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ΑΠΟΠΤΩΣΗ 
 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
O κυτταρικός θάνατος είναι µία φυσιολογική βιολογική διαδικασία των 

πολυκύτταρων οργανισµών και των ιστών που τους αποτελούν, µε σηµαντικό ρόλο 

στην ανάπτυξη, συντήρηση και επιβίωση τους. Η διαδικασία αυτή εµφανίζεται καθ’ 

όλη τη διάρκεια του βιολογικού κύκλου των πολυκύτταρων οργανισµών και αποτελεί 

τη µόνη µή αναστρέψιµη βιοχηµική πορεία στη µοίρα του κυττάρου (1).  

 

 

Εικόνα 1:  Σχηµατική αναπαράσταση του κυττάρου κατά τη  φυσιολογική και αποπτωτική 
διαδικασία. 

 

Η απόπτωση είναι η πλέον κυρίαρχη µορφή του φυσιολογικού κυτταρικού θανάτου. 

Αποτελεί µια ρυθµιζόµενη λειτουργία που ελέγχεται από πληθώρα ενδοκυττάριων και 

εξωκυττάριων παραγόντων η οποία µε τη σειρά της ελέγχει το θάνατο των 

υπεράριθµων, βλαβερών, κατεστραµµένων, ή κυττάρων που έχουν ολοκληρώσει το 

βιολογικό τους κύκλο. Η αποπτωτική διαδικασία περιλαµβάνει µηχανισµούς 

αποδόµησης και απορρόφησης των κυττάρων µε τρόπο ώστε να αποφευχθεί η 

πρόκληση φλεγµονής στον περιβάλλοντα ιστό. Η λειτουργία αυτή έχει αποδειχθεί 
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σηµαντικότατη στους ανώτερους οργανισµούς, όπου απαιτείται ο διαχωρισµός των 

φυσικά θανόντων κυττάρων από κύτταρα που πεθαίνουν λόγω κάποιου 

τραυµατισµού, ως µέρος της διατήρησης της οµοιοστασίας (2). 

 

Η βίαιη άρση της οµοιοστασίας σε οποιοδήποτε κύτταρο ή ιστό είναι δυνατό να 

προκαλέσει παθολογικές καταστάσεις στους πολυκύτταρους οργανισµούς. Η αλλαγή 

αυτή στον έλεγχο της ισορροπίας µεταξύ θανάτου και επιβίωσης συµµετέχει στην 

παθογένεση πολλών ασθενειών στον άνθρωπο (1;3). Ασθένειες που συνδέονται µε 

τον περιορισµό της απόπτωσης είναι ο καρκίνος(4);(5), τα αυτοάνοσα νοσήµατα 

(6);(7) και οι ιογενείς λοιµώξεις (8), ενώ η απόπτωση επικρατεί είναι AIDS (9), στις 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες (10);(11);(12), στα µυελοδυσπλαστικά σύνδροµα (13), 

στις ισχαιµικές βλάβες (14) και στις τοξικές βλάβες του ήπατος (15). Σε αρκετές 

περιπτώσεις, είναι ασαφές εάν οι διαταραχές στο µηχανισµό του κυτταρικού θανάτου 

οφείλονται στον οργανισµό ή είναι αποτέλεσµα της εξέλιξης της νόσου. Παρόλα 

αυτά, οι προσπάθειες που έχουν ως σκοπό τη θεραπεία αυτών των νόσων µε τον 

έλεγχο της αποπτωτικής διαδικασίας είναι ενθαρρυντικές και έχουν  προχωρήσει 

αρκετά τα τελευταία χρόνια (5);(16). 
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ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΘΑΝΑΤΟΣ: Ο ΟΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΟΥ 

 
Ιστορικά, η απόπτωση έχει ορισθεί βάσει της µορφολογίας της σε σχέση µε τη 

νέκρωση. Το νεκρωτικό κύτταρο 

διαστέλλεται και η χρωµατίνη του 

παίρνει τη µορφή µιας πεπλατυµένης 

µάζας της οποίας η διάλυση δίνει τη 

θέση της σε ένα “πυρηνικό 

φάντασµα”. 

Το DNA του αποπτωτικού κυττάρου 

ακανόνιστα και παίρνει τη µορφή 

νέφους  

Εικόνα 2:

 

Ένα από

πυρήνα 

Εικόνα 3
χρωµατί

 

Εικόνα 2: Απόπτωση και νέκρωση
αγαρόζης. 

 Απόπτωση και νέκρωση 

 τα πιο χαρακτηριστικά γεγονότα της απόπτωσης λαµβάνει χώρα στον 

του κυττάρου, όπου η χρωµατίνη συµπυκνώνεται,  σχηµατίζοντας 

µικροσκοπικά σφαιρίδια 

κοντά στην πυρηνική 

µεµβράνη, η οποία µε τη 

σειρά τ ς συσπειρώνεται, ενώ 

ο πυ σκ ξαπλώνεται 

και φαίνετα  ασυνήθιστα 

κοκκιώδης (17). Η χρωµατίνη 
: Αποπίπτον κύτταρο, η συµπύκνωση της 
νης 

η

ρηνί ος ε

ι
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είναι αντικείµενο δράσης διαφορετικών ενδονουκλεασών, οι οποίες αρχικά 

τεµαχίζουν το DNA σε κλάσµατα µεγέθους 50-300 kbp και έπειτα σε κλάσµατα των 

180 bp(18). Συγχρόνως, το αποπίπτον κύτταρο συρρικνώνεται σχηµατίζοντας 

επιφανειακά µεµβρανικές φολίδες, ενώ τα περιβάλλοντα κύτταρα το περιστοιχίζουν 

δηµιουργώντας στενό κυτταρικό κλοιό. Στη φάση αυτή, το αποπίπτον κύτταρο 

επιδεικνύει µεµβρανική αντοχή, ενώ τα οργανίδια εντός του συρρικνωµένου 

κυτταροπλάσµατος διατηρούν τη φυσιολογική τους εµφάνιση µε εξαίρεση του 

ενδοπλασµατικού δικτύου και των µιτοχονδρίων τα οποία εµφανίζονται πλατύτερα 

του φυσιολογικού (19). Η µεταµόρφωση του αποπτωτικού κυττάρου είναι σύντοµη 

και τυπικά διαρκεί µόνο 10-30 λεπτά, ενώ ολοκληρώνεται µε τη φαγοκυττάρωση του 

αποπτωτικού κυττάρου από τα περιβάλλοντα κύτταρα ή από ειδικά φαγοκύτταρα 

(20;21). Η αναγνώριση και φαγοκυττάρωση των αποπτωτικών κυττάρων από τα 

περιβάλλοντα κύτταρα ρυθµίζεται από ποικίλες αντιδράσεις µεταξύ ανεξάρτητων 

υποδοχέων  και συνδετών (22). Ένα χαρακτηριστικό γνώρισµα των αποπτωτικών 

κυττάρων που εµπλέκεται στη φαγοκυττάρωση τους είναι η ενεργοποίηση ενός 

ειδικού ενζύµου (φλιπάση) που διαµεσολαβεί στη µεταφορά της φωσφατιδυλσερίνης 

από την κυτταροπλασµατική πλευρά στην 

εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής 

µεµβράνης (23).  

Εικόνα 4: Η διαδικασία της αυτοφαγίας

 

Μια άλλη διακριτή µορφή του 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου 

είναι η διαδικασία της αυτοφαγίας, ή αλλιώς 

της αποδόµησης των κυτταρικών πρωτεϊνών 

µέσω της αυτοσωµικής-λυσοσωµικής οδού 
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(Golgi, λυσοσώµατα) (19), η οποία ελέγχεται από στεροειδή και εικάζεται ότι είναι 

ανύπαρκτη στα καρκινικά κύτταρα (24).  

 

Η Φιλοσοφία Του Προγραµµατισµένου Κυτταρικού Θανάτου. 

 

Ο φυσιολογικά προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος έχει περιγραφεί σε όλους 

τους πολυκύτταρους οργανισµούς που έχουν µελετηθεί ως σήµερα (25;26). Ο 

οργανισµός Caenorhabditis elegans έχει αποδειχθεί ο πιο κατάλληλος για τη µελέτη 

του κυτταρικού θανάτου σε επίπεδο κυττάρου, γενετικού υλικού και µοριακού 

επιπέδου για δύο λόγους: επειδή είναι 

µακροσκοπικά διαφανής και εξελικτικά 

αµεταµόρφωτος. Το γεγονός αυτό έχει 

επιτρέψει την πλήρη περιγραφή καθενός 

από τα 1090 κύτταρα του που 

αναπλάθονται κατά τη µεταµόρφωσή 

του σε ενήλικο ερµαφρόδιτο. Στη 

συγκεκριµένη διαδικασία, 131 από τα 

κύτταρά του αποπίπτουν για να 

αποµείνουν 959 κύτταρα στον ενήλικα οργανισµό. Η λεπτοµερής γνώση της 

διαδικασίας του θανάτου των κυττάρων αυτών κατέστη η βάση για τη δυνατότητα 

ανίχνευσης και άµεσης σύγκρισης των µεταλλαγµένων µορφών τους. Η ανάλυσή 

τους κατέδειξε τα γονίδια που ελέγχουν τα τέσσερα στάδια της αποπτωτικής 

διαδικασίας: την αναγνώριση, την εκτέλεση του κυτταρικού θανάτου, την εγκόλπωση 

του νεκρού κυττάρου και  την αποδόµηση του γενετικού του υλικού (27;28).  

Εικόνα 5: Η απόπτωση και η άρση του
κυτταρικού κύκλου στο σκώληκα
Caenorhabditis elegans  
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Τρία είναι τα γονίδια που εµπλέκονται στο κρίσιµο σηµείο της “εκτέλεσης” του 

κυττάρου. ∆ύο από αυτά, το ced (cell-death defective)-3 και το ced-4 είναι 

απαραίτητα για κάθε κυτταρικό θάνατο. Εάν τα γονίδια αυτά απενεργοποιηθούν µε 

µεταλλαγή, δεν πεθαίνει κανένα από τα 131 κύτταρα που υπό κανονικές συνθήκες 

είναι καταδικασµένα σε απόπτωση(29). Το τρίτο γονίδιο, ced-9, δρα ως ανταγωνιστής 

των άλλων δύο γονιδίων (3). Τα κύτταρα που ενεργοποιούν το γονίδιο αυτό δεν 

πεθαίνουν, ενώ όταν αδρανοποιηθεί τεχνητά µε µεταλλαγή, η αποπτωτική διαδικασία 

γίνεται ευρύτερη σε διαστάσεις και περιλαµβάνει περισσότερα από τα 131 κύτταρα. 

Τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει γνωστές πολλές από τις µοριακές λειτουργίες των 

πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από τα γονίδια ced-3, -4 και -9. Το εκτελεστικό 

γονίδιο ced-3, κωδικοποιεί το ένζυµο Ced-3, µέλος της οικογένειας των κυστεϊνικών 

πρωτεασών οι οποίες δρούν στα σηµεία της αλληλουχίας των πρωτεϊνών που έπονται 

µορίου ασπαρτικού οξέος και γι’ αυτό ονοµάζονται κασπάσες (Caspases - Cysteine 

aspartic acid proteases). Η οικογένεια των κασπασών διακρίνεται για τις οµοιότητες 

στην µεταξύ τους αλληλουχία αµινοξέων που τις αποτελούν, αλλά και τη δοµή και 

την ειδικότητα του υποστρώµατος το οποίο διασπούν (30) . Όλες  οι κασπάσες 

αποτελούνται από τρία τµήµατα (αµινοµάδα, µείζον στέλεχος(~20kDa)  και έλασσον 

στέλεχος(~10kDa)) και συντίθενται ως ανενεργά ζυµογόνα (προκασπάσες) µεγέθους 

30-50kDa των οποίων η ενεργοποίηση περιλαµβάνει την προτεολυτική επεξεργασία 

των στελεχών που τις απαρτίζουν, ακολουθούµενη από σύνδεση του µείζονος και του 

ελάσσονος στελέχους µεταξύ τους, τα οποία σχηµατίζουν ένα ετεροδιµερές (31). Το 

ετεροδιµερές ενώνεται µε άλλη, ενεργοποιηµένη κασπάση, σε ένα ενεργό τετραµερές 

µόριο α2β2. Η πρωτεΐνη Ced-4 αντιδρά φυσιολογικά µε τις πρωτεΐνες Ced-3 και Ced-

9, ενώ εµφανίζεται ως τροποποιητική διευκολύνοντας την αυτοενεργοποίηση της 

Ced-3. Η Ced-4 φέρει µια θέση ΑΤΡάσης (ενωµένης µε νουκλεοτίδιο) η οποία είναι 

 14



απαραίτητη για την ενεργοποίηση της Ced-3, αλλά, τυχόν αλληλεπίδραση της Ced-4 

µε τον αναστολέα της απόπτωσης Ced-9,  αναστέλλει την ικανότητα της Ced-4 να 

ενεργοποιεί την Ced-3 (32). 

 

Ο αποπτωτικός µηχανισµός των Ced-3, Ced-4 και Ced-9 είναι ιδιαίτερα καλά 

διατηρηµένος στα µετάζωα. Η Ced-3 είναι οµόλογη µε παρόµοια ένζυµα που 

συναντώνται σε έντοµα και σπονδυλωτά, ενώ στα θηλαστικά έχει ως οµόλογο τoν 

ενζυµικό µετατροπέα της IL-1β (Interleukin-1β Converting Enzyme –ICE) (9). 

Σήµερα είναι γνωστές 14 κασπάσες στα θηλαστικά (30). 

 

Τα οµόλογα της Ced-9 στα θηλαστικά είναι η οικογένεια των πρωτεϊνών  Bcl-2, που 

θεωρούνται σηµαντικές στη ρύθµιση της κυτταρικής επιβίωσης (33). Έχει 

καταδειχθεί ο ρόλος της Ced-9 ως αναστολέα της απόπτωσης στον C.elegans µε δύο 

ανεξάρτητους µηχανισµούς:  

• Άµεσος, στην πρωτεάση της Ced-3 µε αλληλεπίδραση που περιλαµβάνει τα 

σηµεία διάσπασής της εντός του µορίου της Ced-9 και 

• Έµµεσος, στην Ced-3 µέσω ενός µηχανισµού προστασίας παρόµοιου µε αυτόν 

της Bcl-2 στα θηλαστικά. Η διάσπαση της Ced-3 από την Ced-9 παράγει ένα 

καρβοξυλικό προϊόν που προσοµοιάζει στη µορφολογία και λειτουργία της Bcl-2. 

(34) 

 

Το οµόλογο της Ced-4 στα θηλαστικά είναι το Apaf-1 (Apoptotic protease activating 

factor), µια µεγάλη σε µέγεθος πρωτεΐνη που εµπλέκεται στη ρύθµιση της 

λειτουργίας των κασπασών και, διαµεσολαβούντος του κυτταροχρώµατος c, στην 

ενεργοποίηση της κασπάσης-9 (35;36).  
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Κασπάσες 
  

Οι κασπάσες, η οικογένεια των κυστεϊνικών πρωτεασών που σχετίζονται µε το Ced-3, 

είναι κοινές στη δράση της κλασσικής απόπτωσης στα µετάζωα. Το πρώτο οµόλογο 

της Ced-3 που ανακαλύφθηκε στα θηλαστικά  ήταν το ICE, που τώρα αποκαλείται 

κασπάση-1 (37). Οι κασπάσες 1 και 11 (και ίσως και οι 4 και 5) εµπλέκονται στην 

πρωτεολυτική ωρίµανση των κυτταροκινών όπως της ιντερλευκίνης-1β αλλά 

θεωρείται ότι έχουν ελάχιστη σχέση µε την απόπτωση. Έχει αποδειχθεί η ύπαρξη 

άλλων 10 µελών της οικογένειας του ICE, εκ των οποίων οι κασπάσες -2, -3, -6, -7, -

8, -9, -10, -12, -13 και -14, εµπλέκονται στη ρύθµιστική ή/και στην εκτελεστική 

λειτουργία της απόπτωσης: Nedd-2/ICH-1 (caspase-2), Yama/CPP32/apopain 

(caspase-3), Tx/ICH-2/ICErelII (caspase-4), ICErelIII (caspase-5), Mch-2 (caspase-6), 

ICE-Lap-3/Mch-3/CMH-1 (caspase-7), FLICE/MACH (caspase-8), ICE-LAP-6 

(caspase-9), Mch-4/FLICE-2 (caspase-10), ICH-3 (caspase-11), caspase-12, ERICE 

(caspase-13) και MICE (caspase-14) (30).  

 

Όταν οι κασπάσες ενεργοποιηθούν, είτε άµεσα (µε αυτοενεργοποίηση – ως µέρος της 

σειράς των αντιδράσεων που προκαλούν) ή έµµεσα (από άλλες πρωτεάσες που δεν 

είναι κασπάσες, όπως το granzyme B) καταλύουν µια σειρά από υποστρώµατα που 

µεσολαβούν ή συµµετέχουν στην αποπτωτική διαδικασία (38), ενώ οι αναστολείς των 

κασπασών (όπως οι ιϊκές πρωτεΐνες (2), οι αλδεϋδες (39), ή οι φθοριοµεθυλκετόνες 

(29)) αποτρέπουν την έναρξη ή την πρόοδο της απόπτωσης στα θηλαστικά. 

 

Οι κασπάσες έχουν πολλά κοινά στοιχεία µεταξύ τους σε δοµικό και λειτουργικό 

επίπεδο. Όλες περιέχουν ένα πενταπεπτίδιο το οποίο είναι το ενεργό τους κέντρο 

αλληλουχίας Gln-Ala-Cys-X-Gly (όπου Χ είναι Arg, Gln ή Gly), µε την κυστεϊνη να 
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εµπλέκεται άµεσα στην κατάλυση. Στο κυρίως µέρος τους, οι κασπάσες 

αναγνωρίζουν µια τετραµερή βασική αλληλουχία στο υπόστρωµά τους µε διακριτή 

την ανάγκη για ένα µόριο ασπαρτικού οξέος σε αυτό στη θέση Ρ1. Καθώς τα 

τετραπεπτίδια τα οποία ανταποκρίνονται στο υπόστρωµα Ρ4-Ρ1 είναι συγκεκριµένα 

για να τα αναγνωρίζουν οι κασπάσες, έχουν αποτελέσει τη βάση για το σχεδιασµό 

µιας σειράς αναστολέων. Η φυλογενετική ανάλυση των κασπασών έχει οδηγήσει στο 

διαχωρισµό τους σε τρεις κατηγορίες, καθεµιά από τις οποίες διαφέρει στην 

ειδικότητα του υποστρώµατος που σχετίζεται µε τη δράση τους. (38) Η 

υποοικογένεια ICE ή των “επεξεργαστών των κυτταροκινών” (οι κασπάσες -1, -4, -5, 

και 11 – και λόγω της οµολογίας προς την κασπάση -1, οι κασπάσες -12, -13 και -14 

εντάσσονται σ’ αυτήν την κατηγορία), η υποοικογένεια των “εκτελεστών της 

απόπτωσης” Ced-3/CPP32 (κασπάσες -3, -6 και -7)  και η υποοικογένεια των 

“ενεργοποιητών της απόπτωσης”  ICH-1/Nedd-2 (κασπάσες -2, -8, -9 και -10) (2). 

 

Εικόνα 6: Η οικογένεια των κασπασών: Α. Η µεταξύ τους οµολογία αλληλουχίας και η 
λειτουργία τους, Β. Η Τριδιάστατη µορφή των κασπασών (τα βέλη δείχνουν τα ενεργά κέντρα) 
και C. Η προενζυµική και ενεργός µορφή των κασπασών.  
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Οι κασπάσες, όπως προελέχθη, συντίθενται ως προένζυµα τα οποία δέχονται 

πρωτεολυτική επεξεργασία για να ενεργοποιηθούν. Οι ενεργές κασπάσες συντίθενται 

από ένα ετεροδιµερές που αποτελείται από ένα µεγάλο τµήµα (το Ρ20 στην κασπάση-

1, το Ρ17 στην κασπάση-3)  το οποίο περιέχει το µόριο κατάλυσης της κυστεϊνης, και 

ένα µικρότερο τµήµα (το Ρ10 στην κασπάση-1, το Ρ12 στην κασπάση-3) το οποίο 

περιέχει ένα µόριο προσδιορισµού που ελέγχει την ειδικότητα του υποστρώµατος 

(40). Μελέτες κρυσταλλογραφίας της κασπάσης-1 έχουν καταδείξει την ύπαρξη δύο 

λειτουργικά ανεξάρτητων Ρ20/Ρ10 ετεροδιµερών που είναι άµεσα συνδεδεµένα για 

να σχηµατίσουν το (Ρ20/Ρ10)2 -τετραµερές στο οποίο τα δύο ενεργά κέντρα είναι 

τοποθετηµένα αντιδιαµετρικά. Οι προκασπάσες ενεργοποιούνται µε διάσπαση στο 

σηµείο του ασπαρτικού που οι ίδιες αναγνωρίζουν στο υπόστρωµα. Αυτό σηµαίνει 

ότι οι κασπάσες ακολουθούν µια ιεραρχία στην οποία υφίστανται αυτό- ή έτερο- 

ενεργοποίηση. Π.χ. υπάρχουν ερευνητικά δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι η 

κασπάση-8 αυτοενεργοποιείται µε κάποιο σύµπλοκο διαβιβαστή υποδοχέα θανάτου 

(41) (η πλήρης σε µήκος κασπάση-8 έχει την ικανότητα πρωτεολυτικής 

ενεργοποίησης και ως ζυµογόνο αυτοενεργοποιείται) και το ενεργό ένζυµο µε τη 

σειρά του ενεργοποιεί τις κασπάσες -3 και –7 οι οποίες εκτελούν το αποπτωτικό 

πρόγραµµα. Η κασπάση-9 δεν είναι απαραίτητο να υποστεί πρωτεολυτική 

επεξεργασία, αλλά πρέπει να συνδεθεί µε το Apaf-1 µε το οποίο σχηµατίζει 

ολοένζυµο. 

