ÙÔı „ÔÌÈ‰flÔı Ùης CRH  ıðÔ‰ÁÎ˛ÌÂÈ ÛÂ ÛıÌ‰È·ÛÏ¸ ÏÂ Ù· ð·Ò·ð‹Ì˘ 

‚È‚ÎÈÔ„Ò·ˆÈÍ‹ ‰Â‰ÔÏ›Ì· ¸ÙÈ: ·) Ù· ÔÈÛÙÒÔ„¸Ì· Í·Ù‹ ð‹Û· 

ðÈË·Ì¸ÙÁÙ· ÂÎ·ÙÙ˛ÌÔıÌ ÙÁÌ ›ÍÎıÛÁ Ù˘Ì ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì ÔðÈÔÂÈ‰˛Ì 

ðÔı ðÒÔ›Ò˜ÔÌÙ·È ·ð¸ Ùην POMC Ï›Û˘ ·Ì·ÛÙÔÎfiÚ Ùης 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍής CRH Í·È ‚) η ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή CRH ðÈË·Ì˛Ú Âð›˜ÂÈ 

·ıÙÔÍÒÈÌÂflÚ/ð·Ò·ÍÒÈÌÂflÚ ‰Ò‹ÛÂÈÚ ÛÙÁÌ ›ÍÍÒÈÛÁ Ù˘Ì ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ˛Ì 

ÔðÈÔÂÈ‰˛Ì ðÂðÙÈ‰fl˘Ì ðÔı ðÒÔ›Ò˜ÔÌÙ·È ·ð¸ Ùην POMC, „Â„ÔÌ¸Ú 

ðÔı ð·Ò·ÙÁÒÂflÙ·È ÛÂ ‹ÎÎÔıÚ ðÂÒÈˆÂÒÈÍÔ˝Ú ÈÛÙÔ˝Ú ¸ð˘Ú Ô 

ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ·Ú Í·È ÔÈ ¸Ò˜ÂÈÚ. —Ò‹„Ï·ÙÈ ÛÙÔÌ ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ· 

Í·È ÛÙÔıÚ ¸Ò˜ÂÈÚ η ÙÔðÈÍ‹ ð·Ò·„¸ÏÂÌη CRH Âð‹„ÂÈ ÙÁÌ ›ÍÍÒÈÛÁ 

Ù˘Ì ðÎ·ÍÔıÌÙÈ·Í˛Ì Í·È ÔÒ˜ÈÍ˛Ì ÔðÈÔÂÈ‰˛Ì ðÂðÙÈ‰fl˘Ì Ù˘Ì 

ðÒÔÂÒ˜ÔÏ›Ì˘Ì ·ð¸ Ùην POMC (139). 

 

« ÛıÏÏÂÙÔ˜fi Ùης CRH ÛÙÁν φλε„ÏÔÌώδη αντίδραση ›˜ÂÈ 

ðÒ¸Ûˆ·Ù· ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl. ≈È‰ÈÍ¸ÙÂÒ· η CRH ›˜ÂÈ ·ÌÈ˜ÌÂıËÂfl ÛÂ 

ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰ÂÈÚ Ë›ÛÂÈÚ Í·È ·ÌÔÛÔÂÓÔı‰ÂÙ›Ò˘ÛÁ Ùης CRH ÏÂ ÂÈ‰ÈÍ‹ 

·ÌÙÈÛ˛Ï·Ù· ÏÂÙÒιάζει ÙÁ ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰Á ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ (140). Η 
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προετοιμασία του ενδομητρίου για την εμφύτευση της επερχόμενης 

βλαστοκύστης έχει χαρακτηριστικά άσηπτης φλεγμονής (141). Είναι 

γνωστό ότι αρκετοί φλεγμονώδεις ρυθμιστές παράγονται από το 

ενδομήτριο, όπως οι ιντερλευκίνες 1 και 6 ενώ στα ενδομητρικά κύτταρα 

εκφράζονται οι υποδοχείς των ΙL-1 και TNFα (137). Επιπλέον και η 

βλαστοκύστη εκκρίνει ΙL-1 και PGE2 (141). Η προερχόμενη από τη 

βλαστοκύστη IL-1 είναι πολύ σημαντικός παράγοντας για την εμφύτευση. 