 

Οι προκασπάσες εµπεριέχουν αµινοξεϊκή αλληλουχία της οποίας η αφαίρεση τις 

καθιστά ενεργά ένζυµα. Τα τµήµατα αυτά ποικίλλουν σε µήκος και για ορισµένες 

κασπάσες φτάνουν τα 40 αµινοξέα, ενώ σε άλλες εµφανίζονται µεγαλύτερου 

µεγέθους µε κοινές αλληλουχίες. Τα αµινοξεϊνικά τµήµατα αυτά φαίνεται να έχουν 
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ρυθµιστικό ρόλο στη δράση των ενζύµων κατά τις καταστάσεις απόπτωσης ή 

λοίµωξης (42;43). Οι κασπάσες -8 και -10, εµφανίζουν ένα τέτοιο τµήµα-

διαµεσολαβητή του κυτταρικού θανάτου, το οποίο όταν συνδεθεί µε τον υποδοχέα 

TNF-R1/CD95 ενεργοποιείται εγείροντας διαδικασία απόπτωσης (44). 

 

Ο επίτοπος CARD (Caspase Recruitment Domain), ο οποίος εµφανίζεται στις 

κασπάσες -1, -2, -4, -9, το Ced-3 αλλά και το Apaf-1, εµπλέκεται σε ειδικές 

ρυθµιστικές αλληλεπιδράσεις της ενεργοποίησης των κασπασών. Τα CARDs και τα 

DEDs (Death Effector Domains) όπως και τα DDs (Death Domains) περιέχουν έξι 

αντιπαράλληλους α-έλικες (38). 

 

Μελέτες γενετικού αποκλεισµού σε ποντίκια έχουν καταδείξει την ακριβή λειτουργία 

των κασπασών. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η επαγωγή της απόπτωσης ως 

αποτέλεσµα διαφορετικών ερεθισµάτων, έχει διαφορετική οδό κατά περίπτωση. 

 

Τα ποντίκια που στερούνται κασπάσης-1 έχουν φυσιολογική ανάπτυξη, είναι γόνιµα, 

φαινοτυπικά υγιή και δεν δείχνουν καµία ανωµαλία στις λειτουργίες τους και στις 

διαδικασίες όπου εµφανίζεται το φαινόµενο της απόπτωσης. Όµως, τα θυµοκύτταρά 

τους είναι ανθεκτικά στην από το CD95 επαγόµενη απόπτωση, γεγονός που 

καταδεικνύει το ρόλο της κασπάσης-1 στην έναρξη της διαδικασίας όταν συµµετέχει 

το CD95. 

 

Τα ποντίκια που στερούνται κασπάσης-11 δείχνουν ανάλογη συµπεριφορά, µε 

έλλειψη στην παραγωγή IL-1β αλλά αναπτύσσονται φυσιολογικά και δεν έχουν 

σηµαντικές διαφορές στην απόπτωση (2). 
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Τα ποντίκια χωρίς κασπάση-3 είναι µικρότερα σε µέγεθος από τα φυσιολογικά και 

πεθαίνουν εντός 1-3 εβδοµάδων από τη γέννησή τους λόγω βλαβών στην ανάπτυξη 

του εγκεφάλου και του ΚΝΣ, όπου εµφανίζονται ποικίλες υπερπλασίες από την 

εµβρυϊκή ηλικία των 12 ηµερών (45), ενώ τα θυµοκύτταρα των ζώων αυτών είναι 

φυσιολογικά, πράγµα που υποδηλώνει τη δυνατότητα των άλλων µελών της 

οικογένειας των κασπασών να αντικαθιστούν την κασπάση-3 στους περισσότερους 

ιστούς και τύπους κυττάρων (46).  

 

Τα πειραµατόζωα χωρίς κασπάση-8 ή -9 πεθαίνουν κατά τον τοκετό λόγω βλάβης 

των υπό ανάπτυξη κυττάρων, ενώ τα ποντίκια που δεν έχουν κασπάση-2 εµφανίζουν 

µειωµένη ή αυξηµένη απόπτωση, αναλόγως κυτταρικού τύπου και προέλευσης. 

 

Η κασπάση-12 εντοπίζεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER) και ενεργοποιείται από 

αυτό. Τα ποντίκια χωρίς κασπάση-12 δείχνουν ανθεκτικά στην απόπτωση που 

επάγεται από το ER, αλλά τα κύτταρα τους πεθαίνουν όταν έρθουν σε επαφή µε 

άλλους παράγοντες επαγωγής της απόπτωσης (30). 

 

Υπάρχουν πάνω από 60 διαφορετικά υποστρώµατα που διασπώνται από τις κασπάσες 

κατά την αποπτωτική διαδικασία. Τα υποστρώµατα αυτά µπορούν να διακριθούν σε 

κατηγορίες αναλόγως της λειτουργίας τους όπως περιγράφεται στον πίνακα 1. Οι 

κύριες κατηγορίες υποστρωµάτων είναι οι υπερ- και αντι αποπτωτικές πρωτεϊνες(47), 

οι πρωτεινες του αποπτωτικού µηχανισµού, οι δοµικές πρωτεϊνες και τα συγγενή 

µόρια, καθώς και οι οµοιοστατικές πρωτεϊνες (οι διαβιβαστικές πρωτεΐνες κυτταρικής 

ανάπλασης και µακροµοριακής σύνθεσης) (48). Τυχόν διάσπαση αυτών των  
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 Πίνακας 1: Υποστρώµατα των κασπασών 
πρωτεϊνών εικάζεται ότι εµπλέκεται στις κυτταροπλασµατικές και πυρηνικές 

µορφολογικές αλλαγές κατά τη διαδικασία της απόπτωσης. Οι πρωτεΐνες υπεύθυνες  

Τύπος 
Υποστρώµατος 

Λειτουργία Παραδείγµατα 

Αποπτωτικές και 
αντι-αποπτωτικές 

πρωτεΐνες 

Signal 
amplification, 

Απενεργοποίηση 
των αναστολέων 

Προκασπάσες, Bcl-2, Bcl-xL, 
Bid, p28Bap31 

Συστατικά του 
αποπτωτικού 
µηχανισµού 

Επαγωγή του 
αποπτωτικού 
φαινοτύπου 

ICAD, gelsolin, PAK2, 
MEKK1, PKC8 

∆οµικές πρωτεΐνες 
και σχετικά µόρια 

∆ιάλυση της 
κυτταρικής 
ακεραιότητας 

Λαµίνες, NuMa, SAF-A, 
Fodrin, Gas2, κερατίνες, 

ακτίνη, Rabaptin-5, β-katenin, 
FAK 

Οµοιοστατικές 
πρωτεΐνες 

∆ιακοπή της 
σύνθεσης 

µακροµορίων 
καθώς και των 
µηχανισµών 
κυτταρικής 

ανακατασκευής. 
Τερµατισµός των 
διαβιβαστών 
επιβίωσης 

DNA-PKC75, PARP, U1-
70kDa, RFC-140, HnRNPs, 

D4-GDI, µεταγραφικοί 
παράγοντες 

Άλλοι Άγνωστη. 
Επαγωγή της 
απόπτωσης ;; 

Hundingtin, 
Presenilins, atrophin-1, ataxin-

3, cPLA2 

για την επιδιόρθωση του DNA, όπως η poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) και η 

εξαρτηµένη από το DNA πρωτεϊνική κινάση (DNA-PK), επίσης διασπώνται, γεγονός 

που καταδεικνύει την ανάγκη αναστολής της αναπλαστικής λειτουργίας, ώστε να 

καθίσταται αµετάκλητος ο κυτταρικός θάνατος (49). 

 
Πολλά υποστρώµατα των κασπασών δεν έχουν φανερό ρόλο στη ρύθµιση της 

απόπτωσης. Όµως, λόγω του κεντρικού ρόλου των κασπασών στο αποπτωτικό 

πρόγραµµα, οι πρωτεάσες αυτές αποτελούν κύριο στόχο ελέγχου της διαδικασίας 

(50). Η υπερβολική δράση των κασπασών προωθεί την κυτταρική αυτοκτονία και 
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ίσως το γεγονός αυτό είναι η βάση των νευροεκφυλιστικών νόσων όπως αυτών του 

Huntington και του Alzheimer. Στη δεύτερη περίπτωση, εικάζεται ότι οι κασπάσες-3 

και -12 εµπλέκονται στην πρωτεολυτική διάσπαση του β-αµυλοειδούς του οποίου το 

προϊόν - πεπτίδιο Αβ -  επάγει την απόπτωση (51). Στη νόσο του Huntington, οι 

χαρακτηριστικές πολύ-γλουταµινικές επαναλήψεις επάγουν το θάνατο των νευρώνων 

µέσω της κασπάσης-8 (42). Η απώλεια της δράσης της κασπάσης-10 ως αποτέλεσµα 

µεταλλαγών, έχει συνδεθεί µε το θάνατο κυττάρων στο σύνδροµο του αυτοάνοσου 

λεµφικού πολλαπλασιασµού. Η απενεργοποίηση των κασπασών είναι πιθανό να 

επάγει και τη διαδικασία της  ογκογένεσης. Όµως, οι παράγοντες επαγωγής της 

απόπτωσης διατηρούν την ικανότητά τους να φονεύουν τα κύτταρα ακόµα κι αν 

ανασταλεί η δράση των κασπασών, παρόλο που δεν είναι σαφές ποιοί είναι αυτοί οι 

µηχανισµοί που εµπλέκονται στην ανεξάρτητη από τις κασπάσες απόπτωση. Ο 

υποδοχέας CD95/Fas/Apo-1 έχει τη δυνατότητα να φονεύσει τα ενεργοποιηµένα 

πρωτογενή Τ-κύτταρα απουσία των κασπασών (52). Αυτού του τύπου ο κυτταρικός 

θάνατος περιλαµβάνει νεκρωτικές µορφολογικές αλλαγές και εξαρτάται από την 

κινάση RIP ως δραστικό µόριο (42). 

 
Τα µιτοχόνδρια, το κυτταρόχρωµα c και το Apaf-1 στην απόπτωση 
 

Το κυτταρόχρωµα c απελευθερώνεται από τα µιτοχόνδρια κατά τον κυτταρικό 

θάνατο και εµπλέκεται στο µηχανισµό της απόπτωσης (53). Εντοπίζεται στο 

διάστηµα µεταξύ της εξωτερικής και της εσωτερικής µεµβράνης των µιτοχονδρίων 

και έχει κύριο ρόλο στη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφωρυλίωσης (17). Όταν τα 

κύτταρα εκτεθούν σε αποπτωτικό ερέθισµα, το κυτταρόχρωµα c απελευθερώνεται 

από το µιτοχόνδριο στο κυτταρόπλασµα όπου γίνεται ένας από τους παράγοντες που 
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εµπλέκονται στην πρωτεολυτική ενεργοποίηση της κασπάσης-3 από την κασπάση-9 

(31). 

Περαιτέρω βιοχηµική ανάλυση 

έχει αποκαλύψει δύο 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, 

τις Apaf-1 και Apaf-3, οι οποίες 

σχηµατίζουν ένα σύµπλοκο µε το 

κυτταρόχρωµα c το οποίο 

ενεργοποιεί την κασπάση-3. Η 

Apaf-1 έχει µικρή οµολογία µε το 

γονιδιακό προϊόν του C. elegans ced-3 αλλά είναι µεγαλύτερη και πολυπλοκότερη 

πρωτεΐνη, ενώ η Apaf-3 είναι η κασπάση-9. Το τµήµα του Ced-4 που µοιάζει µε το 

Apaf-1 πλευρίζεται από ένα τµήµα το οποίο έχει ισχυρή οµολογία µε το µοτίβο 

CARD εντός των προ-τµηµάτων του Ced-3 και των κασπασών –2 και –9 των 

θηλαστικών και από την άλλη πλευρά από διάφορες WD-επαναλήψεις (W=Trp, 

D=Asp) οι οποίες πιστεύεται ότι µεσολαβούν στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

πρωτεϊνών. Τα τµήµατα CARD µέσα στο Apaf-1 και το προ-τµήµα της κασπάσης-9 

αντιδρούν και στην παρουσία του κυτταροχρώµατος c και ADP ή ATP, επάγεται 

αυτοκαταλυτική ενεργοποίηση της κασπάσης που µε τη σειρά της ενεργοποιεί τις 

υπόλοιπες κασπάσες-2, -3, -6, -7, -8 και –10 (31). Ο διµερισµός του Apaf-1 

συγκρατείται από τη δική του καρβοξυλοµάδα που περιέχει τις WD-40 επαναλήψεις. 

Εικάζεται ότι το κυτταρόχρωµα c ενώνεται µε αυτές και επάγει µια αλλαγή στη 

στερεοδιάταξη η οποία επιτρέπει στο Apaf-1 να ολιγοµερισθεί και να προωθήσει έτσι 

τη συγκρότηση αυτής της κασπάσης για να ενεργοποιηθεί η κασπάση-9 (43). 

Εικόνα 7: Η απελευθέρωση κυτταροχρώµατος c από τα
µιτοχόνδρια και η ένωσή του µε το διµερισµένο Apaf-1
µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση των κασπασών. 

 23



Η αντίδραση µεταξύ του Apaf-1 και της κασπάσης -9 είναι παρόµοια µε το 

µηχανισµό ενεργοποίησης µεταξύ των Ced-3 και Ced-4 στον C.elegans. Η οµοιότητα 

αυτή εκτείνεται και στο επίπεδο των οµολόγων του Ced-9 αντιαποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-xL στα θηλαστικά. Οι δύο αυτές πρωτεϊνες εντοπίζονται 

στην εξωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων και λειτουργούν ως αναστολείς της 

απόπτωσης αποτρέποντας την απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c και/ή 

αποτρέποντας την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 αφού συνδέονται µε το Apaf-1. Τα 

υπερπαποπτωτικά µέλη της οικογένειας του Bcl-2 στα θηλαστικά (Bak, Bax και Bik) 

είναι πιθανό να επάγουν την απόπτωση αποσυνδέοντας το Apaf-1 από τις Bcl-2 και 

Bcl-xL. Πάντως, παρόλο που η άµεση σύνδεση του Bcl-xL στο Apaf-1 (η οποία έχει 

γίνει σε πειράµατα) έχει αναφερθεί, τα αποτελέσµατα αυτά (ή τουλάχιστον η φυσική 

τους σχέση), έχουν αµφισβητηθεί. Η αντί-αποπτωτική πρωτεΐνη Aven, η οποία έχει 

ταυτοποιηθεί στο σακχαροµύκητα , έχει δείξει να ενώνεται και µε το Bcl-xL και µε 

την Apaf-1 και ίσως αυτό το µόριο ενώνει τις δύο πρωτεΐνες µεταξύ τους. Το γεγονός 

ότι η άµεση ένωση του Bcl-2 ή του Bcl-xL µε το Apaf-1 δεν ανιχνεύθηκε σε 

πειράµατα, ίσως δείχνει ότι υπάρχουν και άλλα οµόλογα του Ced-4, τα οποία 

µπορούν να ενώνονται µε τα µέλη της οικογένειας του αντί-αποπτωτικού Bcl-2. Η 

ιδέα της ύπαρξης και άλλων µελών της οικογένειας του Ced-4, υποστηρίζεται από τη 

δράση πρωτεΐνης Apaf-1 σε ποντίκια, η οποία τελικώς οδηγεί σε εξασθένιση της 

απόπτωσης σε µερικούς αλλά όχι σε όλους τους τύπους κυττάρων. Η απενεργοποίηση 

της Apaf-1 στα κύτταρα ποντικών συνήθως οδηγεί σε ανωµαλίες της ρύθµισης του 

αριθµού των κυττάρων στον εγκέφαλο και σε άλλους ιστούς όπως το περιφερικό 

νευρικό σύστηµα, µε αποτέλεσµα τον εµβρυϊκό θάνατο (54). 
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Με τη χρήση σεσηµασµένου κυτταροχρώµατος c µε πράσινη φθορίζουσα πρωτεϊνη 

(GFP) που µεταφέρθηκε σε κυτταρικές σειρές HeLa, αποκαλύφθηκε πρόσφατα, ότι η 

απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c-GFP πάντα προηγείται χρονικά της έκθεσης 

φωσφατιδυλσερίνης στην επιφάνεια των κυττάρων και της απώλειας της µεµβρανικής 

ακεραιότητας (23). Το χρονικό διάστηµα που διαµεσολαβεί µεταξύ του αποπτωτικού 

ερεθίσµατος και της απελευθέρωσης του κυτταροχρώµατος c ποικίλει στα διάφορα 

είδη κυττάρων και εξαρτάται από την αποπτωτικό ερέθισµα. Η έναρξη της 

απόπτωσης σηµατοδοτεί έκλυση του  κυτταροχρώµατος c από το σύνολο των 

µιτοχονδρίων του κυττάρου εντός 5 λεπτών. Η µελέτη αυτή έδειξε επίσης την πτώση 

της διαφοράς δυναµικού στη µιτοχονδριακή µεµβράνη, που εµφανίζεται µετά από την 

έκλυση του κυτταροχρώµατος c. Η διαδικασία εξαρτάται από την ενεργοποίηση των 

κασπασών και όχι από την απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c. Τα αποτελέσµατα 

αυτά θεωρούνται ένδειξη µεταβολής της  διαπερατότητας της εξωτερικής µεµβράνης 

του µιτοχονδρίου που δεν συνοδεύεται από αλλαγές στην εσωτερική του µεµβράνη 

(55). 

Έχουν προταθεί διάφορες θεωρίες για την 

ερµηνεία της αλλαγής διαπερατότητας της 

µιτοχονδριακής µεµβράνης κατά την 

αποπτωτική διαδικασία. Ίσως η εξωτερική 

µεµβράνη του µιτοχονδρίου να 

διαρρηγνύεται ως αποτέλεσµα της 

διαστολής του εσωτερικού του 

µιτοχονδρίου. Στη µία θεωρία, εικάζεται 

ότι η διαστολή αυτή οφείλεται στο 

άνοιγµα του µείζονος καναλιού που 
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αποκαλείται Πόρος Μεταβλητής ∆ιαπερατότητας (Permeability Transition Pore –

PTP) (56). Ο µεταγωγός του νουκλεοτιδίου της αδενίνης (Adenine Nucleotide 

Translocator –ANT), ο οποίος εντοπίζεται στην έσω µεµβράνη του µιτοχονδρίου, και 

το ιοντικό κανάλι (Voltage-Dependent Anion Channel – VDAC) (57) εντοπίζονται 

στην εξωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου και αποτελούν τα κύρια συστατικά του 

ΡΤΡ, που θεωρείται ότι εκτείνεται στην εσωτερική και  

Εικόνα 8: Σχηµατική αναπαράσταση του πόρου µεµβρανικής διαπερατότητας. 

εξωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου σε σηµεία που οι δύο µεµβράνες είναι κοντά. 

Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, οι ουσίες που ανοίγουν τον ΡΤΡ περιλαµβάνουν το 

υπέρ-αποπτωτικό µέλος της οικογένειας του Bcl-2, Bax, και προκαλούν δυνατότητα 

διαπερατότητας από την εσωτερική µεµβράνη και την αποφόρτιση του µιτοχονδρίου 

µε την ένωση του µε τον ΑΝΤ. Αυτή η διαδικασία επιτρέπει την είσοδο µορίων νερού 

και άλλων ουσιών στο µιτοχόνδριο µε αποτέλεσµα τη διαστολή του. Μια άλλη 

θεωρία υποστηρίζει ότι η διαστολή του µιτοχονδρίου οφείλεται σε βλάβη της 

ανταλλαγής ATP/ADP ως αποτέλεσµα του κλεισίµατος του ιοντικού καναλιού 

(VDAC) και που οδηγεί στην υπερπόλωση της εσωτερικής µεµβράνης του 

µιτοχονδρίου. Το σενάριο αυτό έρχεται σε αντίθεση µε αναφορές που υποστηρίζουν 

ότι η κάµψη στο ηλεκτρικό δυναµικό της µεµβράνης ακολουθεί την απελευθέρωση 

κυτταροχρώµατος c, τουλάχιστον σε κάποιους τύπους κυττάρων (2). 

 

Άλλες θεωρίες δεν υποστηρίζουν την διάρρηξη της εξωτερικής µεµβράνης του 

µιτοχονδρίου, αλλά το σχηµατισµό πόρου ο οποίος επιτρέπει την απελευθέρωση 

κυτταροχρώµατος c το κυτταρόπλασµα, µε συµµετοχή του Bax. Τα ολιγοµερή του 

Bax έχουν τη δυνατότητα να σχηµατίζουν µεγάλα κανάλια σε λιπιδικά υποστρώµατα. 

Η άµεση προσθήκη Bax σε αποµονωµένα µιτοχόνδρια προκαλεί αυξηµένη έκκριση 
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κυτταροχρώµατος c µέσω ενός µηχανισµού ο οποίος είναι ανεξάρτητος των 

αναστολέων  του PTP και δεν περιλαµβάνει µιτοχονδριακή διαστολή (58). 

 

Η ενεργοποίηση των κασπασών 

από τον ειδικό υποδοχέα 

κυτταρικού θανάτου (π.χ. 

κασπάση-8) και οδηγεί στην 

ταροχρώµατος 

c από τα µιτοχόνδρια, 

διαµεσολαβείτ από το Bid, µια 

πρωτεΐνη που προσωµοιάζει µε 

το µόριο ΒΗ3 (59). Η κασπάση-3, η οποία ενεργοποιείται από σύµπλοκο των 

µηνυµάτων θανάτου (Death-Inducing Signaling Complex – DISC) διασπά το υπέρ-

αποπτωτικό Bid. Το µόριο που προκύπτει (tBid) ενώνεται µε το Bax οδηγώντας στον 

ολιγοµερισµό του τελευταίου και την ενσωµάτωση του στην εξωτερική µεµβράνη του 

µιτοχονδρίου όπου δίνει το ερέθισµα για την εκκίνηση της παραγωγής του 

κυτταροχρώµατος c. Το ίδιο µόριο µε παρόµοιο τρόπο ενώνεται και ολιγοµερίζει ένα 

άλλο υπέρ-αποπτωτικό του οµόλογο, το Bak, για να οδηγήσει στο ίδιο αποτέλεσµα. 

Παρότι µελέτες σε κύτταρα που δεν εκφράζουν το Bak δείχνουν ότι δεν απαιτείται 

από το tBid για να στοχεύσει κατά των µιτοχονδρίων, το Bak µε το tBid είναι 

απαραίτητα για την επαγωγή της απελευθέρωσης κυτταροχρώµατος c. 

Συµπερασµατικά, τα κύτταρα που δεν έχουν bax-/-bak-/- είναι ανθεκτικά σε µεγάλο 

εύρος αποπτωτικών ερεθισµάτων (2). 

Εικόνα 9: Η πρωτεϊνη Bid και η απόπτωση.

απελευθέρωση κυτ

αι 

 
Άλλες πρωτεΐνες, πλέον του κυτταροχρώµατος c, απελευθερώνονται από τα 

µιτοχόνδρια κυττάρων που υφίστανται απόπτωση. Μεταξύ αυτών είναι το 
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Smac/Diablo, µόριο το οποίο ενώνεται και απενεργοποιεί τους ΙΑΡ (Αναστολείς της 

απόπτωσης - Inhibitors of Apoptosis) (60). Οι ΙΑΡ αναστέλλουν τον κυτταρικό 

θάνατο όταν ενωθούν µε κασπάσες σε ενεργή και ανενεργή µορφή και τις 

απενεργοποιούν. Το Smac/Diablo απελευθερώνεται από τα µιτοχόνδρια µαζί µε το 

κυτόχρωµα c κατά την απόπτωση και αποτρέπει την αναστολή της ενεργοποίησης της 

κασπάσης-9 απενεργοποιώντας τον ΙΑΡ. Είναι πιθανό ότι σε κάποια κύτταρα το 

Smac/Diablo απαιτείται για να απενεργοποιήσει ο ΙΑΡ αποτρέποντας µ’ αυτόν τον 

τρόπο την άµεση ενεργοποίηση της κασπάσης-3 από την κασπάση-8. Σε αυτή την 

περίπτωση, η απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c ίσως να µην σχετίζεται µε τη 

διαδικασία του θανάτου, αλλά µε την απελευθέρωση του Smac/Diablo στο 

κυτταρόπλασµα. Το Smac/Diablo και οι υπέρ-αποπτωτικές πρωτεΐνες της Drosophila 

Reaper, Grim και Hid, λειτουργούν µε παρόµοιο τρόπο (αναστέλλουν την 

ενεργοποίηση του ΙΑΡ) και έχει αναφερθεί οµοιότητα στην αλληλουχία τους 

(περιορίζεται στο άκρο της αµινοµάδας τους σε 14 αµινοξέα), εικάζοντας ότι το 

µόριο αυτό και τα ανάλογά του ίσως είναι στα έντοµα δοµικά και λειτουργικά 

οµόλογα (40). 

 

Η ακεραιότητα του µιτοχονδρίου είναι σηµαντική όχι µόνο για τη απόσυρση του 

κυτταροχρώµατος c και του Smac/Diablo, αλλά και για άλλους τρόπους που 

ρυθµίζουν την ενεργοποίηση των κασπασών και την απόπτωση. Μόνον ένα µέρος 

των κασπασών –3 και –9 περιορίζεται στο διάστηµα µεταξύ των µεµβρανών των 

µιτοχονδρίων σε µερικούς τύπους κυττάρων και η κασπάση-2 έχει αναφερθεί ότι 

εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια. Αυτές οι κασπάσες, όπως και το κυτταρόχρωµα c, 

απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασµα κατά την επαγωγή της αποπτωτικής 

λειτουργίας. Μία άλλη πρωτεΐνη, η AIF (παράγοντας επαγωγής της απόπτωσης – 
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Apoptosis Inducing Factor), επίσης αναδιανέµεται από τα µιτοχόνδρια και επάγει 

µέρος της µορφολογίας που συνδέεται µε την απόπτωση που εξαρτάται από τις 

κασπάσες. Η γενετική απενεργοποίηση της AIF έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή 

εµβρυϊκών κυττάρων που είναι ανθεκτικά στον κυτταρικό θάνατο όταν στερηθούν 

ορρού (3). 

 

Οι υποδοχείς κυτταρικού θανάτου 
 

Υπάρχει άµεση σχέση µεταξύ του αποπτωτικού 

ερεθίσµατος και της ενεργοποίησης των βασικών 

κασπασών του αποπτωτικού µηχανισµού. Η 

ενεργοποίηση µιας ειδικής οµάδας διαµεµβρανικών 

υποδοχέων που ανήκουν στην οικογένεια του TNF, 

είτε µε την παρουσία συνδέτη, ή (πειραµατικά) µε τη 

δέσµευση από αντισώµατα-αγωνιστές, µπορεί να 

οδηγήσει σε άµεση ενεργοποίηση των κασπασών 

(61). Ο κατάλογος των µελών της οικογένειας των 

υποδοχέων του TNF συνεχώς αυξάνεται και 

περιλαµβάνει τους εξής: TNF-R1 (P55), TNF-R2 (P75), TNF-R3 (TNF-RP), LT-αR, 

Ox-40, CD27, CD28, CD30, CD40, 4-1BB, p75 NGF-R (low affinity nerve growth 

factor receptor), GIT-R, Rank, CD95, DR6 και τους TRAIL-R1 (DR4), -R2 (DR5), -

R3 (DcR-1) και DcR-2. Η ενεργοποίηση των µελών αυτής της οικογένειας 

υποδοχέων ξεκινά µια πλειάδα κυτταρικών αποκρίσεων, που εξαρτώνται από τον 

κυτταρικό τύπο και τα χαρακτηριστικά του, µεταξύ των οποίων είναι η ενεργοποίηση 

και ο ερεθισµός των Τ-κυττάρων, ο πολλαπλασιασµός, η διαφοροποίηση, η επιβίωση 

και ο αποπτωτικός κυτταρικός τους θάνατος (62). 

Εικόνα 10: Ο διαµεµβρανικός
υποδοχέας TNF. 
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Εικόνα 11: Τα µέλη της οικογένειας των υποδοχέων του TNF. 

Μέλη της οικογένειας των υποδοχέων του TNF-R στα θηλαστικά είναι οι τύπου Ι 

µεµβρανικές πρωτεΐνες οι οποίες χαρακτηρίζονται από τα εξωκυττάρια τµήµατα τους 

που είναι πλούσια σε κυστεϊνη. Ο ενεργός υποδοχέας TNF έχει ένα τριµερές ή 

πολυµερές σύµπλοκο που σταθεροποιείται από δισουλφιδικούς δεσµούς, παρόλο που 

σε κάποιους από αυτούς όπως οι CD95, TNF-R1 και TNF-R2, υπάρχει επίσης µια 

διαλυτή µορφή που δηµιουργείται από την πρωτεολυτική διάσπαση. Οι συνδέτες των 

υποδοχέων αυτών αποτελούν µία άλλη οικογένεια και περιλαµβάνουν τους TNF, LT-

α (λεµφοτοξίνη-α), συνδέτη CD95 (FasL/CD95L), TRAIL, OX40L, CD27L, CD30L, 

CD40L, 4-1BBL και την LT-β. Κάθε ένας από αυτούς τους συνδέτες συντίθεται -εν 

τη γενέσει του- ως µεµβρανοδεσµευµένη πρωτεΐνη τύπου ΙΙ και µοιράζεται µία 

χαρακτηριστική αλληλουχία 150 αµινοξέων στην καρβοξυλική του πλευρά µε την 

οποία αντιδρά ο αντίστοιχος υποδοχέας. Στις περισσότερες περιπτώσεις οι συνδέτες 

αυτοί υπάρχουν ως τριµερείς ή πολυµερείς µεµβρανικές πρωτεΐνες, αλλά είναι πιθανό 

να λειτουργούν και ως επαγωγοί της ένωσής τους µε τους αντίστοιχους υποδοχείς, 

ενώ ορισµένοι (π.χ. ο TNF και ο CD95L) παραµένουν  λειτουργικοί και σε διαλυτή 

µορφή. Τµήµα της αµινοµάδας που ενώνεται µε το τµήµα του συνδέτη στο 

εξωκυττάριο στέλεχος του TNF-1, του TNF-R2 και του CD95 φαίνεται ότι 
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διαµεσολαβεί στην δέσµευση των υποδοχέων πριν την ένωση του συνδέτη. Το 

γεγονός αυτό, που αποκαλείται preligand binding assembly domain –PLAD, είναι 

σηµαντικό για τη σύνδεση των λειτουργικών συµπλόκων των υποδοχέων στην 

επιφάνεια του κυττάρου και οδηγεί στο συµπέρασµα ότι µέλη της οικογένειας των 

υποδοχέων του TNF ίσως λειτουργούν ως προσχηµατισµένα σύµπλοκα παρά ως 

ξεχωριστές υποµονάδες που ολιγοµερίζονται µετά την ένωσή τους µε συνδέτη (63). 

 

Το σύµπλοκο CD95/Fas/Apo-1 

 

Το σύµπλοκο των CD95/Fas/Apo-1 (ή απλά CD95) εκφράζεται στα ενεργά 

λεµφοκύτταρα και σε ιστούς όπως το ήπαρ, το 

µυοκάρδιο και ο πνεύµονας (9). Η ένωσή  του 

CD95 (ligation) µε το δικό του συνδέτη (CD95L) 

ή πειραµατικά µε αντίσωµα-αγωνιστή έναντι του 

συγκεκριµένου µορίου, δύναται να επάγει την 

απόπτωση σε ορισµένους τύπους κυττάρων. Ο 

CD95 εκφράζεται κυρίως σε ενεργοποιηµένα 

λεµφοκύτταρα, κύτταρα NK, ερυθροβλάστες, 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος (B και 

T) και σε αρκετά καρκινικά κύτταρα. Η 

αποπτωτική βιοχηµική οδός που ακολουθείται 

από τα CD95/CD95L, λειτουργεί µε τρόπο ώστε 

να τηρήσει την οµοιοστασία σε διάφορους ιστούς, εκ των οποίων το ήπαρ είναι ο 

πλέον µελετηµένος στο επίπεδο αυτό. Το CD95 εµπλέκεται στο ανοσοποιητικό 

σύστηµα σε περιφερικές διαγραφές κλώνων των T-λεµφοκυττάρων, στην κυτταρική 

αυτοκτονία των ωρίµων Τ-κυττάρων και στην κυτταροτοξική αντίδραση και επαγωγή 
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της απόπτωσης των B-κυττάρων (64). Ο συνδέτης CD95L εκφράζεται στην 

κυτταρική επιφάνεια και έχει ρόλο στην ανοσολογική επικράτηση σε κάποια όργανα 

φονεύοντας διηθηµένα λεµφοκύτταρα και φλεγµονώδη κύτταρα τα οποία εκφράζουν 

τον  υποδοχέα CD95. Έχουν ταυτοποιηθεί γονίδια σε ποντίκια που φέρουν 

µεταλλαγές του CD95 (lpr – γονίδιο υπεύθυνο για τον λεµφοκυτταρικό 

πολλαπλασιασµό) και του CD95L (gld – γονίδιο υπεύθυνο για την εµφάνιση της 

γενικευµένης λεµφοπολλαπλασιαστικής νόσου). Τα ποντίκια οµόζυγα σε κάποια εκ 

των δύο αυτών µεταλλαγών συσσωρεύουν περίσσεια µη παθογόνων CD3+B220+CD4-

CD8- Τ-λεµφοκυττάρων σε σπλήνα και λεµφαδένες και πάσχουν από µια αυτοάνοση 

κατάσταση που µοιάζει µε ερυθρωµατώδη λύκο. Το γεγονός αυτό σηµαίνει ότι οι 

διαβιβαστές των CD95/CD95L έχουν σηµαντικό ρόλο στη διαγραφή των 

αυτοαντιδραστικών λεµφοκυττάρων και στη διατήρηση της περιφερικής ανοχής (65). 

  

Τυχόν µεταλλαγές στο γονίδιο CD95 του ανθρώπου έχουν παρόµοια αποτελέσµατα: 

οι ασθενείς µε αυτοάνοσα σύνδροµα λεµφικού πολλαπλασιαστικού τύπου 1α έχουν 

ετερόζυγες µεταλλαγές στο CD95 και τα λεµφοκύτταρά τους είναι ανθεκτικά στην 

απόπτωση που επάγεται από αυτό 

(66). 

Εικόνα 13: Το DISC στον υποδοχέα CD95

 

∆εν υφίστανται σηµεία αναγνώρισης 

των στελεχών των υποδοχέων 

CD95/TNF-R1 στο κυτταρόπλασµα 

(22). Έτσι, το ενδοκυτταρικό 

“στέλεχος-κλειδί” της αντίδρασης, 

εντοπίζεται στην «ουρά» που 
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βρίσκεται εντός του κυττάρου όλων των υποδοχέων του κυτταρικού θανάτου και 

είναι το µεγέθους 65 αµινοξέων, στέλεχος θανάτου (Death Domain – DD), όνοµα που 

του έχει αποδοθεί λόγω της ικανότητάς του να συγκεντρώνει τους παράγοντες που 

επάγουν την απόπτωση (21). Το όνοµα που του έχει αποδοθεί είναι κάπως άδικο, 

διότι υπαινίσσεται ότι ο κυτταρικός θάνατος είναι η λειτουργία αυτού του µορίου, 

στην πραγµατικότητα όµως, τα DD είναι στελέχη που διαµεσολαβούν στην οµο- και 

ετερο-τυπική αντίδραση µεταξύ των πρωτεϊνών ώστε να διαβιβάζουν τα σήµατα, 

αλλά βρίσκονται και σε διαβιβαστικές οδούς µηνυµάτων οι οποίες δεν έχουν σχέση 

µε τον κυτταρικό θάνατο (67). 

 

Τα DDs στον απολινωµένο (ligated) υποδοχέα TNF-R1/CD95 κάνουν χρήση του 

κυτταροπλασµατικού προσαρµογέα FADD/MORT-1, που βρίσκεται στη 

καρβοξυλική πλευρά του DD (68). O FADD/MORT-1 στην αµινοµάδα του έχει ένα 

στέλεχος (domain) το οποίο συνδέεται µε µια διαφορετική πρωτεΐνη (death effector 

domain - DED), που διευκολύνει την αντίδραση µε το προ-στέλεχος της αµινοµάδας 

της κασπάσης-8 (69). H προσέλκυση της κασπάσης-8 από τον FADD/MORT-1 προς 

τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα CD95, δηµιουργεί το DISC, το οποίο οδηγεί σε 

πρωτεολυτική αυτό-ενεργοποίηση της. Τελικά, η κασπάση-8 ενεργοποιεί τις 

υπόλοιπες κασπάσες, συµπεριλαµβανοµένων και των –1 και –3, οι οποίες εκτελούν 

την αποπτωτική διάσπαση του κυττάρου (70). Τα µέλη της οικογένειας του υποδοχέα 

του TNF, τα οποία δεν έχουν DD (όπως οι TNF-R2, CD27, CD30, CD40) ίσως, υπό 

τις κατάλληλες συνθήκες, να επάγουν τον κυτταρικό θάνατο µέσω εναλλακτικών 

µηχανισµών. 
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Ο συνδέτης CD95L µέσω της χρήσης του DISC, δείχνει να έχει άµεση σχέση µε 

αυτόν στο εξωτερικό του κυττάρου και κατά συνέπεια, µε το βασικό µηχανισµό της 

απόπτωσης. Αυτός ο µοριακά άµεσος τρόπος φαίνεται να είναι εφικτός µόνο στα 

κύτταρα τύπου 1 (71). Στα άλλα κύτταρα (τύπου-2) το CD95 οδηγεί σε αλλαγές στα 

µιτοχόνδρια τα οποία ενεργοποιούν τις κασπάσες µε διαφορετικό τρόπο. Το ποσό της 

κασπάσης-8 που ενεργοποιείται από τον υποδοχέα στα κύτταρα αυτού του τύπου (2) 

είναι πολύ χαµηλότερο από τα κύτταρα τύπου-1 και πιθανόν να είναι ανεπαρκές για 

την επαγωγή της διάσπασης των κασπασών. Όµως είναι αρκετό για να διασπάσει το 

Bid, µέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών Bcl-2, που βρίσκεται στο µονό στέλεχος 

του ΒΗ3. Το διασπασµένο Bid, µεταφέρεται στα µιτοχόνδρια όπου επάγει την 

απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c και την κατά συνέπεια ενεργοποίηση των 

κασπασών µε αποτέλεσµα την απόπτωση (72). 

 

Τα DDs στο CD95 και τον TNF-R1 αντιδρούν µε το τµήµα της καρβοξυλοµάδας του 

DD µιας δεύτερης πρωτεΐνης που συνδέεται µε αυτό και ονοµάζεται RIP (73). Στην 

αµινοµάδα του RIP υπάρχει ένα τµήµα κινάσης της τυροσίνης (74) το οποίο 

εµπλέκεται και στην διαµεσολαβούµενη από το CD95 signal transduction. Οι 

φαρµακευτικοί αναστολείς των πρωτεϊνικών κινασών µπλοκάρουν µε δοσο-

εξαρτόµενο τρόπο την από το CD95 επαγωγή του κατακερµατισµού του DNA και 

επιµηκύνουν τη ζωή του κυττάρου. Το DD του RIP, συνδέεται επίσης µε την 

καρβοξυλοµάδα του DD µιας άλλης «πρωτεΐνης-προσαρµογέα θανάτου», του 

RAIDD (RIP-associated ICH-1/Ced-3 homologous protein with a death domain). Στο 

αµινικό άκρο του, το RAIDD είναι οµόλογο µε το προ-στέλεχος της κασπάσης-2 και 

ολιγοµερίζεται µε αυτό. Άρα, η κασπάση-2 µπορεί να προσελκυσθεί από τον 

υποδοχέα του CD95 µέσω διαδοχικών αλληλεπιδράσεων των RAIDD, RIP, FADD 
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και CD95. Ένας στενός συγγενής του RAIDD είναι το CRADD, το οποίο επίσης 

αλληλεπιδρά µε τα RIP και κασπάση-2. Το RIP είναι απαραίτητο για την επαγόµενη 

από το TNF ενεργοποίηση του NF-κB. Τυχόν διάσπαση του RIP από την κασπάση-8 

έχει ως αποτέλεσµα τη µη διαβίβαση των αντι-αποπτωτικών µηνυµάτων στα οποία 

διαµεσολαβεί ο NF-κB (24). 

 

Μία άλλη πρωτεΐνη που συνδέεται µε το CD95, είναι η Daxx. Η Daxx συνδέεται µε 

το DD του CD95 αλλά δεν έχει δικό της DD. Η υπερέκφρασή της ενεργοποιεί την Jun 

N-terminal kinase (JNK) και ενδυναµώνει την απόπτωση που επάγεται από το CD95. 

Μ’ αυτό σαν βάση, έχει προταθεί ότι το CD95 χρησιµοποιεί δυο ανεξάρτητους 

τρόπους επαγωγής του κυτταρικού θανάτου: µέσω των FADD/caspase-8/-2 και µέσω 

της ενεργοποίησης του Daxx/JNK. Το Daxx είναι πυρηνική πρωτεΐνη η οποία 

αλληλεπιδρά και συνυπάρχει µε τον παράγοντα ελέγχου της πρωτεΐνης του όγκου 

προµυελοκυτταρικής λευχαιµίας (PML). Γονιδιακές µελέτες έχουν δείξει ότι το Daxx 

δύναται να αναστείλει την µεταγραφή. Η µετατρεπόµενη από το SUMO-1 PML 

αποσύρει το Daxx στον πυρήνα και αναστέλλει τη- διαµεσολαβούµενη από αυτό- 

µεταγραφική µείωση. Το πώς ακριβώς η ενεργοποίηση του CD95 δρα στον 

περιορισµό του Daxx, και επί της µεταγραφής, είναι ασαφές. Έχει παρατηρηθεί ότι η 

απενεργοποίηση του Daxx, αντί να µειώσει την απόπτωση την αυξάνει ραγδαία και 

έχει ως αποτέλεσµα τον εµβρυϊκό θάνατο στα ποντίκια (75). 