Στον μυ η εξουδετέρωση της έχει σαν αποτέλεσμα την αποτυχία της 

εμφύτευσης (142). Επιπλέον, η μέτρηση του επιπέδου της IL-1 στο αμνιακό 

υγρό αποτελεί δείκτη επιτυχούς εμφυτεύσεως (143). —ÈË·ÌÔÎÔ„ÂflÙ·È 

ÎÔÈð¸Ì ¸ÙÈ η CRH ÛıÏÏÂÙ›˜ÂÈ ÛÙÁ Ò˝ËÏÈÛÁ Ù˘Ì ·ÌÔÛÔÎÔ„ÈÍ˛Ì 

ˆ·ÈÌÔÏ›Ì˘Ì ðÔı Î·Ï‚‹ÌÔıÌ Ï›ÒÔÚ ÛÙÁÌ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfi ÍÔÈÎ¸ÙÁÙ· 

καθώς και ÛÙÁÌ ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁ ÙÁÚ ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁÚ. ≈flÌ·È „Ì˘ÛÙ¸ ¸ÙÈ Á 

·ÌËÒ˛ðÈÌÁ ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁ ÂÍÍÒflÌÂÈ PGE2 και ΙL-1 (141). Η PGE2,η IL-1 

και η IL-6 Âðά„ουν ÙÁν ›ÍˆÒ·ÛÁ Ùης CRH ÛÙÔÌ ðÎ·ÍÔ˝ÌÙ· και στον 

υποθάλαμο (136, 141) Í·È ¸ð˘Ú ‰ÂflÓ·ÏÂ Í·È ÛÙ· ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ 

Í˝ÙÙ·Ò· Ishikawa. Το γονίδιο της POMC εκφράζεται στο ενδομήτριο και 

το παράγωγό της η ‚-ÂÌ‰ÔÒˆflÌÁ, ›˜ÂÈ ·ÌÔÛÔÍ·Ù·ÛÙ·ÎÙÈÍ›Ú È‰È¸ÙÁÙÂÚ 

(126). ÃÂ ·ıÙ‹ Ù· ‰Â‰ÔÏ›Ì· ðÈË·ÌÔÎÔ„Ô˝ÏÂ ¸ÙÈ ÛıÏ‚·flÌÂÈ Á 

ð·Ò·Í‹Ù˘ ·ÍÔÎÔıËfl· „Â„ÔÌ¸Ù˘Ì Í·Ù‹ ÙÁ ‰È‹ÒÍÂÈ· ÙÁÚ ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ 

ÙÁÚ ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁÚ: Á ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁ ÂÍÎ˝ÂÈ PGE2 και IL-1 ÛÙÁÌ 

ðÂÒÈÔ˜fi ÙÁÚ ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ oι ÔðÔflες ÏÂÙ·Ó˝ Ù˘Ì ‹ÎÎ˘Ì Âð‹„ουν ÙÁÌ 

ð·Ò·„˘„fi CRH ·ð¸ ÙÔ ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ. Η ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή CRH 

ÛıÏÏÂÙ›˜ÂÈ ÛÙ· ÙÔðÈÍ‹ ˆ·ÈÌ¸ÏÂÌ· (ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰Á Í·È ‹ÎÎ·) ÙÁÚ 

ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ ÙÁÚ ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁÚ. Πράγματι οι συγκεντρώσεις τόσο του 

mRNA της CRH όσο και του ανοσοαντιδρώντος πεπτιδίου βρέθηκαν 

σημαντικότατα αυξημένες στις θέσεις εμφύτευσης σε σχέση με τις 

υπόλοιπες ενδιάμεσες περιοχές της μήτρας του επίμυος. ‘·ıÙÔ˜Ò¸Ì˘Ú η 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή CRH flÛ˘Ú Í·Ù·ÛÙ›ÎÎÂÈ ÙÁ ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰Á ·ÌÙfl‰Ò·ÛÁ 
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Ï›Û˘ ÙÁÚ ·˝ÓÁÛÁÚ ðÔı ðÒÔÍ·ÎÂfl ÙÔðÈÍ‹ (ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹) ÙÁÚ ‚-

ÂÌ‰ÔÒˆflÌÁÚ, Á ÔðÔfl· ›˜ÂÈ ÙÔðÈÍfi ·ÌÔÛÔÍ·Ù·ÛÙ·ÎÙÈÍfi ‰Ò‹ÛÁ ÛÙÁ 

Ë›ÛÁ ÙÁÚ ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ, ÂÏðÔ‰flÊÔÌÙ·Ú ›ÙÛÈ ÙÁÌ ·ð¸ÒÒÈ¯Á ÙÁÚ 

‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁÚ (ημι-·ÎÎÔÏ¸Û˜ÂıÏ·) καθí όσον ·ıÙfi ðÂÒÈ›˜ÂÈ Í·È 

ð·ÙÒÈÍ¸ „ÔÌÈ‰È·Í¸ ıÎÈÍ¸ (Û˜fiÏ· 4.1). 