 

Μεταξύ των πρωτεϊνών που συνδέονται µε το κυτταροπλασµατικό στέλεχος του 

υποδοχέα του CD95 είναι η αλληλεπιδρούσα µε το Fas - Serine/Threonine 

kinase/homeodomain-interacting protein kinase (FIST/HIPK3). Το µόριο αυτό όχι 

µόνο συνδέεται µε το CD95 αλλά αντιδρά και µε το FADD σε ένα τριµοριακό 
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σύµπλοκο που αποτελείται από CD95, FADD και FIST. H κινάση του FIST επάγει τη 

φωσφωρυλίωση του FADD, αναστέλλοντας την ενεργοποίηση της JNK κινάσης από 

το CD95. Αυτή η αντίδραση περιορίζεται στο κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα και 

δίνει τη δυνατότητα στο Daxx να συνδεθεί µε τρόπο που εξαρτάται από την κινάση. 

Πλέον της ενεργοποίησης των κασπασών και του JNK, τα CD95 και TNF-R1, έχουν 

και άλλους τρόπους δράσης. H διαβίβαση των αποπτωτικών µηνυµάτων που 

δηµιουργεί ο CD95, ενεργοποιούν την όξινη σφιγγοµυελινάση προκαλώντας έτσι 

συγκέντρωση της κεραµίδης, η οποία παρατηρείται στην απόπτωση που επάγεται από 

το CD95 και τον TNF-R1. Είναι αµφιλεγόµενο αν η παραγωγή κεραµίδης είναι 

ρυθµιστής της απόπτωσης στα κύτταρα (76). 

 

Στις πρωτεΐνες FLIP (Fas-associated death domain-like ICE inhibitory proteins) 

υπάρχουν φυσικοί αναστολείς των διαβιβαστών των σηµάτων θανάτου των 

CD95/TNF-R1 οι οποίοι επεµβαίνουν στη συγκέντρωση των κασπασών στα 

σύµπλοκα διαβίβασης των σηµάτων των υποδοχέων CD95/TNF-R1. Ένας αριθµός 

ιών κωδικοποιούν τα FLIP ως µέρος της στρατηγικής τους να χαλιναγωγούν την 

κυτταρική αυτοκτονία και επιβίωση. Π.χ. ο ιός γ-herpesvirus κωδικοποιεί τα FLIPs τα 

οποία συµπληρώνουν δύο DED που αλληλεπιδρούν µε το FADD/MORT και 

αναστέλλουν την ενεργοποίηση της κασπάσης-8. Το c-FLIP (οµόλογο του v-FLIP) 

είναι δοµικά παρόµοιο µε την κασπάση-8, αφού περιέχει δύο στελέχη DED και ένα 

ανενεργό στέλεχος που µοιάζει µε κασπάση το οποίο δεν έχει µόριο κυστεϊνης. Αυτό 

το c-FLIP εκφράζεται σε δύο ισοµερή (µεγάλο και µικρό), τα οποία συγκεντρώνονται 

στο CD95 DISC µε τρόπο που εξαρτάται από το ερέθισµα. Το c-FLIP, µπλοκάρει την 

ενεργοποίηση της κασπάσης-8 στο DISC και ως εκ τούτου αναστέλλει την απόπτωση 

που διαµεσολαβεί το CD95. Κατά τη διαδικασία αυτή η κασπάση-8 και το c-FLIP 
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υφίστανται διάσπαση ανάµεσα στις υποµονάδες τους p18 και p10, παράγοντας µε 

αυτόν τον τρόπο δύο σταθερά υποπροϊόντα µοριακού βάρους 43kDa τα οποία 

παραµένουν ενωµένα  µε το DISC (2). 

 

Τα  Β- και Τ- κύτταρα περιορίζουν το c-FLIP κατά την ενεργοποίησή τους in vitro, 

δίνοντας έτσι µια πιθανή εξήγηση στην παρατήρηση ότι τα περιφερικά Τ-κύτταρα 

όταν είναι σε ηρεµία είναι ανθεκτικά στην απόπτωση που επάγεται από το CD95 και 

γίνονται ευαίσθητα σε αυτό µόνο όταν διεγερθούν (77).  

 

 
Οι Υποδοχείς TNF 
 

Ο TNF είναι γνωστός ως κυτταροκίνη η οποία παράγεται και ενεργοποιείται από τα 

Τ-κύτταρα και τα µακροφάγα, τα οποία διευθύνουν την φλεγµονώδη αντίδραση του 

οργανισµού. Αυτό συµβαίνει διότι επηρεάζεται ο πολλαπλασιασµός, η 

διαφοροποίηση και η απόπτωση των κυττάρων που εµπλέκονται στη φλεγµονή. Ο 

TNF και η λεµφοτοξίνη (LT) είναι οι συνδέτες των υποδοχέων TNF-R1 και TNF-R2. 

Ο TNF-R1 είναι ικανός να φέρει εις πέρας τις περισσότερες αν όχι όλες τις βιολογικές 

αντιδράσεις που προκαλεί ο TNF, ενώ ο TNF-R2 παρέχει βοηθητική λειτουργία µε 

την ιδιότητά του να ενώνει τον TNF µε το TNF-R1. Γενετικές διαγραφές και των δύο 

αυτών υποδοχέων έχουν δείξει διαφορές στη βιολογική λειτουργία τους εντός του 

οργανισµού. Και οι δύο δρουν ως ενδυναµωτές της άµυνας του οργανισµού κατά της 

λοίµωξης και µοιράζονται την κοινή ικανότητα να ενεργοποιούν τον πολύπλευρο 

παράγοντα µεταγραφής NF-κΒ. Ο TNF-R1 µόνος του µπορεί να επάγει την 

απόπτωση ενώ ο TNF-R2 δείχνει να προωθεί την κυτταρική επιβίωση, παρόλο που 

δύναται να φονεύσει κάποια κύτταρα που υπερεκφράζονται. Όµως, και ο TNF-R1 
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µπορεί να επάγει την κυτταρική επιβίωση, υπό ορισµένες συνθήκες, όπου αντί να 

ενεργοποιήσει την αλυσιδωτή αντίδραση των κασπασών, οδηγεί σε de novo σύνθεση 

των πρωτεϊνών επιβίωσης (78). 

 

Η διαβίβαση των µηνυµάτων του TNF-R1, όπως και στο CD95, είναι δυνατό να 

ενεργοποιήσουν τη σειρά αντιδράσεων της ενεργοποίησης των κασπασών (caspase 

cascade reaction) αξιοποιώντας την κασπάση-8 µέσω του FADD/MORT. Το µόριο 

αυτό συµπεριλαµβάνεται στον ενεργοποιηµένο υποδοχέα µέσω ενός ενδιάµεσου 

κυτταροπλασµατικού υποδοχέα DD που ονοµάζεται TRADD (TNF-R associated 

death domain). To TRADD ενώνεται µε το RIP, φέρνοντας έτσι σε επαφή το TNF-R1 

µε την κασπάση-2, η οποία ενεργοποιείται µέσω των RAIDD και CRADD. Οι TNF-

R1 και TNF-R2 προσελκύουν τους µοριακούς διαβιβαστές TRAF (TNFR associated 

factors) 6 εκ των οποίων  έχουν ταυτοποιηθεί. Τα TRAFs µεσολαβούν στην 

ενεργοποίηση των JNK ή NF-κΒ, το τελευταίο µε αλληλεπίδραση µε τις 

διαβιβαστικές κινάσες ΝΙΚ. Οι ΝΙΚ, µε τη σειρά τους, ενεργοποιούν τις ΙκΒ κινάσες 

οι οποίες φωσφωρυλιώνουν και απενεργοποιούν την ΙκΒ, τον ενδογενή κυτταρικό 

αναστολέα του NF-κΒ. Ο NF-κΒ δύναται να δράσει ως ισχυρός αναστολέας της 

απόπτωσης και σε αυτόν βασίζονται για την έκφρασή τους και αντί-αποπτωτική τους 

δράση τα cIAPs, TRAF-1 και  TRΑF-2 όπως και η Α20 που θεωρείται ότι παίζει ρόλο 

στην διαµεσολαβούµενη από τον NF-κΒ αποτροπή της απόπτωσης (79). 

 

Τα TRAF βρίσκονται στο κυτταρόπλασµα σε λανθάνουσα (ανενεργή) φάση και 

συγκρατούνται από ολιγοµερή σύµπλοκα µε το Ι-TRAF. Οι TRAF-2, -5 και –6 έχουν 

δείξει να µεσολαβούν στην ενεργοποίηση των NF-κΒ και των SAPK/JNK (74). Η 

διαδικασία της ενεργοποίησης περιλαµβάνει εναλλασσόµενες αντιδράσεις πρωτεΐνης-
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πρωτεΐνης και φωσφωρυλίωση των πρωτεϊνικών κινασών. Οι φαινότυποι ποντικών 

που είτε δεν έχουν το γονίδιο traf-2 και είτε εκφράζουν µία µεταλλαγή του TRAF-2, 

δείχνουν ότι είναι απαραίτητο για τη ρύθµιση του πολλαπλασιασµού των 

λεµφοκυττάρων και την επιβίωση, ενώ υποχωρούν στην ενεργοποίηση του JNK 

παρόλο που η ενεργοποίηση του NF-κΒ παραµένει ανεπηρέαστη. 

 

Ένας ιδιαίτερα περίπλοκος στόχος των TRAF είναι οι πρωτεΐνες ΙΑΡ. Οι ΙΑΡ είναι 

µόρια που περιορίζουν την απόπτωση των κυττάρων του ξενιστή. Τα γονίδια iap 

αποτελούν πια µια µεγάλη οικογένεια ιικών και κυτταρικών γονιδίων που έχουν 

διατηρηθεί στην εξέλιξη των οργανισµών. Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούν 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία µοτίβων BIR (baculovirus IAP repeats)(80). 

Αυτές οι επαναλήψεις 65 αµινοξέων, εµφανίζονται τυπικά στο αµινικό άκρο των ΙΑΡ 

και διευκολύνουν διάφορους τύπους αντιδράσεων µεταξύ των πρωτεϊνών. Κάποια 

συγκεκριµένα µέλη της οικογένειας αυτής περιέχουν έναν δακτύλιο στο καρβοξυλικό 

άκρο το οποίο θεωρείται ότι διαµεσολαβεί σε άλλες ειδικές αντιδράσεις µεταξύ των 

πρωτεϊνών και δρα ως «πανταχού παρούσα» λιγάση, προωθώντας τον 

κατακερµατισµό της Χ-συνδεδεµένης ΙΑΡ (ΧΙΑΡ)(50). Όπως και τα ιικά οµόλογά 

τους, έτσι και κάποιες κυτταρικές ΙΑΡ εµπλέκονται στον περιορισµό της απόπτωσης. 

Το γονίδιο που αποκωδικοποιεί ένα µέλος της οικογένειας ΙΑΡ του ανθρώπου, το 

ΝΑΙΡ (neuronal apoptosis inhibitory protein), είναι µερικώς διαγραµµένο σε άτοµα µε 

µυϊκή ατροφία της σπονδυλικής στήλης, νόσος που περιλαµβάνει απόπτωση σε 

κινητικούς νευρώνες (81). Επιπλέον, η cIAP-1 και η cIAP-2 στον άνθρωπο, έχουν 

βιοχηµικά αποµονωθεί ως µέρος του συµπλόκου διαβιβαστών του TNF-R2-TRΑF, 

µια αντίδραση που περιλαµβάνει τα BIR, τµήµατα των ΙΑΡ και το στέλεχος της 

αµινοµάδας του TRAF-2. Η επιρροή του µηχανισµού διαβιβαστών του TNF ίσως να 
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εξηγεί την αντι-αποπτωτική δράση του ΙΑΡ στο κύτταρο, αλλά υπάρχει τουλάχιστον 

άλλο ένα ισχυρό αντί-αποπτωτικό οµόλογο του IAP στον άνθρωπο, το hILP, το οποίο 

δείχνει να µην αντιδρά µε τις TRAF πρωτεΐνες in vitro. Ίσως κάποια ΙΑΡ στο κύτταρο 

δρουν ως ελεγκτές της ενεργοποίησης του TRAF του αντί-αποπτωτικού παράγοντα 

µεταγραφής του NF-κΒ. 

 

Ένα άλλο µέλος της οικογένειας του ΙΑΡ, η σαρβιβίνη (survivin), έχει δείξει να 

υπερεκφράζεται σε καρκινικά κύτταρα, ενώ παραµένει µη ανιχνεύσιµη σε 

διαφοροποιηµένους ιστούς ενηλίκων (82). Η παρατήρηση αυτή τοποθετεί τη 

σαρβιβίνη στην ίδια κατηγορία των ογκογονιδίων που αναστέλλουν τον κυτταρικό 

θάνατο όπως το bcl-2. Τα ΙΑΡ έχουν ταυτοποιηθεί στη Drosophila, τον C.elegans και 

το σακχαροµύκητα. Όµως, ενώ ο αναστολέας της κασπάσης στην Drosophila, DIAP-

1, είναι απαραίτητος για την κυτταρική επιβίωση καθώς οι ΙΑΡ των θηλαστικών 

αναστέλλονται από το Smac/Diablo (όπως το κυτταρόχρωµα c που απελευθερώνεται 

από τα µιτοχόνδρια κατά την απόπτωση), τα ΙΑΡ στο σακχαροµύκητα και τo 

C.elegans, δεν δείχνουν να παίζουν ρόλο στην αναστολή του κυτταρικού θανάτου, 

αλλά µάλλον να εµπλέκονται στη ρύθµιση των κυτταροκινών και της κυτταρικής 

διαίρεσης, αντίστοιχα (80), ρόλος που έχει αποδοθεί και στη σαρβιβίνη στα 

θηλαστικά εκτός της αντί-αποπτωτικής της λειτουργίας. 

 

Μια άλλη πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε το TRAF, η TRIP, περιέχει ένα µοτίβο 

δακτυλίου και ένα επίµηκες σπειροειδές τµήµα, και συνδέεται µε τα µέλη της 

οικογένειας υποδοχέων του TNF µέσω της αλληλεπίδρασής της µε την TRAF. Όταν 

συνδεθεί, η TRIP αναστέλλει την διαµεσολαβούµενη από το TRAF ενεργοποίηση του 

αναστολέα της απόπτωσης NF-κΒ. Οι αλληλεπιδράσεις του TRAF µε τις ΙΑΡ είναι 
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δυνατό να αναστείλουν την απόπτωση ενώ η αλληλεπίδραση µε το TRIP να την 

ενισχύσει. Το αποτέλεσµα της διαβίβασης µηνυµάτων του TNF που επικρατεί ίσως 

να εξαρτάται από την ύπαρξη διαθεσίµων µορίων cIAP και TRIP και από τις σχετικές 

δυνάµεις που προσελκύουν τα TRAF.  

 

        Εικόνα 14: Signal Transduction. Από τον υποδοχέα TNFR1 στο NF-κB 

Έχει αναφερθεί ότι παρουσία της RIP κινάσης της σερίνης/θρεονίνης (που είναι 

απαραίτητη για την ενεργοποίηση του NF-κΒ από τον TNF-R1), ο TNF-R2 

διαβιβάζει σήµα για κυτταρικό θάνατο στα Τ-κύτταρα, ενώ απουσία του RIP, ο TNF-

R2 ενεργοποιεί τον NF-κΒ. Το RIP επάγεται κατά τον πολλαπλασιασµό των Τ-

κυττάρων ο οποίος καθοδηγείται από την ιντερλευκίνη-2, και η αναστολή του µειώνει 

την ευαισθησία για την εξαρτηµένη από τον TNF απόπτωση. 

 41



Οι υποδοχείς των πρωτεϊνών TRAIL. 
 

Οι TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), που αποκαλούνται και Apo-2L, 

είναι ευρέως εκφραζόµενοι συνδέτες οι οποίοι δεν ενώνονται µε το CD95 ή τον TNF-

TNF/CD95L έτσι και ο TRAIL, 

συντίθεται ω  µία προ-πρωτεΐνη 

που προσκολλάται στη µεµβράνη 

και οποία µπο να 

διασπαστεί για να γίνει ένας 

διαλυτός συνδέτης. Πολλά 

νεοπλαστικά κύτταρα του 

ανθρώπου αι κυτταρικές σειρές 

είναι ευα σθητα στην επαγωγή 

της απόπτωσ από το AIL 

που είναι προσκολληµένος στη 

µεµβράνη ή διαλυτός στο 

περιβάλλον του κυττάρου. Όµως, τα φυσιολογικά κύτταρα, όπως τα θυµοκύτταρα του 

ποντικού ή τα πρωτογενή Β-ή Τ- κύτταρα δεν είναι ευαίσθητα. Αυτή η εξαρτηµένη 

από τον τύπο του κυττάρου αντίδραση ίσως ερµηνεύεται ως δείκτης της 

περιορισµένης κατανοµής του υποδοχέα.. Παρ’ όλα αυτά, οι υποδοχείς του TRAIL 

που έχουν ταυτοποιηθεί (o DR4/TRAIL-R1 και o DR4/TRICK-2/TRAIL-

R2/KILLER/DR5) εκφράζονται στους πιο πολλούς ανθρώπινους ιστούς και σε 

µερικές κυτταρικές σειρές. Το TRAIL επάγει την απόπτωση µέσω αυτών των δύο 

υποδοχέων που περιέχουν επιτόπους θανάτου και που χρειάζονται FADD και 

κασπάση-8, όπως ακριβώς και ο κυτταρικός θάνατος όπου εµπλέκεται το CD95 (69). 

Έχουν ανακαλυφθεί άλλοι τρεις υποδοχείς TRAIL. ∆ύο από αυτούς, ο υποδοχέας-

R1. Όπως και τα άλλα µέλη της οικογένειας των 

ς

η ρεί 

κ

ί

ης ν TR

Εικόνα 15: Οι υποδοχείς TNF και TRAIL
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“δόλω α” (decoy receptor) 1 (DcR1/TRID/LIT/TRAIL-R3) και ο υποδοχέας-

“δόλωµα 2” (DcR2/TRUNDD), στερούνται λειτουργικού DD, και έτσι είναι ανίκανοι 

να διαβιβάσουν το διαβιβαστή θανάτου (όπως µπορεί να κάνει ο τρίτος υποδοχέας, η 

οστεοπροτεγερίνη (osteop otegerin), µια κκρινό ενη πρωτεΐνη). Έτσι, µπορούν να 

συµπεριφερθούν µόνο ως υποδοχείς-δολώµατα  µε το να παρακάµπτουν το συνδέτη 

TRAIL από τις αποπτωτκές διαδικασίες µέσω DR4 και DR5 των οποίων η παρουσία 

µπορεί να ερµηνεύσει το γιατί κάποια κύτταρα επιλεκτικά θανατώνονται από το 

TRAIL ενώ άλλα όχι. Τα DcR1 και DcR2, εκφράζονται σε πολλούς ιστούς παρόλο 

που αυτό δεν συµβαίνει σε όλες τις καρκινικές κυτταρικές σειρές. Η απόπτωση 

βασίζεται στην έκφραση του ενός ή και των δύο υποδοχέων που περιέχουν επιτόπους 

θανάτου (DR4 και/ή DR5) αλλά η αντίσταση στην επαγόµενη από το TRAIL 

απόπτωση δεν συσχετίζεται µε την έκφραση των υποδοχέων-“δολωµάτων”. Ίσως αντί 

να προσκολλάται ε όλους τους υποδοχείς µε ισχυρές δυνάµεις, το ΤRAIL να έχει 

διαφορές στην προσκόλληση σε φυσιολογικές θερµοκρασίες και ο υποδοχέας 

επαγωγής του θανάτου DR5 να φαίνεται ότι είναι ισχυρότερα δεσµευµένος. Μ’ αυτόν 

τον τρόπο, η ικανότητα  του TRAIL να φονεύει ειδικά τα καρκινικά κύτταρα πρέπει 

να εξετασθεί περισσότερο (83). 

 

µ

r ε µ

σ

εν είναι πολλά πράγµατα γνωστά για τις φυσιολογικές βιολογικές λειτουργίες του 

ν α  σ

∆

TRAIL. Ένας µηχανισµός που εξαρτάται από αυτό της επαγόµενης 

κυτταροτοξικότητας από τα µο οκύττ ρα, προτείνει ότι το TRAIL ί ως να είναι 

σηµαντικό µόριο-δράστης στην αντικαρκινική δραστηριότητα εντός του οργανισµού. 

Προκλινικές µελέτες σε ποντίκια και ανώτερα θηλαστικά, εκτός του ανθρώπου, έχουν 

δείξει ότι το TRAIL επάγει την µείωση των όγκων in vivo, σε αντίθεση µε το TNF ή 

το CD95 συνδέτης/CD95 αντίσωµα, χωρίς σηµαντικές παρενέργειες. Πάντως, τα 
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πρωτογενή ηπατοκύτταρα του ανθρώπου (σε αντίθεση µε αυτά του ποντικού) 

δείχνουν να σκοτώνονται αποτελεσµατικά από το TRAIL Τα αστροκύτταρα του 

ανθρώπου είναι ένας άλλος κυτταρικός τύπος ευαίσθητος στον επαγόµενο από το 

TRAIL κυτταρικό θάνατο (84). 
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ΟΙ ΡΥΘΜΙΣΤΕΣ ΤΟΥ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ 
 

Ο επαγόµενος από την ογκοπρωτεΐνη κυτταρικός θάνατος. 

Ένας σηµαντικός αριθµός ογκοπρωτεϊνών επάγει τον κυτταρικό θάνατο όταν 

υπερεκφραστεί σε κύτταρα. Τα καλύτερα τεκµηριωµένα αποτελέσµατα είναι αυτά 

του µεταγραφικού παράγοντα c-Myc και της πρωτεΐνης του αδενοϊού Ε1Α, αλλά ο 

κατάλογος περιλαµβάνει και τα c-Jun, c-Fos δύο από τα συστατικά του µεταγραφικού 

συµπλέγµατος ΑΡ-1 (85), όπως και συστατικά του µηχανισµού προώθησης του 

κυτταρικού κύκλου G1, όπως τα E2F1 και κυκλίνη Ε (ενώ η επαγωγή της απόπτωσης 

φαίνεται να αντιπροσωπεύει την γενική κυτταρική αντίδραση κατά της υπερέκφρασης 

των ογκογονιδίων, σε συγκεκριµένες περιπτώσεις η µείωση της έκφρασης των c-Myc, 

Jun ή c-Fos, µέσω άγνωστου µηχανισµού, οδηγεί σε απόπτωση) (2). Επειδή όλες 

αυτές οι ογκοπρωτεϊνες προωθούν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων, η υπέρ-

αποπτωτική τους λειτουργία συχνά ερµηνευόταν ότι ξεκινούσε σαν αποβλητική ή 

αποτυχηµένη προσπάθεια στον κυτταρικό κύκλο – µια µιτωτική ή κατεστραµµένη 

φάση S. Η απόπτωση δεν είναι απαραίτητα αποτέλεσµα βλάβης στον κυτταρικό 

κύκλο(86). Η απόπτωση που επάγεται από τα ογκογονίδια ξεκινά από συµπλοκή των 

διαβιβαστών για την ανάπτυξη του κυττάρου: τα ογκογονίδια ενεργοποιούν την 

αποπτωτική διαδικασία εάν ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων µπλοκαριστεί µε 

κάποιο τρόπο ή ενεργοποιηθεί ατελώς ή χαλιναγωγηθεί. Πάντως, η θεωρία της 

συµπλοκής των διαβιβαστών, παρόλο πιθανή, δεν παρέχει εξήγηση της µοριακής 

φυσιολογίας, το πώς ξεκινά και πώς εξελίσσεται για να τελειώσει µε την απόπτωση 

(87). 

 

Η επαγωγή της απόπτωσης από την άποψη του Myc εκφράζεται µε την υπόθεση των 

«διπλών διαβιβαστών», σύµφωνα µε την οποία το Myc προωθεί δύο οδούς 
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αντιδράσεων που συµβαίνουν συγχρόνως – τον πολλαπλασιασµό και την απόπτωση. 

Η αποπτωτική οδός είναι µειωµένη για όσο χρόνο οι κατάλληλοι παράγοντες 

επιβίωσης µεταφέρουν τους αποπτωτικούς διαβιβαστές, κάτι που θα ταίριαζε στο 

γενικό µοντέλο της ρύθµισης της επιβίωσης/κυτταρικού θανάτου, σύµφωνα µε το 

οποίο η «κανονική» µοίρα του κυττάρου θα ήταν ο θάνατός του, εκτός εάν αυτό 

ελεγχθεί από αντιαποπτωτικές κυτταροκίνες. Η σύζευξη των διαµετρικά αντίθετων 

οδών του πολλαπλασιασµού και του κυτταρικού θανάτου υπό τον έλεγχο των 

πρωτεϊνών όπως της c-Myc, περιλαµβάνει έναν ισχυρό µηχανισµό ασφαλείας για τον 

έλεγχο της καρκινογένεσης, επειδή κάθε σηµείο το οποίο ενεργοποιεί µιτοτική 

διαίρεση µπορεί να γίνει θανατηφόρο εάν το κύτταρο που υφίσταται την αλλαγή αυτή 

και ο πρόγονός του αναπτυχθούν σε περιβάλλον που επιτρέπει την επιβίωσή τους 

(88). 

 

Οι πρωτεΐνες Myc και E2F µπορούν, σε συγκεκριµένες συνθήκες, να δράσουν ως 

αναστολείς της καρκινογένεσης. Π.χ. τα ποντίκια που δεν έχουν E2F-1 αναπτύσσουν 

δυσπλασίες και λεµφολυτικές υπερπλασίες, εν µέρει λόγω της µειωµένης απόπτωσης 

(πάντως η απώλεια του E2F-1 µειώνει την καρκινογένεση και επιµηκύνει το χρόνο 

ζωής των ετερόζυγων Rb-1(+/-) ποντικών που δεν το φέρουν, δείχνοντας έτσι ότι το 

E2F-1 ρυθµίζει την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου) (2). 

 

Μελέτες µεταλλαξογένεσης  δείχνουν ότι τα σηµεία της πρωτεΐνης c-Myc που είναι 

απαραίτητα για την επαγωγή της απόπτωσης αλληλεπικαλύπτονται µε σηµεία 

σηµαντικά για τη µεταµόρφωση και περιλαµβάνουν τον αζωτούχο επίτοπο και τον 

καρβοξυλικό bHLH-LZ επίτοπο, ο οποίος λαµβάνει µέρος στην ειδικής-αλληλουχίας 

σύνδεση του DNA και το διµερισµό του µε το Max (89). Η πρωτεΐνη Max 
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(απαραίτητη για τη σύνδεση του Myc µε το DNA) είναι προαπαιτούµενη για την 

επαγωγή της απόπτωσης από το c-Myc στους ινοβλάστες, ενώ η υπερέκφραση του 

Mad-1 (το οποίο ανταγωνίζεται µε τη λειτουργία του Myc µειώνοντας τη γονιδιακή 

µεταγραφή) αναστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την απόπτωση.  

 

Κάποια υποψήφια γονίδια που ελέγχονται από το Myc έχουν ταυτοποιηθεί. ∆ύο 

γονίδια που έχουν προταθεί ως στόχοι του Myc, µε βάση την έκφρασή τους είναι η 

ornithine decarboxylase (ODC) και η cdc25A. Η ODC είναι ένα ένζυµο-ρυθµιστής 

της ταχύτητας αντίδρασης στη βιοσύνθεση της πολυαµίνης, απαραίτητο για τη 

σύνθεση του DNA, ενώ η Cdc25A κωδικοποιεί την φωσφατάση της τυροσίνης που 

εµπλέκεται στην ενεργοποίηση των κυρίων επαγωγών της µίτωσης, τα σύµπλοκα της 

κινάσης που εξαρτώνται από την κυκλίνη (CDK). Και οι δύο αυτοί υποψήφιοι στόχοι 

του Myc, όταν υπερεκφραστούν, επάγουν της απόπτωση στα κύτταρα που δεν 

διαθέτουν παράγοντες επιβίωσης, όπως κάνει η  υπερέκφραση του Myc. Έτσι, 

φαίνεται δυνατόν, οι οδοί του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της απόπτωσης να 

διχάζονται υπό την επήρεια του Myc. Επιπλέον, έχει καταδειχθεί η πρωτεΐνη TRAP-1 

που συνδέεται µε τον TNF-R και µε το µέλος της οικογένειας του Bcl-2, το Bax, να 

είναι οι άλλοι στόχοι του Myc και οι οποίοι πιθανόν εµπλέκονται στη επαγόµενη από 

αυτό απόπτωση. 

 

Το c-Myc (και η Ε1Α) ενεργοποιεί επίσης το Ρ53 µέσω της p19ARF, µιας πρωτεΐνης 

που κωδικοποιείται από το εναλλακτικό τµήµα ανάγνωσης του γονιδίου-κατασταλτή 

του όγκου -p16, και αυτός είναι ένας άλλος πιθανός µηχανισµός που συνδέει το c-

Myc µε την επαγωγή της απόπτωσης. Η E2F-1 δείχνει να επάγει την απόπτωση µε τη 

ρύθµιση του οµολόγου του Ρ53, Ρ73. 
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Η απόπτωση που επάγεται από το c-Myc µπορεί να αλληλεπιδρά µε τα CD95 και 

CD95L στην επιφάνεια του κυττάρου, έτσι οι δύο αυτές αποπτωτικές οδοί που 

θεωρούνταν ανεξάρτητες µεταξύ τους (του Myc και των CD95/CD95L), 

συνενώθηκαν ίσως συνενώνονται. Κατά την απόπτωση που επάγεται από το Myc σε 

ινοβλάστες στερηµένους ορρού, το c-Myc δρα ρυθµίζοντας τον υποδοχέα CD95 και 

ευαισθητοποιώντας έτσι τα κύτταρα στον διαβιβαστή θανάτου CD95, παρόλο που το 

c-Myc µπορεί να δράσει και διαφορετικά, µε το να επάγει την έκφραση των γονιδίων 

των CD95/CD95L. 

 

Η έκφραση του c-Myc ευαισθητοποιεί τα κύτταρα σε σωρεία υπέρ-αποπτωτικών 

ερεθισµάτων, µέσω της απελευθέρωσης του µιτοχονδριακού κυτταροχρώµατος c στο 

κυτταρόπλασµα(53). Η απελευθέρωση αυτή εξαρτάται από τις κασπάσες και 

αναστέλλεται από τον παράγοντα επιβίωσης insulin-like growth factor (IGF)-1 (90). 

Η αναστολή της επαγόµενης από το c-Myc απελευθέρωσης του κυτταροχρώµατος c 

από την IGF-1, αλλά όχι του εξαρτώµενου από το c-Myc κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, αντιπροσωπεύει ένα επιπλέον στοιχείο ότι οι µιτογενείς και 

αποπτωτικές οδοί που ελέγχει ο Myc είναι διαφορετικές. Το c-Myc (και η Ε1Α) 

ευαισθητοποιούν τα κύτταρα-στόχους στην κυτταροτοξική δραστηριότητα των 

ενεργοποιηµένων κυττάρων ΝΚ, και άρα πιθανόν κατευθύνουν την 

κυτταροτοξικότητα των ΝΚ προς τα µολυσµένα από ιούς ή τα καρκινικά κύτταρα 

(85). 

 

Οι ακριβείς συνέπειες της υπερέκφρασης του Myc in vivo δείχνουν να εξαρτώνται 

από το είδος του ιστού και τη δυνατότητά του να µειώσει την απόπτωση µε 
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διαβιβάσεις µηνυµάτων επιβίωσης. Π.χ. η διαγονιδιακή έκφραση της πρωτεΐνης c-

Myc στα κερατινοκύτταρα της κατώτερης βάσης της επιδερµίδας του ποντικού έχει 

ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία προκαρκινικών εστιών στο δέρµα που συνοδεύονται 

από αγγειογένεση. Η εκτοπική ενεργοποίηση του Myc στο δέρµα προκαλεί 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων χωρίς ανιχνεύσιµη απόπτωση, παρόλο που η Myc 

είναι ισχυρή στο να ξεκινά την απόπτωση in vitro σε αποµονωµένα κερατινοκύτταρα 

που είναι στερηµένα ορρού από τα ίδια ποντίκια. Η απόπτωση που επάγεται από το 

Myc στο άθικτο δέρµα ίσως αναστέλλεται από την περίσσεια σηµάτων επιβίωσης 

όπως οι κυτταροκίνες ή οι δεσµοί του εξωκυττάριου υλικού. Η επικρατούσα απώλεια 

των κερατινοκυττάρων που είναι ενεργοποιηµένα από το c-Myc, ίσως είναι 

ενδεικτική της σπανιότητας στην κακοήθη ανάπτυξη της ακτινικής κεράτωσης 

(παρόλο που το c-Myc από µόνο του είναι αρκετό για να επάγει προκαρκινικές εστίες 

στο δέρµα). 

 

Σε αντίθεση µε το δέρµα, το κύριο αποτέλεσµα της ενεργοποίησης του Myc στα β-

κύτταρα του παγκρέατος διαγονιδιακών ποντικών είναι η απόπτωση, πράγµα που 

σηµαίνει ότι η c-Myc είναι απίθανο να δηµιουργεί καρκίνο στα β-κύτταρα χωρίς την 

παρουσία κάποιας αντί-αποπτωτικής εστίας (91). 

 

 49



Η οικογένεια της Bcl-2 
Η Bcl-2. 
 

Το πρωτο-ογκογονίδιο bcl-2 ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά ως γονίδιο-στόχος που 

ήταν παρόν στο σηµείο µετάθεσης της t (14;18) θέσης χρωµοσωµικής µετάθεσης σε 

καρκινικά κύτταρα που εντοπίζονται στο 80% των ασθενών που πάσχουν από 

λέµφωµα των Β-κυττάρων. Οι θέσεις στις οποίες το γονίδιο bcl-2 µεταναστεύει µε τη 

βοήθεια της βαρείας αλυσίδας του γονιδιακού επαγωγέα της 5’ ανοσοσφαιρίνης (Εµ, 

χρωµόσωµα 14) ένα στοιχείο που είναι πολύ ενεργό µεταγραφικά στα Β-λεµφοειδή 

κύτταρα (2). Μελέτες της λειτουργίας του απορρυθµισµένου bcl-2 σε καλλιεργηµένα 

λεµφοκύτταρα δείχνουν ότι το γονίδιο αυτό αντί να προωθεί τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό ή να αναστέλλει τη διαφοροποίηση, περιόριζε την απόπτωση στα 

λεµφοκύτταρα (92). 

 

Η αντί-αποπτωτική δραστηριότητα της Bcl-2 εξηγεί την ογκογονική συνέργεια που 

παρατηρείται ανάµεσα στο Bcl-2 και το c-Myc. Η συνέκφρασή τους επάγει την 

ταχύτατη δηµιουργία λεµφώµατος, που συµβαίνει λόγω της αποτελεσµατικής 

αναστολής της απόπτωσης που επάγεται από το c-Myc, από το bcl-2, χωρίς να 

επηρεάζεται σηµαντικά η ικανότητα του c-Myc να καθοδηγεί τον ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασµό (93). 

 

Η Bcl-2 εκφράζεται σε πληθώρα διαφορετικών εµβρυϊκών ιστών αλλά όταν 

εµφανίζεται σε ενήλικες τείνει να περιορίζεται σε κύτταρα ταχέως διαιρούµενα και 

διαφοροποιούµενα. 
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Τα πειραµατόζωα που έχουν στερηθεί της bcl-2 δείχνουν σχεδόν φυσιολογικά κατά 

τη γέννησή τους αλλά αργότερα εµφανίζουν αποχρωµατισµό των µικροτριχιδίων τους 

(λόγω του θανάτου των µελανοκυττάρων), παραµόρφωση του λεπτού τους εντέρου 

και πολυκυστική νόσο στους νεφρούς. Οι νεφροί αυτών των ζώων είναι µικρότεροι 

και περιέχουν λιγότερους νεφρώνες από ότι τα φυσιολογικά ζώα, το ανοσοποιητικό 

τους σύστηµα είναι στερηµένο Β- και Τ-κυττάρων λόγω της απόπτωσης και αυτό 

οδηγεί τελικά σε εκτεταµένες επιπλοκές στη σπλήνα και το θύµο. Επιπλέον, τα 

ποντίκια που στερούνται Bcl-2, εµφανίζουν σηµαντικό εκφυλισµό των νευρώνων, 

των αισθητήρων και του συµπαθητικού νευρικού συστήµατος µετά τη γέννησή τους.  

 

Τα άλλα µέλη της οικογένειας του Bcl-2   
 
 
Το Bcl-2 είναι το πρωτότυπο µιας διευρυµένης οικογένειας συγγενικών πρωτεϊνών 

στα θηλαστικά και τους ιούς. Η οικογένεια αυτή µπορεί να χωριστεί σε αναστολείς 

Εικόνα 16: Τα απωπτωτικά και αντιαποπτωτικά µέλη της οικογένειας του Bcl-2. 
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(Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, A1, E1B19K, LMW5-HL και EBV 

BHRF1) και υποκινητές (Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bid, Bik, Hrk, Bim και Bok) της  

απόπτωσης. Αρκετά µέλη της οικογένειας του Bcl-2 µοιράζονται τέσσερα 

συντηρηµένα τµήµατα (BH1-BH4). Τα ΒΗ1, ΒΗ2 και ΒΗ4 µαζί µε το υδρόφοβο 

διαµεµβρανικό τµήµα του που βρίσκεται στην καρβοξυλική οµάδα (µεµβρανική 

άγκυρα), εντοπίζονται στα περισσότερα µέλη της οικογένειας αυτής και είναι 

σηµαντικές για τη λειτουργική τους δράση. Το τµήµα ΒΗ3 φαίνεται να είναι µη 

απαραίτητο για την ανασταλτική λειτουργία των αντί-αποπτωτικών οµολόγων του 

Bcl-2, παρόλο που η παρουσία του είναι απαραίτητη για την κυτταροτοξική 

αντίδραση στα αποπτωτικά µέλη της οικογένειας (94). 

 

Το Bcl-xL 
Το Bcl-xL είναι ο κοντινότερος συγγενής της Bcl-2 που 

υπάρχει στα θηλαστικά και έχει κι αυτό την ικανότητα 

να δρα ως αναστολέας του κυτταρικού θανάτου. Το 

µεγέθους 2,7kbp γονίδιο bcl-x κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη µε 44% ταυτόσηµη αλληλουχία µε το bcl-2 

του ανθρώπου και του ποντικού.  
Εικόνα 17: το Bcl-xL 

 

Το bcl-x κωδικοποιεί δύο πολυπεπτίδια προερχόµενα από εναλλακτική διάσπαση. Το 

µακρύτερο τµήµα του mRNA του κωδικοποιεί ένα οµόλογο της Bcl-2  που λειτουργεί 

σαν αναστολέας θανάτου (το Bcl-xL) το οποίο αποτελείται από 233 αµινοξέα µε ΜΒ 

28kDa και περιέχει και τα τέσσερα τµήµατα ΒΗ (ΒΗ1-ΒΗ4) που υπάρχουν στο Bcl-

2. Το µικρότερο τµήµα mRNA κωδικοποιεί την Bcl-xS η οποία αποτελείται από 170 

αµινοξέα και έχει ΜΒ 18kDa. Η συσχέτιση των Bcl-xL και Bcl-xS δείχνει ότι το 

τελευταίο έχει 63 λιγότερα αµινοξέα τα οποία είναι τα ΒΗ1 και ΒΗ2 τµήµατα και 
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ίσως αυτό δρα ως ρυθµιστικός παράγοντας επικράτησης της µιας ή της άλλης, ή 

ακόµα και των δύο αυτών πρωτεϊνών. 

 

Το Bcl-x είναι εκφράζεται ευρέως και βρίσκεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στον 

εγκέφαλο, τους νεφρούς και το θύµο των ενηλίκων. Η έκφρασή του στις διάφορες 

υποοµάδες των Τ-κυττάρων είναι διαφορετική σε σχέση µε το Bcl-2, του οποίου η 

έκφραση είναι υψηλότατη στα CD4-CD8- (DN) T-κύτταρα, περιορίζεται από τα 

CD4+CD8+ (DΡ) θυµοκύτταρα και αυξάνεται στα CD4+ ή CD8+ (SP)  Τ-κύτταρα.. Το 

Bcl-xL είναι µεταγραφικά ενεργοποιήσιµο από τον NF-κΒ ή το STAT 5.  