∏˜ÂÈ ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl ‚È‚ÎÈÔ„Ò·ˆÈÍ‹ ¸ÙÈ Á ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfi 

ÏÈÍÒÔÌÂÔ·„„Âfl˘ÛÁ ıðÂÈÛ›Ò˜ÂÙ·È ÛÙ· ðÒ˛ÈÏ· „Â„ÔÌ¸Ù· ÙÁÚ 

ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ (141). Ãfl· ‹ÎÎÁ ðÈË·Ìfi Ë›ÛÁ ‰Ò‹ÛÁÚ ÙÔı ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍÔ˝ 

CRH ÂflÌ·È Á ÛıÏÏÂÙÔ˜fi ÙÔı ÛÙÁÌ ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfi ÌÂÔ·„„Âfl˘ÛÁ. 

—Ò‹„Ï·ÙÈ, η ðÂÒÈˆÂÒÈÍή CRH ›˜ÂÈ ‰ÂÈ˜ËÂfl ¸ÙÈ ›˜ÂÈ 

·„„ÂÈÔ‰È·ÛÙ·ÎÙÈÍ›Ú ‰Ò‹ÛÂÈÚ (144). Κατά ÙÁ ‰È‹ÒÍÂÈ· ÙÁÚ 

ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ ð·Ò·ÙÁÒÂflÙ·È ÏÂ„‹ÎÁ ·˝ÓÁÛÁ της ‰È·ðÂÒ·Ù¸ÙÁÙ·Ú Ù˘Ì 

·„„Âfl˘Ì ðÔı ðÂÒÈ‚‹ÎÎÔıÌ ÙÔ ÂÏˆıÙÂıÏ›ÌÔ ›Ï‚ÒıÔ. ‘· 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍ‹ ÙÒÈ˜ÔÂÈ‰fi ðÔı ÂflÌ·È „ÂÈÙÔÌÈÍ‹ ÛÙÁÌ ðÒ˘ÙÔ„ÂÌfi 

ˆË·ÒÙÔðÔÈÁÏ›ÌÁ Ê˛ÌÁ ‰È·ÛÙ›ÎÎÔÌÙ·È. ∏˜ÂÈ ðÒÔÙ·ËÂfl ¸ÙÈ ÙÔðÈÍÔfl 

ˆÎÂ„ÏÔÌ˛‰ÂÈÚ ‰È·‚È‚·ÛÙ›Ú ÒıËÏflÊÔıÌ ÙÈÚ ·„„ÂÈ·Í›Ú ·ÎÎ·„›Ú ÛÙÔ 

ÂÌ‰ÔÏfiÙÒÈÔ Í·Ù‹ ÙÁ ‰È·‰ÈÍ·Ûfl· ÙÁÚ ÂÏˆ˝ÙÂıÛÁÚ (141). ∏τσι, η 

ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή CRH flÛ˘Ú ·ðÔÙÂÎÂfl ÙÏfiÏ· ·ıÙfiÚ ÙÁÚ ·ÎıÛfl‰·Ú 

„Â„ÔÌ¸Ù˘Ì Ù· ÔðÔfl· ‚ÒflÛÍÔÌÙ·È ðÈË·Ì˛Ú ıð¸ ÙÔÌ ›ÎÂ„˜Ô 

ð·Ò·„¸ÌÙ˘Ì ðÒÔÂÒ˜ÔÏ›Ì˘Ì ·ð¸ ÙÁ ‚Î·ÛÙÔÍ˝ÛÙÁ (Û˜fiÏ· 4.1). 