Η τρανσγενετική απορρύθµιση του Bcl-xL σε λεµφοειδή κυτταρική σειρά, έχει 

επιπτώσεις παρόµοιες µε αυτές της υπερέκφρασης του Bcl-2: τα λεµφοκύτταρα 

προστατεύονται σε διάφορους βαθµούς από την ενδεχόµενη θανάτωση τους από τη 

δεξαµεθαζόνη, γ-ακτινοβολία, την ιονοµυκίνη και τη σύνδεση µε το CD3, αλλά η 

διαγραφή των κλώνων των Τ-κυττάρων παραµένει αµετάβλητη. Επιπλέον, το Bcl-xL 

διασώζει τα ώριµα Τ-κύτταρα στα ποντίκια που στερούνται  Bcl-2. Η παρόµοια 

λειτουργικότητα των Bcl-2 και Bcl-xL και το γεγονός ότι και τα δύο 

ετεροδιµερίζονται µε τα αποπτωτικά µέλη της οικογένειας του Bcl-2, όπως τα Bax 

και Bak, δείχνουν ότι η Bcl-xL και η Bcl-2 λειτουργούν στο ίδιο πεδίο για να 

ανταγωνίζονται στον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο. Η διαφορετικότητα τους 

στην έκφραση δείχνει ότι ο ρόλος τους στη φυσιολογία είναι διαφορετικός. Αυτό το 

στοιχείο είναι πολύ εµφανές στα ποντίκια που έχουν στερηθεί του Bcl-xL και που, σε 

σχέση µε τα ποντίκια που έχουν στερηθεί Bcl-2, έχουν εµβρυϊκή θνησιµότητα 

περίπου στη 13η µέρα της εµβρυογένεσης κατά την οποία λαµβάνει µέρος µεγάλη σε 

όγκο απόπτωση στον εγκέφαλο και στο αιµοποιητικό σύστηµα (91). 
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Το Bax 
 

To Bax είναι το µέλος της οικογένειας του Bcl-2 και δρά επιταχύνοντας ή 

ενεργοποιώντας την απόπτωση αντί να την αναστέλλει. Το Bax και ο στενός του 

συγγενής το Bak, έχουν τα ΒΗ1, 2 και 3 τµήµατα άλλα το ΒΗ4 τους είναι σπανίως 

σταθερό. Η κυτταροτοξικότητα των δύο αυτών πρωτεϊνών εξαρτάται από ένα µικτό 

τµήµα της κάθε πρωτεΐνης που συνθέτει το ΒΗ3. Το ίδιο τµήµα µεσολαβεί στον 

διµερισµό ανάµεσα στο Bax/Bak και το Bcl-2, την Bcl-xL, την Ε1Β 19Κ , το Bid και 

τον εαυτό τους. Το Bax επιταχύνει την απόπτωση στα κύτταρα FL5.12 µε 

αποµάκρυνση της IL-2 και ρυθµίζει την αναστολή του θανάτου στο Bcl-2 (όσο 

ανεβαίνουν τα επίπεδα έκφρασης του Bax σε σχέση µε τη Bcl-2, τόσο πιο έντονη 

γίνεται η αναστολή της δράσης του Bcl-2). Σ’ αυτό το µοντέλο «ροοστάτη» για τη 

λειτουργία των Bax/ Bcl-2, η ροπή προς τον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο 

θεωρείται ότι εξαρτάται από την αναλογία των Bax/Bax οµοδιµερών, των Bax/ Bcl-2 

ετεροδιµερών και των Bcl-2/ Bcl-2 οµοδιµερών. Η περίσσεια των Bax οµοδιµερών 

έχει ως αποτέλεσµα των κυτταρικό θάνατο, ενώ η ένωση του Bax µε την Bcl-2 

προωθεί την επιβίωση. Όµως δεν είναι σαφές εάν το Bax προωθεί τον κυτταρικό 

θάνατο, ή εάν απλώς αναστέλλει το προστατευτικό αποτέλεσµα του Bcl-2, η ακόµα 

εάν το Bax και η Bcl-2 ελέγχουν τη βιωσιµότητα των κυττάρων µε την 

αλληλεπίδραση τους µε άλλους, µη εµφανείς, ρυθµιστικούς παράγοντες. Σε κάθε 

περίπτωση, η Bcl-2 και η Bcl-x δείχνουν να µπορούν να αναστείλουν την απόπτωση, 

ο Bax να την προωθήσει µε ένα µηχανισµό ανεξάρτητο του ετεροδιµερισµού και ο 

Bak να επιταχύνει τον κυτταρικό θάνατο που επάγουν τα χηµειοθεραπευτικά, 

ανεξαρτήτως του ετεροδιµερισµού του µε τα Bcl-xL και Bcl-2. 
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Το Bax εκφράζεται σε πληθώρα ιστών συµπεριλαµβανοµένων των λεµφοειδών 

οργάνων, των πνευµόνων, του στοµάχου και των νεφρών. Η διαγονιδιακή έκφρασή 

του στα Τ-κύτταρα ποντικών, επιβεβαιώνει την αποπτωτική του ιδιότητα µε τα 

επηρεασµένα κύτταρα να επιδεικνύουν επιτάχυνση της απόπτωσης ως αντίδραση στη 

γ-ακτινοβολία, τη δεξαµεθαζόνη και την ετοποσίδη. Όταν τα bax διαγονιδιακά 

ποντίκια διασταυρωθούν µε bcl-2 διαγονιδιακά ζώα, η αναλογία του Bax προς το Bcl-

2 που υπάρχει στα πρωτογενή Τ-κύτταρα διευθύνει το επίπεδο ευαισθησίας σε 

αποπτωτικά ερεθίσµατα (95). Η προσθήκη Bax σε αποµονωµένα µιτοχόνδρια επάγει 

την απελευθέρωση κυτταροχρώµατος c, µέσω ενός µηχανισµού που αναστέλλεται 

όταν προστεθεί Bcl-xL. Η ακτινοβολία γ επάγει την αύξηση της Bax, µε αποτέλεσµα 

την απόπτωση σε ευαίσθητα κύτταρα ποντικών (72). Η επαγόµενη από το P53 βλάβη 

στο DNA επιτυγχάνεται εν µέρει µέσω Bax. Yπάρχει στο P53 µια συµβατική 

αλληλουχία σύνδεσης στο ανθρώπινο και το γονίδιο bax του ποντικού. Οι νευρώνες 

σε ποντίκια χωρίς το γονίδιο bax δείχνουν µείωση της απόπτωσης σε µεγάλο βαθµό, 

µετά από βλάβη στο DNA ή έκθεση σε excitotoxin, αφού και τα δύο ενεργοποιούν το 

Ρ53. Πάντως το Bax δεν µπορεί να είναι ο µόνος αποπτωτικός παράγοντας που 

επηρεάζει το Ρ53, επειδή τα θυµοκύτταρα και άλλοι κυτταρικοί τύποι των ποντικών 

που στερούνται Bax συµπεριφέρονται φυσιολογικά σε σχέση µε τις εξαρτώµενες από 

το Ρ53 ανταποκρίσεις σε βλάβες του DNA. Η διαγονιδιακή έκφραση του Bax είναι 

ανίκανη να αντικαταστήσει την απουσία του Ρ53 στα θυµοκύτταρα που εκτίθενται σε 

γονοτοξίνες (46). 

 

Τα ποντίκια δίχως bax φαίνεται να αναπτύσσονται φυσιολογικά, υποδηλώνοντας 

έτσι, όπως και στην περίπτωση του bcl-2, ότι σηµαντικό µέρος της δράσης του bax 

καλύπτεται από άλλες δραστικές πρωτεΐνες στο κύτταρο (τα bak -/- ποντίκια είναι 
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φυσιολογικά στην ανάπτυξή τους, ενώ τα bax-/-bak-/- ποντίκια έχουν πολλά 

προβλήµατα, υποδηλώνοντας τους αλληλοκαλυπτόµενους ρόλους των Bax και Bak 

στη ρύθµιση της απόπτωσης κατά την ανάπτυξη στα θηλαστικά) (31). Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι τα αρσενικά ποντίκια που στερούνται bax είναι στείρα λόγω απουσίας 

σπερµατογένεσης (96). 

 

Το Bad και τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας του Bcl-2 µε µοναδικό τµήµα ΒΗ3 
 

Η Egl-1 του C.elegans και τουλάχιστον άλλες επτά πρωτεϊνες των θηλαστικών (Bad, 

Bik, Blk, Hrk, Bid, Bim, Noxa) µοιράζονται ένα κοινό (από 9-16 αµινοξέα) τµήµα 

ΒΗ3 µε την υπόλοιπη οικογένεια του Bcl-2 (33). 

 

Το Bim, είναι απαραίτητο στην αιµόσταση του αιµοποιητικού µηχανισµού και είναι η 

ασφαλιστική δικλείδα της αυτοανοσίας. Επιπλέον, τα ειδικά ερεθίσµατα θανάτου 

εµφανίζονται να ενεργοποιούν την απόπτωση µέσω των ξεχωριστών, ΒΗ3-µονών 

πρωτεϊνών (97). 

 
Το Bad ταυτοποιήθηκε αρχικά από υβρίδια του σακχαροµύκητα, ως πρωτεϊνη 204 

αµινοξέων (22,1kDa) η οποία συνδέεται µε το Bcl-2/Bcl-xL και προωθεί την 

απόπτωση (97). Το Bad διαφέρει από τα άλλα µέλη της οικογένειας του Bcl-2, και 

όπως το Bid, δεν έχει καµµιά αναγνωρίσιµη αλληλουχία στο καρβοξυλικό άκρο του 

(µεµβρανική άγκυρα) και πιθανώς δεν είναι µεµβρανική πρωτεϊνη. Η θέση του στο 

κύτταρο ελέγχεται δυναµικά από τις συνδέσεις και αποσυνδέσεις του µε τα άλλα 

µέλη της οικογένειας του. Το 1,1 kbp mRNA του, συνεκφράζεται µε το Bcl-xL σε 

πολλούς ιστούς του ποντικού και η διϋβριδική ανάλυση και µελέτη ανοσοκαθίζησης 

δίνουν την ένδειξη ότι αυτή η πρωτεϊνη ετεροδιµερίζεται µε το Bcl-2 και το Bcl-xL 
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αλλά όχι µε τα Bcl-xS , Bax, Mcl-1, A1 ή τον εαυτό του. Το Bad ελέγχει την ιδιότητα 

του Bcl-xL να καταστέλλει το 

θάνατο και ίσως επιτείνει την 

αποπτωτική του δράση µε το να 

συναγωνίζεται µε το Bax για να 

ενωθεί µε το Bcl-xL (98). 

Η ρύθµιση της λειτουργίας του 

Bad έχει συνδεθεί µε τη 

φωσφωρυλίωση. Το Bad 

φωσφωρυλιώνεται σε τρία 

σηµεία (Ser-112, Ser-136 και 

Ser-155). Όταν αυτό συµβεί, το Bad ενώνεται µε την πρωτεϊνη 12-3-3 του 

κυτταροπλάσµατος και απενεργοποιείται. 

Εικόνα 18: Το Bad και η φωσφωρυλίωση στο 
κυτταρόπλασµα. 

 

Σε αντιπαράθεση µε το Bax, η Bid που είναι επίσης µονή-ΒΗ3, ρυθµίζεται από την 

πρωτεολυτική διάσπαση και όχι από τη φωσφωρυλίωση. Αυτή η πρωτεϊνη διασπάται 

από την κασπάση-8 και η ακρωτηριασµένη της µορφή µεταναστεύει στα µιτοχόνδρια, 

όπου ενεργοποιεί το Bax και το Bak, επάγοντας τον ολιγοµερισµό αυτών των υπερ-

αποπτωτικών µελών της οικογένειας του Bcl-2. Πάντως, στα κύτταρα HeLa που 

χορηγήθηκε σταυροσπορίνη για να υποστούν απόπτωση, φάνηκε ότι το πλήρες Bid 

είναι αυτό που µεταναστεύει στα µιτοχόνδρια, αποδεικνύοντας έτσι ότι η επαγόµενη 

από τις κασπάσες διάσπαση του Bid δεν είναι προαπαιτούµενη για τη µετανάστευσή 

του στα µιτοχόνδρια (99). 
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Η Noxa, µια άλλη µονή-ΒΗ3 πρωτεΐνη θεωρείται ότι ρυθµίζεται από το Ρ53. Όπως 

και τα άλλα µέλη της οικογένειας του Bcl-2, βρίσκεται στα µιτοχόνδρια µετά από το 

αποπτωτικό ερέθισµα και είναι δυνατόν να αλληλεπιδράσει µε άλλα µέλη της 

οικογένειάς της. (100). 

 

Η λειτουργία της οικογένειας του Bcl-2 
 

Το Bcl-2 έχει ταυτοποιηθεί ως ογκογονίδιο - αναστολέας της απόπτωσης. Εντοπίζεται 

στην εξωτερική επιφάνεια του µιτοχονδρίου, την πυρηνική µεµβράνη και το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο. Η θέση του Bcl-2 στο µιτοχόνδριο είναι ιδιαίτερα ενδεικτική 

του ρόλου του µιτοχονδρίου στην απόπτωση. Αρχικά, αυτή του η θέση έθρεψε την 

υπόνοια ότι ίσως είχε κάποιο ρόλο στην οξειδωτική φωσφωρυλίωση, άποψη που 

ενισχυόταν από την ικανότητά του να αναστέλλει τον κυτταρικό θάνατο που επάγεται 

από την οξειδωτική βλάβη (ίσως µε το να αποµονώνει τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου). 

Όµως, η ανάλυση των κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε έντονα ανοξικές συνθήκες και 

κυττάρων που δεν είχαν µιτοχονδριακό DNA (και, άρα µιτοχονδριακή αναπνοή), 

έδειξαν ότι δεν υπήρχε άµεσος συσχετισµός ανάµεσα στη λειτουργία της αντι-

αποπτωτικής δραστηριότητας του Bcl-2 και της οξειδωτικής φωσφωρυλίωσης. 

Επιπλέον, τα επίπεδα του ΑΤΡ του κυττάρου ή η κατανάλωση οξυγόνου δεν 

επηρεάζονται από το Bcl-2 (101). 

 

Το Bcl-2 δύναται να επηρεάσει την ενδοκυττάρια οµοιόσταση των επιπέδων 

ασβεστίου. Οι αλλαγές στα επίπεδα του ασβεστίου στο κύτταρο επηρεάζουν τον 

προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο και έτσι παραµένει πιθανό ότι το Bcl-2 είτε 

ρυθµίζει άµεσα τα κανάλια ασβεστίου, είτε δρα µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

προστατεύσει τις λιπιδικές µεµβράνες από καταστροφή από ρίζες υπεροξειδίου οι 
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οποίες είναι γνωστό ότι 

διακόπτουν την 

οµοιόσταση των ιόντων 

ασβεστίου (102;103). 

 
Τα Bcl-2 και Bcl-xL 

αλληλεπιδρούν άµεσα 

µε σωρεία ενδοκυττάριων πρωτεϊνών. Στους γνωστούς παράγοντες περιλαµβάνοντα 

τα αποπτωτικά µέλη της οικογένειας του Bcl-2 (όπως τα Bax, Bak και Bik), η Raf-1 

πρωτεϊνική κινάση, η πρωτεινική φωσφατάση καλσινευρίνη, οι R-Ras και H-Ras, η 

πρωτεϊνη Ρ53-ΒΡ2 που ενώνεται µε την Ρ53, η πρόδροµος πρωτεϊνη Pr-1 και αρκετές 

άλλες πρωτεϊνες µε ασαφείς λειτουργίες. Η λειτουργικότητα πολλών από αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις είναι ακόµα αµφιλεγόµενη, π.χ. η σύνδεση που έχει παρατηρηθεί 

µεταξύ της Bcl-2 και της πρωτεϊνης του C.elegans Ced-4, ή αυτή του θηλαστικού της 

οµολόγου Apaf-1. Και ενώ κάποιες οµάδες επιστηµόνων µπορούν να δείξουν µια 

τέτοια αλληλεπίδραση, άλλες απέτυχαν. Η αλληλεπίδραση µεταξύ της Bcl-2 και των 

υπερ-αποπτωτικών µελών της οικογένειας της, θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντική (104). 

Εικόνα 19: Το Bcl-2 και τα ιόντα ασβεστίου.

 

Προς το παρόν, υπάρχουν τρία µοντέλα που εξηγούν τη λειτουργία της Bcl-2. Όλα 

περιγράφουν τις πρωτεΐνες Bcl-2 ως ιοντικά κανάλια, ή ως πρωτεΐνες οι οποίες 

ρυθµίζουν την ενεργοποίηση των κασπασών ή ως αναστολείς της έκκρισης του 

κυτταροχρώµατος c από τα µιτοχόνδρια. 

 

Η πιθανότητα τα µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών Bcl-2 να δρούν ως µεµβρανικά 

κανάλια ξεκίνησε από την αποκάλυψη της λεπτοµερούς τριδιάστατης δοµής της Bcl-

xL , η οποία µοιάζει µε πεπτίδια των βακτηριακών τοξινών που εισέρχονται στη 
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µεµβράνη όπως αυτά των τοξινών της διφθερίτιδας και της κολικίνης (colicin). Τα 

πεπτίδια αυτά περιέχουν δύο έλικοειδής σχηµατισµούς που απαρτίζονται από άπολα 

στελέχη τα οποία έχουν τη δυνατότητα να ανοίγουν τη µεµβράνη. Λόγω της ιδιότητας 

της τοξίνης της διφθερίτιδας να σχηµατίζει πόρους στην επιφάνεια της µεµβράνης 

αναλόγως του pH, έχει προταθεί ότι η Bcl-2 και τα οµόλογά της δρουν µε ανάλογο 

τρόπο σχηµατίζοντας πόρους στις κυτταροπλασµατικές και µιτοχονδριακές 

µεµβράνες (πιθανώς αναλόγως των διαβιβαστών που εξαρτώνται από το ηλεκτρικό 

δυναµικό ή το pH). Η δραστηριότητα αυτού του ιοντικού καναλιού έχει ανιχνευθεί µε 

το Bcl-2, το Bcl-xL και µε το υπερ-αποπτωτικό Bax σε αποµονωµένα λιπιδικά 

στρώµατα in vitro, παρόλο που επί του παρόντος, δεν υπάρχει άµεση απόδειξη για το 

σχηµατισµό καναλιών in vivo. Το Bax δύναται να αλληλεπιδράσει µε το VDAC ή/και 

το ΑΝΤ, για να απελευθερώσει κυτταρόχρωµα c. Μετά από τον ολιγοµερισµό του, 

ίσως σχηµατίζει και πόρους απελευθέρωσης κυτταροχρώµατος c µόνο του. Η 

απελευθέρωση αυτή του κυτταροχρώµατος c είναι δυνατό να ανασταλεί από τα µέλη 

της οικογένειας του Bcl-2 που περιέχουν το τµήµα ΒΗ4 όπως η Bcl-2 και το Bcl-xL 

(57). 

 

Αναλογικά προς το βασικό αποπτωτικό µηχανισµό του C.elegans, προτείνεται ένας 

δεύτερος µηχανισµός δράσης του Bcl-2 µέσω ενεργοποίησης των κασπασών. Στον 

σκώληκα αυτό, η πρωτεϊνη-προσαρµογέας Ced-4 συνδέεται µε την Ced-3 και επάγει 

την εξαρτηµένη από το ΑΤΡ αυτοενεργοποίηση του Ced-3 ζυµογόνου. Η Ced-9, το 

οµόλογο µόριο της Bcl-2 στον C.elegans, αλληλεπιδρά µε φυσιολογικό τρόπο µε τη 

Ced-4, και µπλοκάρει την ενεργοποίησή του από το Ced-3. Παρόλο που η γενετική 

µελέτη του σκώληκα έχει αποκαλύψει µόνο τις Ced-3, Ced-4 και Ced-9 ως τους 

πρωταγωνιστές αυτής της διαδικασίας, είναι πιθανό να υπάρχουν και άλλα µέλη που 
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να συµµετέχουν σε αποπτωτικά σύµπλοκα τα οποία δεν µπορούν να διαχωριστούν 

γενετικά για το λόγο ότι είναι σηµαντικές πρωτείνες που εµπλέκονται σε κάποια 

άλλη, υποχρεωτική βιολογική διαδικασία – το κυτταρόχρωµα c είναι ένα από αυτά. 

Σε αναλογία µε τη νηµατόδα οι Bcl-2/Bcl-xL ίσως αναστέλλουν  την ενεργοποίηση 

της κασπάσης-9 µε το οµόλογο του Ced-4, Apaf-1. 

  

Σε ένα τέτοιο µοντέλο, ο ρόλος των υπερ-αποπτωτικών µελών της οικογένειας των 

πρωτεϊνών του Bcl-2 είναι να αποµακρύνει τις Bcl-2/Bcl-xL από το σύµπλοκο των 

Apaf-1/cytochrome c/caspase-9 και µ’ αυτόν τον τρόπο να ξεκινήσει η 

αυτοενεργοποίηση της κασπάσης-9. 

 

Σε αντίθεση µε τα Bcl-2/Bcl-xL , το Bax –τουλάχιστον σε µερικούς τύπους κυττάρων- 

δείχνει µια ποικιλία στον εντοπισµό του στο κυτταρόπλασµα. Όµως, µε την επαγωγή 

απόπτωσης, επιστρέφει γρήγορα στη βάση του ώστε να εµφανίζει κατανοµή στα 

µιτοχόνδρια όπου υποτίθεται ότι ενώνεται µε τις Bcl-2/Bcl-xL. Αυτό δηµιουργεί µια 

πειστική απάντηση ότι η επιστροφή του Bax είναι µέρος της έναρξης της διαδικασίας 

της απόπτωσης, παρόλο που η µοριακή βάση της κίνησης αυτής είναι άγνωστη. 

 

Η βιοχηµική ανάλυση έχει δείξει ότι η απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c από τα 

µιτοχόνδρια είναι διαδικασία –κλειδί για το σχηµατισµό του αποπτωσώµατος – του 

πολυµερούς συµπλόκου που απαρτίζεται από κασπάση-9, Apaf-1, dATP και 

κυτταρόχρωµα c και το οποίο εγείρει την αυτοκαταλυτική διάσπαση και 

ενεργοποίηση της κασπάσης-9 (105). Το κυτταρόχρωµα c εντοπίζεται ανάµεσα στο 

µεσοδιάστηµα µεταξύ εξωτερικής και εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης και ο 

µοριακός µηχάνισµός της έκκρισής του παραµένει αδιευκρίνιστος. Εικάζεται ότι τα 
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Bcl-2 και Bcl-xL που εδράζουν στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, 

αναστέλλουν της απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c (106). 