Η ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍή CRH flÛ˘Ú παίζει ÙÔðÈÍ¸ Ò¸ÎÔ ÛÙÁ Ò˝ËÏÈÛÁ ÙÔı 

ÏıÔÏÁÙÒÈÍÔ˝ Ù¸ÌÔı. ≈È‰ÈÍ˛ÙÂÒ·, ›˜ÔıÌ ·ÌÈ˜ÌÂıËÂfl ıðÔ‰Ô˜ÂflÚ Ùης 

CRH ÛÙÔ ·ÌËÒ˛ðÈÌÔ ÏıÔÏfiÙÒÈÔ (57). ≈ðÈðÎ›ÔÌ, ›˜ÂÈ ÙÂÍÏÁÒÈ˘ËÂfl 

‚È‚ÎÈÔ„Ò·ˆÈÍ‹ ¸ÙÈ η CRH Í·È Á ˘ÍıÙÔÍflÌÁ ›˜ÔıÌ ÛıÌÂÒ„ÁÙÈÍ›Ú 

‰Ò‹ÛÂÈÚ ÛÙÁÌ Ò˝ËÏÈÛÁ ÙÁÚ ÏıÔÏÁÙÒÈÍfiÚ ÛıÛÙ·ÎÙÈÍ¸ÙÁÙ·Ú στην 

οποία συμμετέχουν και οι προσταγλανδίνες (145). ‘ÂÎÈÍ‹, η CRH flÛ˘Ú 

συμμετέχει ÛÙÁ Ò˝ËÏÈÛÁ ÙÔı ÏıÔÏÁÙÒÈÍÔ˝ Ù¸ÌÔı Ï›Û˘ ÙÁÚ ‰Ò‹ÛÁÚ 

ÙÔı ÛÙÁÌ παραγωγή της ÂÌ‰ÔÏÁÙÒÈÍfiς ‚-ÂÌ‰ÔÒˆflÌÁς, Á οποία Âð›˜ÂÈ 

ÏıÔ˜·Î·Ò˘ÙÈÍ›Ú ‰Ò‹ÛÂÈÚ ÛÙÈÚ ÎÂflÂÚ Ïı˙Í›Ú flÌÂÚ (σχήμα 4.2) (146). 

Είναι λοιπόν πιθανό ότι συμμετέχουν και στην ρύθμιση της 
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συσταλτικότητας του μυομητρίου. Κατά την παραγωγική φάση, η αύξηση 

των οιστρογόνων μέχρι την ωορηξία καταστέλλει την παραγωγή της 

ενδομητρικής β-ενδορφίνης και επιτείνει ακόλουθα τις μυομητρικές 

συσπάσεις, γεγονός απαραίτητο τόσο για την απαιτούμενη μετακίνηση του 

ωαρίου στις σάλπιγγες όσο και την αντίστοιχη προώθηση των 

σπερματοζωαρίων. Κατά τη δεύτερη φάση του κύκλου αντίθετα, η μείωση 

των οιστρογόνων ανεβάζει τα επίπεδα της παραγόμενης β-ενδορφίνης, οι 

μυοχαλαρωτικές δράσεις της οποίας είναι τώρα απαραίτητες για την 

ακόλουθη εναπόθεση/εμφύτευση της βλαστοκύστης. Είναι γνωστό ότι στα 

τελευταία στάδια της εγκυμοσύνης αυξάνει η συγγένεια του υποδοχέα της 

CRH στο μυομήτριο, ώστε να γίνει υψηλότερη αυτής της CRH-BP (57). 

Σε αυτό το στάδιο, η προερχόμενη κυρίως από τον πλακούντα CRH 

πιθανότατα επεμβαίνει, από κοινού με άλλους παράγοντες, στη 

συσπαστικότητα της μήτρας και τη διευκόλυνση του τοκετού. 

Η συμμετοχή της CRH στη φθαρτοποίηση των στρωματικών 

κυττάρων είναι ένας άλλος μηχανισμός δράσης της ενδομητρικής CRH. 

Πρόσφατα έγινε ο χαρακτηρισμός του CRH-R1 στα στρωματικά κύτταρα 

(147). Η δράση της CRH επιτελείται πιθανότατα μέσω αυτού του 

υποδοχέα, δεδομένου ότι ταυτόχρονη συνεπώαση των κυττάρων με 

περίσσεια του ανταγωνιστή της CRH, α-helicalCRH, εξουδετερώνει αυτή 

τη δράση. Επιπλέον, στα στρωματικά κύτταρα ανιχνεύθηκαν πρόσφατα το 

γονίδιο της CRH καθώς και το τελικό πεπτιδικό προ˙όν (147). Χωρίς να 

έχουν υπολογιστεί οι ακριβείς συγκεντρώσεις, αποδεικνύεται ότι η 

προερχόμενη από στρωματικά κύτταρα CRH δεν επαρκεί για τη 

φθαρτοποίηση των στρωματικών κυττάρων. ∏τσι συμπεραίνουμε ότι μόνο 

η επιθηλιακή CRH συμμετέχει ουσιαστικά σε αυτή τη  διαδικασία (σχήμα 

4.3). Διερεύνηση του μηχανισμού δράσης της CRH στη φθαρτοποίηση 

πραγματοποιήθηκε με τη μέτρηση της έκλυσης ΙL-6 και PGE2, δυό 

παραγόντων οι οποίοι συμμετέχουν τόσο στη ρύθμιση της ενδομητρικής 
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CRH όσο και στη διαδικασία της φθαρτοποίησης (148, 149). 

Διαπιστώσαμε ότι η επώαση των στρωματικών κυττάρων με CRH επάγει 

την έκλυση της IL-6 ενώ αντίθετα καταστέλλει αυτήν της PGE2. Σε κάθε 

περίπτωση, η δράση της CRH επιτελείται μέσω CRH-R1, δεδομένου ότι 

ταυτόχρονη συνεπώαση των κυττάρων με περίσσεια του ανταγωνιστή της 

CRH, α-helicalCRH, εξουδετερώνει αυτή τη δράση. Επιπλέον, η επίδραση 

στην φθαρτοποίηση και στην έκλυση της IL-6 δεν επηρεάζεται από την 

ινδομεθακίνη γεγονός που δείχνει ότι δεν εξαρτάται από τα προστανοειδή. 

Η IL-6 με τη σειρά της επάγει την έκλυση του CRH από τα επιθηλιακά 

κύτταρα, δημιουργώντας θετική παλλίνδρομη ρύθμιση ανάμεσα σε 

επιθήλιο και στρώμα. Αντίθετα η κατασταλτική δράση της CRH στην 

έκλυση PGE2, η οποία επίσης επάγει την επιθηλιακή CRH και επιπλέον 

συμμετέχει θετικά στη φθαρτοποίηση, αντικατοπτρίζει πιθανότατα ένα 

μηχανισμό ελέγχου της φθαρτοποίησης. 

Για πολλά χρόνια στο ανθρώπινο ενδομήτριο αποδίδονταν μόνο 

ιδιότητες οργάνου, στόχου πολλών ορμονών, κυρίως ωοθηκικών. 

Τελευταία όμως του αποδίδονται αξιοσημείωτες εκκριτικές ιδιότητες και 

χαρακτηριστικά πολύπλοκου νευροενδοκρινικού οργάνου. Δείξαμε ότι τα 

ενδομητρικά επιθηλιακά κύτταρα εκφράζουν το γονίδιο της CRH ενώ 

συνθέτουν και εκλύουν το τελικό βιοδραστικό πεπτιδικό προιόν. Η 

έκφραση της ενδομητρικής CRH τελεί υπό τον έλεγχο των στεροειδών 

ορμονών, προστανοειδών και ιντερλευκινών. Δεδομένων των ιδιοτήτων της 

περιφερικής CRH και ιδιαίτερα της συμμετοχής της στην αντίδραση της 

φλεγμονής, υποθέτουμε ότι η ενδομητρική CRH, από κοινού με τα 

οπιοειδή, τα προστανοειδή και τις ιντερλευκίνες της μήτρας, συμμετέχει σε 

βασικότατα φαινόμενα της φυσιολογίας της αναπαραγωγής που λαμβάνουν 

χώρα σε πρώιμα στάδια της κύησης και συγκεκριμένα: α) σε ενδομητρικά 

ανοσολογικά/φλεγμονώδη φαινόμενα β) στη ρύθμιση της μυομητρικής 

συσταλτικότητας γ) στη ρύθμιση της ενδομητρικής νεοαγγείωσης δ) στην 
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εμφύτευση της βλαστοκύστης ε) στη φθαρτοποίηση των στρωματικών 

κυττάρων μέσω μιάς νέας βιολογικής οδού που δεν περιλαμβάνει ενδογενή 

προστανοειδή και στ) στον έλεγχο της φθαρτοποίησης που προκαλείται από 

την PGE2 
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ΒΛΑΣΤΟΚΥΣΤΗ
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Γονίδιο CRH