  

Είναι πιθανό οι πρωτεϊνες Bcl-2/xL να δρούν µέσω και των τριών αυτών µηχανισµών. 

Ίσως η δραστηριότητα των πρωτεϊνων Bcl-2/xL στη δηµιουργία ιοντικού καναλιού 

κατευθύνει την απελευθέρωση κυτταροχρώµατος c, ενώ άλλα σηµεία της πρωτεϊνης 

αλληλεπιδρούν µε το Apaf-1. Το Bcl-2 έχει ταυτοποιηθεί ως στόχος των κασπασών ο 

οποίος διασπάται κατά την απόπτωση για να δηµιουργήσει ένα προϊόν της διάσπασης 

του καρβοξυλίου του που προωθεί την απόπτωση (21). 

 

Παραµένει ασαφές εάν τα υπερ-αποπτωτικά µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών του 

Bcl-2 επάγουν τον κυτταρικό θάνατο δρώντας ως ενεργά µόρια του αποπτωτικού 

µηχανισµού ή εάν εξουδετερώνουν τη δράση των αντι-αποπτωτικών µελών της ίδιας 

οικογένειας, τα οποία αντιπροσωπεύουν πρωτεϊνες που έχουν ενεργό συµµετοχή στις 

φυσιολογικές διαδικασίες της κυτταρικής επιβίωσης. Επιστηµονικά δεδοµένα των 

τελευταίων ετών υποστηρίζουν την πρώτη θεωρία: τα κύτταρα που στερούντο των 

γονιδίων bax και bak δείχνουν ανθεκτικά στη ραδιενεργό ακτινοβολία και την 

φαρµακευτικώς επαγόµενη απόπτωση, αλλά παραµένουν ευαίσθητα στον κυτταρικό 

θάνατο που επάγεται από το CD95. Η υπερέκφραση πρωτεϊνών που περιέχουν µόνο 

ΒΗ3 και συνδέονται µε τα αντι-αποπτωτικά οµόλογα του Bcl-2 δεν προκαλούν 

απόπτωση όταν απουσιάζουν τα Bax και Bak. Υπό τις συνθήκες αυτές, ίσως τα Bcl-2 

και Bcl-xL να µην έχουν λειτουργικό ρόλο όταν απουσιάζουν µόρια οµόλογα µε τα 

Bax και Bak, όπως έχει αποκαλυφθεί στο σακχαροµύκητα (107). 
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Το Bcl-2 και τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειάς του όχι µόνον αναστέλλουν ή 

επάγουν την απόπτωση, αλλά δύνανται να επηρεάζουν την ανάπτυξη του κυττάρου. 

Έχει καταδειχθεί η σχέση των Bcl-2 και Bcl-xL αλλά και άλλων πρωτεϊνών, 

οµολόγων προς αυτά (BHRF1-Epstein-Barr, E1B (19kDa) Adenovirus, MCL-1) που  

υπό συνθήκες υπερέκφρασης επιβραδύνουν την είσοδο των κυττάρων στον κυτταρικό 

κύκλο και επιταχύνουν την έξοδό τους από αυτόν. Αντίθετα, η υπερέκφραση της 

υπερ-αποπτωτικής πρωτεϊνης Bax επιταχύνει την είσοδο των κυττάρων στον 

κυτταρικό κύκλο. Υπάρχουν δεδοµένα που ενισχύουν την άποψη ότι η αντι-

αποπτωτική δράση του Bcl-2 είναι εφικτό να διαχωριστεί γενετικά από την 

ανασταλτική της δράση στην είσοδο του κυττάρου στον κυτταρικό κύκλο. Η µοριακή 

βάση που επιτρέπει τον έλεγχο της διαδικασίας αυτής παραµένει ασαφής, αλλά στην 

περίπτωση του MCL-1 ευτό έχει επιτευχθεί µε τη σύνδεση του υπό πολλαπλασιασµό 

κυττάρου µε πυρηνικό αντιγόνο (PCNA), αναστέλλοντας έτσι την ικανότητα του 

PCNA να επάγει την ανάπτυξη στη φάση S του κυτταρικού κύκλου (108). 

 

Το Ρ53 και η απόπτωση 
 

Το γονίδιο-αναστολέας της ανάπτυξης του όγκου, p53, είναι λειτουργικά 

ενεργοποιήσιµο στο 70% των όγκων στον άνθρωπο. Το γονίδιο αυτό µπορεί να 

δράσει ως µεταγραφικός παράγοντας και οι καλύτερα µελετηµένες λειτουργίες του 

είναι ή η επαγωγή της άρσης της ανάπτυξης του κυττάρου ή η απόπτωση. Τα επίπεδα 

του αυξάνονται κατακόρυφα όταν προκληθεί βλάβη στο DNA, κυρίως λόγω του ότι 

το -υπό κανονικές συνθήκες- βραχύβιο Ρ53, σταθεροποιείται και αποτελεί σηµαντικό 

τµήµα της άρσης της ανάπτυξης G1 και της απόπτωσης, η οποία έπεται της βλάβης 

στο DNA. Η διακοπής της λειτουργίας από το Ρ53 οφείλεται στην ιδιότητά του ως 

µεταγραφικού ενεργοποιητή συγκεκριµένης αλληλουχίας και η πρωτεϊνη Ρ21 

 63



(WAF1CIP-1), φαίνεται πως είναι κύριος δράστης στην περίπτωση αυτή. Τo 

Ρ53WAF1CIP-1 συνδεέται και αναστέλλει τις κυκλινοεξαρτώµενες κινάσες, 

προκαλώντας έτσι την άρση της λειτουργίας του πολλαπλασιασµού των κυττάρων 

(109). 

 

Το πώς η Ρ53 ρυθµίζει την απόπτωση είναι σχετικά ασαφές και φαίνεται ότι 

περιλαµβάνει τόσο οδούς που εξαρτώνται από την µεταγραφική ενεργοποίηση όσο 

και οδούς ανεξαρτήτου αυτής. Και οι δυο αυτές λειτουργίες δείχνουν να είναι δυνατό 

να αναλυθούν γενετικά: ένα µεταλλαγµένο στέλεχος από καρκίνο στον άνθρωπο 

ταυτοποιήθηκε  το οποίο είχε συγκεκριµένα χάσει την αποπτωτική του ιδιότητα αλλά 

όχι την ικανότητά του να συµµετέχει στον κυτταρικό κύκλο. Έχει προταθεί η ύπαρξη 

ενός µοντέλου στο οποίο οι ρυθµιστές της λειτουργίας (όπως το γονιδιακό παράγωγο 

atm το οποίο είναι ελαττωµατικό στην ataxia talangiectasia και το οποίο είναι µέρος 

της βιοχηµικής οδού που ανταποκρίνεται σε βλάβες στο DNA ως αποτέλεσµα 

ιοντικής ακτινοβολίας) επιλεκτικά ενεργοποιούν το Ρ53 για να ρυθµίσει ειδικά 

σηµεία στη βιοχηµική οδό, µέσω ενός µηχανισµού ο οποίος ελέγχει τον κύκλο του 

κάθε κυττάρου και την αποπτωτική του αντίδραση (110). 

 

Η απόφαση εάν ένα ξεχωριστό κύτταρο υποβάλλεται σε άρση της ανάπτυξής του ή 

απόπτωση µετά από την ενεργοποίηση του Ρ53, φαίνεται πως εξαρτάται από 

αρκετούς παράγοντες, όπως οι συνθήκες στο περιβάλλον του και ο κυτταρικός του 

τύπος. Είναι σχετικά ασφαλές να υποθέσουµε ότι, στην περίπτωση της βλάβης στο 

DNA του κυττάρου, που έπεται ο διακοπτόµενος κυτταρικός κύκλος από το Ρ53, 

υπάρχει κάποιος µηχανισµός ελέγχου ο οποίος αξιολογεί το εάν η βλάβη είναι 
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αποκαταστάσιµη σχετικά σύντοµα ή τόσο σοβαρή που το κύτταρο πρέπει να 

υποβληθεί σε απόπτωση. 

 

Ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης που ρυθµίζει το µόριο αυτό χρησιµοποιώντας 

ολιγονουκλεοτίδια, έχει δείξει ότι η φύση της απάντησης του Ρ53 σε διαφόρων ειδών 

ερεθίσµατα, εξαρτάται από τα επίπεδα της Ρ53 πρωτεΐνης στο κύτταρο, το είδος του 

ερεθίσµατος ή τη χηµική του σύσταση και τον κυτταρικό τύπο που εµπλέκεται σ’ 

αυτήν. Από τα περίπου 6000 γονίδια που έχουν εξετασθεί για ρυθµιστικές 

αντιδράσεις στο Ρ53, 107 επάγοµενα και 54 ανασταλλόµενα γονίδια χωρίστηκαν σε 

κατηγορίες απόπτωσης και αναστολής της ανάπτυξης, κυτταροσκελετικές ιδιότητες, 

παράγοντες ανάπτυξης και αναστολείς τους και µόρια προσκόλλησης. 

 

Εικάζεται ότι υπάρχουν διάφοροι µηχανισµοί όπου η πρωτεΐνη Ρ53 επεµβαίνει στον 

αποπτωτικό µηχανισµό: Το υπέρ-αποπτωτικό Bax µέλος της οικογένειας του Bcl-2, 

δείχνει ότι επάγεται µεταγραφικά από το Ρ53 κατόπιν της βλάβης στο DNA σε 

συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους. Όµως, το Bax φαίνεται να συνεισφέρει µόνο 

µερικώς στον κυτταρικό θάνατο µέσω του Ρ53: η υπερ-αποπτωτική λειτουργία του 

Ρ53 φαίνεται πως δεν επηρεάζεται στα ποντίκια που στερούνται του bax και η 

απόπτωση διαγονιδιακών θυµοκυττάρων που εκφράζουν το Bax ούτε αυξάνεται αλλά 

ούτε και επιταχύνεται σε p53-/- κύτταρα. Επιπλέον, η γενετική ανίχνευση µε DMS 

αποκάλυψε ότι η δράση του υποκινητή του Bax στα ποντίκια ρυθµίζεται από τις 

Sp1/3 και E-box πρωτείνες σύνδεσης αλλά όχι από το Ρ53 (2). 

 

Κατά ένα διαφορετικό σενάριο που έχει προταθεί, στον επαγόµενο κυτταρικό θάνατο 

από το Ρ53, η βλάβη στο DNA και η υπερέκφραση του αρχέγονου γονιδίου p53 
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προκαλεί επαγωγή της µεταγραφής του υποδοχέα TRAIL, DR5, µέσω µίας 

ιντρονικής θέσης σύνδεσης µε ειδική αλληλουχία του DNA. Η βλάβη στο DNA 

αποτυγχάνει στην επαγωγή έκφρασης του DR5 µε µεταλλαγµένο p53. Η 

υπερέκφραση του DR5 (µε επιµόλυνση) προκαλεί απόπτωση µε ανεξάρτητο τρόπο 

από τον συνδέτη TRAIL, υποδηλώνοντας ότι η έκφραση του DR5 που ακολουθεί την 

επαγωγή του Ρ53 µπορεί να ενεργοποίησει την απόπτωση. 

 

Η απόπτωση που επάγεται από UV- και Χ-ακτινοβολία εξαρτάται από το Ρ53 και 

φαίνεται πως διαµεσολαβείται από ενεργοποίηση του CD95, παρέχοντας έναν ακόµα 

δυναµικό κρίκο µεταξύ του Ρ53 και ενός υποδοχέα θανάτου (της επιφάνειας του 

κυττάρου). Ο υποδοχέας CD95 θεωρείται ήδη ως γονιδιακός στόχος για την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής από το Ρ53 (111).  

 

Άλλα γονίδια που είναι ικανά να επάγουν την απόπτωση έχουν προταθεί ως στόχοι 

του Ρ53 : η µεταγραφή του c-fos πρωτο-ογκογονίδιου ξεκινά από το από το Ρ53 σε 

κύτταρα που υφίστανται απόπτωση που µεσολαβείται από αυτό και το MCG10 έχει 

ταυτοποιηθεί ως νέος Ρ53 γονιδιακός στόχος που κωδικοποιεί το ΚΗ στέλεχος της 

πρωτεϊνης που ενώνεται µε το RNA και είναι ικανή να επάγει την απόπτωση και την 

άρση του κυτταρικού κύκλου στη φάση G2-M. Η Pidd, µια νέα πρωτεϊνη που 

περιέχει DD, έχει δείξει να επάγεται από το Ρ53 και να προωθεί την απόπτωση. Αυτό 

το µόριο ίσως συνδέει υποδοχείς θανάτου µεταξύ τους, όπως τον CD95 (ο οποίος 

περιέχει επίσης έναν υποδοχέα θανάτου ως µοτίβο αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών) 

στον Ρ53-διαµεσολαβούµενο κυτταρικό θάνατο. Με την κλωνοποίηση των 

αλληλουχιών στις οποίες συνδέεται το Ρ53 στο DNA του ανθρώπου, έχει 

ανακαλυφθεί άλλο ένα γονίδιο το p53AIP1 (P53-regulated apoptosis-inducing 
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protein1), το οποίο είναι επαγόµενο από το αρχέγονο Ρ53. Η πρωτεϊνη Ρ53ΑΙΡ1 

εντοπίζεται µέσα στα µιτοχόνδρια και η υπερέκφρασή της οδηγεί στην διακοπή του 

δυναµικού της µιτοχονδριακής µεµβράνης και στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. 

Είναι επίσης ενδιαφέρον ότι η φωσφωρυλίωση της Ser-46 εντός του Ρ53 ρυθµίζει την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής αυτού του γονιδίου που επάγει την απόπτωση. 

 

Ενώ γενικά η επαγωγή της απόπτωσης από ογκογονίδια φαίνεται να είναι εξαρτηµένη 

από το Ρ53, είναι υπό αµφισβήτηση το εάν ισχύει το ίδιο για τον κυτταρικό θάνατο 

που επάγεται από το Myc. Παρόλο που δεδοµένα από τα κύτταρα που στερούνται του 

γονιδίου p53 υποστηρίζουν ανεξαρτησία του Ρ53 στη φονική δράση του Myc, 

υπάρχουν και άλλα παραδείγµατα του Ρ53-ανεξάρτητου και c-Myc-επαγόµενου 

κυτταρικού θανάτου(110). 

 

Το Ρ53 επάγει την απόπτωση όχι µόνο µέσω µηχανισµού ανεξάρτητου της 

παράλληλης ενεργοποίησης, αλλά και µέσω µη-µεταγραφικής οδού. Στα λεία µυικά 

κύτταρα του ανθρώπου, η ενεργοποίηση του Ρ53 αύξησε δραστικά την επιφάνεια της 

έκφρασης του CD95 µε την µεταφορά του από το σύστηµα Golgi. Αυτή η 

ανακατανοµή χώρου στο κυτταρόπλασµα για το CD95 ευαισθητοποιεί τα κύτταρα 

στην επαγόµενη από το CD95 απόπτωση και γίνεται χωρίς σύνθεση RNA. 

 

Το Ρ53 µπορεί επίσης να συνεισφέρει στην απόπτωση µε άµεση µεταφορά 

διαβιβαστών στο µιτοχόνδριο: ένα κλάσµα της επαγόµενης πρωτεϊνης του Ρ53 µετά 

από βλάβη στο DNA ή ταξιδεύει προς τα µιτοχόνδρια. Αυτός ο µιτοχονδριακός 

εντοπισµός προηγείται της απελευθέρωσης κυτταροχοχρώµατος c και της 

ενεργοποίησης της προκασπάσης-3 και µπλοκάρεται από την υπερέκφραση των αντι-
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αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2. Εάν το Ρ53 αφαιρεθεί από τον πυρήνα και 

κατευθυνθεί προς τα µιτοχόνδρια µε τη χρήση µιτοχονδριακών πεπτιδίων που 

επιτρέπουν την είσοδό τους σε αυτό, είναι αρκετό για την επαγωγή της απόπτωσης σε 

κύτταρα που στερούνται Ρ53, ακόµα και µ’ ένα µεταλλαγµένο και µεταγραφικά 

ανενεργό p53. 

 

Η ρύθµισή της ενεργότητας του Ρ53 είναι µάλλον πολύπλοκη και συµβαίνει σε πολλά 

διαφορετικά επίπεδα. Η ογκοπρωτεϊνη Mdm2 ενώνεται µε το Ρ53 και είναι ένας 

φυσιολογικός περιοριστικός ρυθµιστής της ενεργότητας του Ρ53. Το Mdm2 δύναται 

να αναστείλει της λειτουργία του Ρ53 ως παράγοντα µεταγραφής µε την ένωσή του 

σε αυτό στο σηµείο της αµινοµάδας του, και έτσι αποτρέπει να αντιδράσει το Ρ53 µε 

τον µεταγραφικό µηχανισµό και να αναστείλει την ενεργοποίηση των γονιδίων που 

είναι υπεύθυνα για αυτό (110). 

 

Η σύνδεση του  Mdm2 επίσης στοχεύει το Ρ53 για την αποδόµηση από τη Ubiquitin. 

Κατά τη βλάβη στο DNA, η διακοπή της αντίδρασης των Mdm2/Ρ53 είναι 

µηχανισµός που αυξάνει την ηµιζωή του Ρ53 αναλόγως µε το µέγεθος της βλάβης . 

Το Mdm2 ρυθµίζεται µόνο του από τη µικρή, παρόµοια µε τη ubiquitin, πρωτεϊνη 

µετατροπέα SUMO-1: η σύζευξη του Mdm2 και του SUMO-1 αφαιρεί την ικανότητά 

του να είναι πανταχού παρόν και αυξάνει την ικανότητα του Mdm1να καταστήσει 

πανταχού παρούσα την Ρ53. Η µειωµένη σύνδεση των Mdm2 και SUMO-1, όταν 

υπάρχει βλάβη στο DNA, συνεισφέρει στη σταθερότητα του Ρ53 (82). 

 

Υπάρχουν κι άλλοι µηχανισµοί που µπορούν να αυξήσουν τα επίπεδα του Ρ53: το 

µεταλλαγµένο γονίδιο της ataxia talangiectasia (ΑΤΜ) που είναι µια κινάση 
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σερίνης/θρεονίνης και ισορρόπησης του Ρ53 σε ερέθισµα ιοντικής ακτινοβολίας, 

λειτουργεί εν µέρει λόγω της εξαρτηµένης από το ATM φωσφωρυλίωσης του Ρ53 

στη Σερίνη-15, και µ’ αυτόν τον τρόπο διακόπτεται το σύµπλοκο του Mdm2/P53 και 

αυξάνεται η ηµιζωή του Ρ53 σε παρουσία βλάβης στο DNA. Η πρωτεϊνική κινάση 

που εξαρτάται από το DNA (DNA-PK), είναι µια άλλη υποψήφια κινάση για να 

φωσφωρυλιώσει το Ρ53 στη σερίνη-15. Όπως έχει προαναφερθεί, η φωσφωρυλίωση 

της σερίνης-46 στο Ρ53 ρυθµίζει τη µεταγραφική του ενεργοποίηση στο υπερ-

αποπτωτικό του Ρ53 γονίδιο-στόχο p53AIP1. Η άρση της ανάπτυξης των κυττάρων 

από το Ρ53 και η απόπτωση ρυθµίζονται επίσης από ακετυλίωση και αποακετυλίωση  

Η υποξία επάγει την συγκέντρωση αρχέγονου Ρ53 µέσω του επαγόµενου από την 

υποξία, παράγοντα 1α (HIF-1a) ο οποίος ελέγχει την αύξηση της δραστικότητας της 

πρωτεΐνης Ρ53. Ο HIF-1a ενώνεται και σταθεροποιεί το Ρ53 αλλά δεν έχει άµεσο 

αποτέλεσµα στην µεταγραφική δραστηριότητά του. 

 

Η απώλεια της λειτουργίας του αναστολέα του όγκου Rb ίσως συµµετέχει στην Ρ53-

επαγόµενη απόπτωση. Στην υποφωσφωρυλιωµένη της µορφή, η Rb ενώνεται µε τους 

µεταγραφικούς παράγοντες της οικoγένειας του E2F και τους απενεργοποιεί. Στον 

κυτταρικό κύκλο η πρωτεΐνη αυτή είναι φωσφωρυλιωµένη από τις 

κυκλινοεξαρτώµενες κινάσες και αυτό έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση των 

δεσµευµένων παραγόντων του E2F, oι οποίοι είναι υπεύθυνοι για τη µετάβαση στη 

φάση G1/S. Τυχόν απώλεια της Rb, έχει ως αποτέλεσµα τον ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασµό και την εξαρτηµένη από το Ρ53 απόπτωση γεγονός που ίσως µπορεί 

να εξηγήσει το γιατί πολλοί τύποι καρκίνων εµφανίζουν µεταλλαγές τόσο στην 

έκφραση της πρωτεϊνης Ρ53 όσο και στο γονίδιο p53. 
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Το οµόλογο του Ρ53, Ρ73 φαίνεται να παίζει κάποιο ρόλο στην απόπτωση που 

επάγεται από το E2F-1. Η ενεργοποίησή της Ρ73 δίνει τα µέσα στο E2F-1 να επάγει 

κυτταρικό θάνατο επί απουσίας του Ρ53 και ίσως αυτός να είναι ένας αντικαρκινικός 

µηχανισµός ασφαλείας που εξαρτάται από το Ρ53 (109). 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ 
 

Για να είναι δυνατόν να µελετηθούν και οι δύο µορφές του κυτταρικού θανάτου, η 

νέκρωση και η απόπτωση, χρησιµοποιούνται µέθοδοι ανίχνευσης της 

κυτταροτοξικότητας. Οι µέθοδοι αυτές είναι δύο τύπων: 

• Ραδιενεργές και µη, οι οποίες µελετούν την αύξηση της διαπερατότητας της 

κυτταρικής µεµβράνης (112), αφού τα κύτταρα που πεθαίνουν γίνονται διαπερατά. 