ΑΓΓΕΙΟΔΙΑΣΤΟΛΗ

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 4.1 Συμμετοχή του ενδομητρικού συστήματος CRH-POMC σε 

ανοσολογικά φαινόμενα σε πρώιμο στάδιο κύησης. (IL-1 : 

ιντερλευκίνη-1, X-R : υποδοχέας) 
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ΒΛΑΣΤΟΚΥΣΤΗ
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Σχήμα 4.2 Συμμετοχή του ενδομητρικού συστήματος CRH-POMC 

στην ενδομητρική συσταλτικότητα. (IL-1 : ιντερλευκίνη-1, X-R : 

υποδοχέας, PG: προσταγλανδίνες) 
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ΠΡΟΓΕΣΤΕΡΟΝΗ  Επιθηλιακό κύτταρο 
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Σχήμα 4.3 Συμμετοχή της ενδομητρικής CRH στη φθαρτοποίηση 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 

Για πολλά χρόνια στο ανθρώπινο ενδομήτριο αποδίδονταν μόνο 

ιδιότητες οργάνου, στόχου πολλών ορμονών, κυρίως ωοθηκικών. 

Τελευταία όμως του αποδίδονται αξιοσημείωτες εκκριτικές ιδιότητες και 

χαρακτηριστικά πολύπλοκου νευροενδοκρινικού οργάνου. Δείξαμε ότι τα 

ενδομητρικά επιθηλιακά κύτταρα εκφράζουν το γονίδιο της CRH ενώ 

συνθέτουν και εκλύουν το τελικό βιοδραστικό πεπτιδικό προιόν. Η 

έκφραση της ενδομητρικής CRH τελεί υπό τον έλεγχο των στεροειδών 

ορμονών, προστανοειδών και ιντερλευκινών. Δεδομένων των ιδιοτήτων της 

περιφερικής CRH και ιδιαίτερα της συμμετοχής της στην αντίδραση της 

φλεγμονής, υποθέτουμε ότι η ενδομητρική CRH, από κοινού με τα 

οπιοειδή, τα προστανοειδή και τις ιντερλευκίνες της μήτρας, συμμετέχει σε 

βασικότατα φαινόμενα της φυσιολογίας της αναπαραγωγής που λαμβάνουν 

χώρα σε πρώιμα στάδια της κύησης και συγκεκριμένα: α) σε ενδομητρικά 

ανοσολογικά/φλεγμονώδη φαινόμενα β) στη ρύθμιση της μυομητρικής 

συσταλτικότητας γ) στη ρύθμιση της ενδομητρικής νεοαγγείωσης δ) στην 

εμφύτευση της βλαστοκύστης ε) στη φθαρτοποίηση των στρωματικών 

κυττάρων μέσω μιάς νέας βιολογικής οδού που δεν περιλαμβάνει ενδογενή 

προστανοειδή και στ) στον έλεγχο της φθαρτοποίησης που προκαλείται από 

την PGE2. 
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SUMMARY 
 

Human endometrium was considered for many years as a passive 

target tissue of ovarian steroid hormones. Recent experimental findings show 

that this intriguing tissue posesses remarkable secretory properties and 

characteristics of a neuroendocrine organ. Indeed, epithelial cells of human 

and rodent endometrium express the corticotropin-releasing hormone (CRH) 

and opioid peptide precursors genes, i.e. proopiomelanocortin, 

proenkephalin and prodynorphin and releases their end-products. Normal 

stromal cells of the endometrium do not seem to express CRH unless they 

differentiate to decidual cells. These endometrial neuropeptides are under the 

control of steroid hormones, prostanoids and interleukins. Considering the 

involvement of CRH in pro-inflammatory phenomena it is postulated that 

endometrial CRH, in association with uterine prostanoids/cytokines and 

opioids, may participate in intrauterine inflammatory processes of early 

pregnancy, such as stroma decidualization and blastocyst implantation. 

Additionally, given the myo-relaxant actions of opioids these endometrial 

neuropeptides may partake in the regulation of myometrial contractility. 

Finally, endometrial CRH may participate in a local feed-back loop between 

epithelial and stromal endometrial cells. This involves a balance between the 

induction of stroma decidualization via a prostaglandin-independent pathway 

and the inhibition of decidualization via its inhibitory effect on PGE2, 

leading to the subsequent inhibition of PGE2-dependent decidualization 

pathways. 
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