• Φωτοµετρικές µέθοδοι, οι οποίες µετρούν τη µείωση της µεταβολικής 

δραστηριότητας των µιτοχονδρίων, αφού τα µιτοχόνδρια των νεκρών κυττάρων δεν 

µεταβολίζουν χρωµογόνα υποστρώµατα (113). 

Όµως, µε την πάροδο του καιρού και την πληθώρα των πληροφοριών σχετικά µε την 

απόπτωση που συνέρρεαν, οι ερευνητές κατάλαβαν ότι οι µελέτες 

κυτταροτοξικότητας υποτιµούσαν σε µεγάλο βαθµό το µέγεθος και το χρόνο της 

απόπτωσης. π.χ. Στις πρώιµες φάσεις της απόπτωσης δεν διαταράσσεται η 

διαπερατότητα της κυτταρικής µεµβράνης, ούτε µεταβάλλεται η µιτοχονδριακή 

δραστηριότητα. Παρόλο που οι κυτταροτοξικές µέθοδοι ανάλυσης δείχνουν 

κατάλληλες για την ανίχνευση µεταγενέστερων σταδίων της απόπτωσης, υπήρχε 

ανάγκη να αναπτυχθούν νέες τεχνικές που θα µπορούσαν να ανιχνεύουν πρώιµα 

στάδια της διαδικασίας (114). 

 

Σε συµφωνία µε την αυξηµένη κατανόηση των φυσιολογικών γεγονότων που 

συµβαίνουν κατά την απόπτωση, έχουν αναπτυχθεί αρκετές µέθοδοι για την 

ανίχνευσή της. Π.χ. οι ακόλουθες µέθοδοι µπορούν να µετρήσουν µία εκ των 

ακολούθων αποπτωτικών παραµέτρων: 
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• Τον κατακερµατισµό του DNA σε πληθυσµούς κυττάρων ή σε ξεχωριστά 

κύτταρα, των οποίων το DNA έχει διασπαστεί σε κοµµάτια διαφορετικού µήκους 

(115). 

• Τις αλλαγές στην ασυµµετρία της κυτταρικής µεµβράνης. Η φωσφατιδυλσερίνη 

µεταφέρεται από την κυτταροπλασµατική στην εξωκυττάρια επιφάνεια της 

κυτταρικής µεµβράνης (116). 

• Την ενεργοποίηση των αποπτωτικών κασπασών. Της οικογένειας αυτής των 

πρωτεασών οι οποίες ξεκινούν µια σειρά από γεγονότα τα οποία απενεργοποιούν 

πολλαπλές κυτταρικές λειτουργίες (30). 

• Της απελευθέρωση του κυτταροχρώµατος c και του AIF στο κυτταρόπλασµα από 

τα µιτοχόνδρια (96). 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥΣ ΠΛΗΘΥΣΜΟΥΣ 
 

Σήµερα έχουν αναπτυχθεί διάφορες µέθοδοι που ανιχνεύουν την αποπτωτική 

διαδικασία σε κυτταρικούς πληθυσµούς. Το ενδιαφέρον µας θα εστιαστεί σε δύο 

κύρια αποπτωτικά γεγονότα στο κύτταρο: 

Η απόπτωση και η διαµεσολαβούµενη από το κύτταρο κυτταροτοξικότητα 

χαρακτηρίζονται από τη διάσπαση του γονιδιώµατος σε τµήµατα προ της 

αποδιάταξης της µεµβράνης. Λόγω του ότι η διαδικασία αυτή είναι σηµαντική στην 

απόπτωση, έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι ανίχνευσης της προ-λυτικής διάσπασης του 

DNA οι οποίες είναι ιδιαιτέρως χρήσιµες στη διάκριση του αποπτωτικού κυτταρικού 

θανάτου. Τα τµήµατα του DNA µπορούν να ανιχνευθούν µε δύο τρόπους: 

 Α. είτε ως κλίµακες (µε πολλαπλά αντίγραφα των 180 ζευγών βάσεων, ως 

«σκαλοπάτια») οι οποίες προέρχονται από πληθυσµούς κυττάρων (18) 

 72



 Β. είτε µε ποσοτικοποίηση των κοµµατιών του DNA που έχουν συνδεθεί µε 

ιστόνες, χρησιµοποιώντας ELISA (117). 

 

Επιπλέον, έχει ανακαλυφθεί ότι οι πρωτεάσες εµπλέκονται στα πρώιµα στάδια της 

απόπτωσης (118). Η εµφάνιση αυτών των κασπασών ξεκινά µια σειρά αντιδράσεων η 

οποία απενεργοποιεί τις κυτταρικές λειτουργίες. Η ενεργοποίηση των κασπασών 

δύναται να αναλυθεί µε διάφορους τρόπους: 

 Με ενζυµική µέθοδο in vitro. Η δραστικότητα µιας συγκεκριµένης κασπάσης, 

π.χ. της κασπάσης-3, δύναται να µετρηθεί σε σπασµένα κυτταρικά εναιωρήµατα µε 

τη δέσµευση της κασπάσης και τη µέτρηση της πρωτεολυτικής της ικανότητας µε 

κατάλληλο υπόστρωµα (38). 

 Με ανίχνευση της διάσπασης σε υπόστρωµα της κασπάσης in vivo. Π.χ. η 

κασπάση-3 ενεργοποιείται στα αρχικά στάδια της απόπτωσης. Το υπόστρωµά της 

PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) και τα αποδοµηµένα παράγωγα της 

αντίδρασης δύναται να ανιχνευθούν µε αντίσωµα έναντι του PARP (49). 

 

Μέθοδοι που µετρούν την αποδόµηση του DNA 
 

Ένα κύριο χαρακτηριστικό της απόπτωσης είναι ο κατακερµατισµός του 

γονιδιώµατος του κυττάρου. Μια µη αναστρέψιµη διαδικασία που καθιστά το 

εξαναγκάζει το κύτταρο να πεθάνει. Αυτή η διαδικασία έχει ανακαλυφθεί ότι είναι 

αποτέλεσµα της ενεργοποίησης της ενδογενούς ενδονουκλεάσης που εξαρτάται από 

τα µόρια ασβεστίου και µαγνησίου (119). Το ένζυµο αυτό έχει την ιδιότητα να 

διασπά το DNA στα σηµεία που βρίσκονται µεταξύ των νουκλεοσωµατίων (DNA 

σύνδεσης) παράγοντας µονονουκλεοσωµάτια και ολιγονουκλεοσωµάτια. Τα µικρά 

αυτά τµήµατα του DNA αποκάλυψαν µετά την ανάλυσή τους µε ηλεκτροφόρηση 
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αγαρόζης, µια κλίµακα αγαρόζης που αποτελείται από πολλαπλά στελέχη των 180 

ζευγών βάσεων (120). 

 

Έχουν αναπτυχθεί ραδιενεργές και οι µη ραδιενεργές µέθοδοι για την ανίχνευση και 

ποσοτικοποίηση του διαµελισµού του DNA σε κυτταρικούς πληθυσµούς. Γενικά, οι 

µέθοδοι αυτές βασίζονται στην ανίχνευση ή/και την ποσοτικοποίηση είτε του µικρού 

µοριακού βάρους DNA το οποίο αυξάνεται στα αποπτωτικά κύτταρα, είτε του 

µεγάλου µοριακού βάρους το οποίο µειώνεται. Η βασική αρχή αυτών των µεθόδων 

είναι ότι το DNA το οποίο υφίσταται εκτεταµένο διαµελισµό δύναται να διαχωριστεί 

εύκολα από τα µεγάλα τµήµατα µε χρωµοσωµικό µήκος, για παράδειγµα µε 

φυγοκέντρηση και διήθηση (121). 

 

Για την ποσοτικοποίηση του διαµελισµού του DNA, οι περισσότερες µέθοδοι 

περιλαµβάνουν σήµανση του DNA των κυττάρων. Προ της προσθήκης του 

παράγοντα επαγωγής του κυτταρικού θανάτου ή των κυττάρων διαµεσολαβητών 

αυτού, τα κύτταρα-στόχοι επωάζονται είτε µε τριτυλιωµένη θυµιδίνη ([3H]-dT) είτε 

µε το νουκλεοτιδικό ανάλογο 5-βρώµο-2’-δεοξυουριδίνη (BrdU). Κατά τη σύνθεση 

του DNA, τα µόρια αυτά ενσωµατώνονται στο γονιδίωµα. Εν συνεχεία, τα 

σεσηµασµένα κύτταρα επωάζονται µε παράγοντες επαγωγής του κυτταρικού θανάτου 

ή κύτταρα-φονείς και το µόριο είτε διαµελίζεται είτε παραµένει ανέπαφο στον 

πυρήνα του κυττάρου. Στο τέλος ποσοτικοποιείται το διαµελισµένο και µη DNA. 

Λόγω του ότι το κυτταρικό DNA πρέπει να σηµανθεί πριν από την επαγωγή του 

κυτταρικού θανάτου, αυτή η µέθοδος ονοµάζεται και προσήµανση. Η προσήµανση 

κάποιου κυτταρικού πληθυσµού (π.χ. των κυττάρων-στόχων) επιτρέπει τη λεπτοµερή 
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παρακολούθηση των σεσηµασµένων κυττάρων όταν αυτά αναµειχθούν µε άλλο 

κυτταρικό πληθυσµό. 

 

Σε µελέτη έµµεσης κυτταροτοξικότητας, τα κύτταρα-στόχοι σηµαίνονται πριν την 

ανάµειξή τους µε τα κύτταρα-φονείς. Λόγω του σχηµατισµού πόρων στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη των κυττάρων-στόχων, το διαµελισµένο DNA 

χαµηλού µοριακού βάρους εξέρχεται από το κυτταρόπλασµα του κυττάρου στο 

υπερκείµενο της καλλιέργειας. Το δυναµικό της κυτταροτοξικότητας του κυττάρου-

φονέως µετράται µε την  ποσοτικοποίηση του παράγοντα σήµανσης που 

απελευθερώνεται από τα κατεστραµµένα κύτταρα-στόχους (122). 

 

Επειδή αυτού του τύπου η µεταβολική προσήµανση του γονιδιώµατος απαιτεί 

σύνθεση του DNA, µόνο τα κύτταρα που έχουν τη δυνατότητα να αναπαράγονται in 

vitro (π.χ. κυτταρικές σειρές) µπορούν να χρησιµοποιηθούν µ’ αυτόν τον τρόπο. Τα 

µη αναπαραγόµενα κύτταρα in vitro (π.χ. οι πρωτογενείς καλλιέργειες και τα ex vivo 

καρκινικά κύτταρα) δεν συνθέτουν DNA και ως εκ τούτου δεν ενσωµατώνουν 

σεσηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια. 

 

Για να ανιχνευθεί το διαµελισµένο DNA αυτών των κυττάρων, πρέπει να αποµονωθεί 

από τα κύτταρα υπό µελέτη και να αναλυθεί µε ηλεκτροφόρηση  αγαρόζης. 

Εναλλακτικά, µπορεί να χρησιµοποιηθεί ανοσοϊστοχηµική µέθοδος ανίχνευσης του 

DNA µε χαµηλό µοριακό βάρος (το οποίο έχει ενωθεί µε ιστόνη). 

Κάθε µία από τις µεθόδους ανίχνευσης της απόπτωσης έχει τα πλεονεκτήµατα και τα 

µειονεκτήµατά της. Λόγω της πολυπλοκότητας των µηχανισµών που οδηγούν σε 
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απόπτωση, οι περισσότερες µέθοδοι που δηµοσιεύονται δεν επαρκούν από µόνες τους 

να πιστοποιήσουν την διαδικασία. 

 

Για να γίνει αυτό πρέπει να ικανοποιηθούν κάποια επιπλέον κριτήρια όπως για 

παράδειγµα της κυτταρικής µορφολογίας. Τα µορφολογικά κριτήρια της απόπτωσης 

περιλαµβάνουν, π.χ. συµπύκνωση της χρωµατίνης µε συσσωµατώµατα κατά µήκος 

του πυρήνα και φυσαλιδοειδείς σχηµατισµού της κυτταρικής µεµβράνης, 

παρατηρήσεις που ακολουθούνται από το σχηµατισµό αποπτωσωµάτων. Όταν ο 

ενδονουκλεοσωµικός κατακερµατισµός του DNA συνοδεύεται από αυτά τα 

µορφολογικά χαρακτηριστικά, τότε παρέχονται οι αναγκαίες αποδείξεις ώστε ο 

θάνατος του κυττάρου να θεωρείται αποπτωτικός (26). 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΠΟΥ ΜΕΤΡΟΥΝ ΤΙΣ ΠΡΩΤΕΑΣΕΣ ΠΟΥ ΕΠΑΓΟΥΝ ΤΗΝ 
ΑΠΟΠΤΩΣΗ (ΚΑΣΠΑΣΕΣ) 
 

Αρκετός αριθµός κασπασών θεωρείται ότι διαµεσολαβεί στα πολύ πρώιµα στάδια της 

απόπτωσης. Π.χ. µία από αυτές, η κασπάση-3 (CPP32) απαιτείται για την επαγωγή 

της απόπτωσης από συγκεκριµένους παράγοντες (ειδικά τον TNF και τον cytotoxic 

T-cell ligand effector – CD95 (που αποκαλείται και Fas))(123). 

 

Αυτές οι πρωτεάσες διασπούν έναν µεγάλο αριθµό υποστρωµάτων στο καρβοξυλικό 

άκρο των µορίων ασπαρτικού οξέος. Όλες συντίθενται ως προένζυµα, των οποίων η 

ενεργοποίηση περιλαµβάνει διάσπαση των µορίων. Καθώς οι κασπάσες είναι πιθανώς 

τα σηµαντικότερα µόρια επίδρασης για την εκκίνηση µιας σειράς βιοχηµικών 

αντιδράσεων που οδηγούν σε αποπτωτικό θάνατο, οι µέθοδοι που επικεντρώνονται σ’ 
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αυτές µπορούν  να ανιχνεύσουν την απόπτωση νωρίτερα χρονικά από άλλες µεθόδους 

(30). 

 

Η πιο διαφωτιστική µέθοδος ανίχνευσης των κασπασών περιλαµβάνει µέτρηση των 

πρωτεολυτικών υποπροϊόντων που βρίσκονται στα αποπτωτικά κύτταρα µε τη χρήση 

Western Blot. Ένα εµπορικώς διαθέσιµο αντίσωµα έναντι του PARP, το anti-PARP, 

δύναται να χρησιµοποιηθεί σε αυτή τη µέθοδο. Το αντίσωµα αυτό ανιχνεύει τις 

ανέπαφες και διασπασµένες µορφές του ενζύµου της Poly-ADP-Ribose Polymerase, 

το οποίο είναι ο στόχος µερικών από τις κασπάσες (122). 

 

Για την ειδική και ποσοτική µέτρηση της ενεργότητας των κασπασών η Western Blot 

δεν είναι η πλέον κατάλληλη µέθοδος. Για το σκοπό αυτό έχουν αναπτυχθεί νέες 

µέθοδοι οι οποίες βασίζονται στην ανίχνευση των διασπασµένων υποστρωµάτων των 

κασπασών (38). Όµως, τα πιο πολλά υποστρώµατα των κασπασών δεν διασπώνται 

ειδικά από κάποια συγκεκριµένη κασπάση, η οποία απλώς εµφανίζει µεγαλύτερη 

εκλεκτικότητα για το συγκεκριµένο υπόστρωµα, ενώ οι υπόλοιπες δρουν σ’ αυτό σε 

πιο περιορισµένη κλίµακα. 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΣΕ ΜΕΜΟΝΩΜΕΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 
 

Υπάρχουν αρκετές µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία χρόνια για τη µελέτη 

της απόπτωσης σε ξεχωριστά κύτταρα. Το ενδιαφέρον µας θα εστιαστεί στη µελέτη 

δύο κύριων αποπτωτικών γεγονότων στο κύτταρο: 

1. Στον κατακερµατισµό του DNA ο οποίος χρησιµεύει στη µελέτη του κυτταρικού 

θανάτου σε πληθυσµούς κυττάρων ο οποίος µπορεί να χρησιµεύσει και για ξεχωριστά 

κύτταρα. Όπως έχει περιγραφεί και προηγουµένως, ο διαµελισµός του DNA είναι 

σηµαντικό γεγονός της απόπτωσης και οι µέθοδοι που τον χρησιµοποιούν ως δείκτη 

της είναι ιδιαίτερα δηµοφιλείς. 

 

Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για να µετρηθεί η έκταση των κοµµατιών DNA, 

βασίζονται στη σήµανση/χρώση του κυτταρικού γονιδιώµατος. Το DNA αυτό στη 

συνέχεια αναλύεται µε κυτταροµετρία ροής, µικροσκοπία φθορισµού ή απλό 

µικροσκόπιο. 

 

Σε γενικές γραµµές, µπορούν να χρησιµοποιηθούν δύο διαφορετικές µέθοδοι 

σήµανσης για να ταυτοποιηθεί το DNA στα αποπτωτικά κύτταρα: 

• Με ενζυµική σήµανση: όπου το κυτταρικό DNA σηµαίνεται µε 

τροποποιηµένα ολιγονουκλεοτίδια (π.χ. συζεύξεις Biotin-dUTP, DIG-dUTP, 

fluorescein-d-UTP), χρησιµοποιώντας εξωγενή ένζυµα (όπως terminal transferase, 

DNA polymerase). Μ’ αυτόν τον τρόπο ανιχνεύεται η έκταση του διαµελισµού του 

DNA (124). 

• Η χρώση µε φθοριοχρώµατα: το DNA του κυττάρου βάφεται µε φθορίζουσες 

χρωστικές, οι οποίες έχουν την ιδιότητα να ενώνονται µε το DNA και να επιδρούν σε 

αυτό. Με την ένωσή τους µε το DNA αυτές οι χρώστικές καθίστανται ιδιαίτερα 
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φθορίζουσες. Τα αποπτωτικά κύτταρα ενώνονται σε χαµηλότερο βαθµό µε αυτές τις 

χρωστικές καθώς χάνουν το DNA τους κατά τη διαδικασία της χρώσης (125). 

 

2. Πλέον αυτών, τα ξεχωριστά κύτταρα που υφίστανται απόπτωση µπορούν να 

µελετηθούν µε µεθόδους που ανιχνεύουν αλλαγές στην κυτταρική τους µεµβράνη 

(διαφοροποιήσεις στην ασυµµετρία ή τη διαπερατότητα των µεµβρανών κυττάρων, οι 

οποίες λαµβάνουν χώρα όταν η µεµβράνη συρρικνώνεται και καθίσταται σηµαντικά 

διαπερατή). Π.χ. κατά την απόπτωση, η φωσφατιδυλσερίνη µετακινείται από την 

κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης στην εξωκυττάρια και δύναται να 

ανιχνευθεί µε Annexin-V (112) . 

 

Η ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΣΗΜΑΝΣΗΣ TUNEL 
 

Όπως ήδη ανεφέρθη, η εκτεταµένη αποδόµηση του DNA είναι χαρακτηριστικό 

φαινόµενο που συµβαίνει συχνά σε πρώιµα στάδια της απόπτωσης. Η διάσπαση του 

παράγει ζεύγη βάσεων DNA χαµηλού µοριακού βάρους από DNA µεγάλου µοριακού 

βάρους. Αυτά τα κοµµάτια της αλληλουχίας του DNA µπορούν να ανιχνευθούν µε 

ενζυµική σήµανση των ελευθέρων ριζών υδροξυλίου µε τροποποιηµένα νουκλεοτίδια  

(X-dUTP, X-biotin, συζευγµένα µε διγοξυγενίνη ή fluorescein). Κατάλληλα 

υποψήφια ένζυµα σήµανσης περιλαµβάνουν την DNA Polymerase (nick translation) 

και την terminal deoxynucleotidyl trasnferase (end labeling) (122). 

 

Η DNA polymerase Ι καταλύει την προσθήκη τµηµάτων DNA στα τυχαία σηµεία που 

έχει δηµιουργηθεί ρήξη του µορίου. Η αντίδραση αυτή (που ονοµάζεται In Situ Nick 

Translation, ISNT) ανιχνεύοντας όχι µόνον το αποπτωτικό DNA αλλά και την τυχαία 
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του αποδόµηση από πολλαπλά µόρια ενδονουκλεασών που εµφανίζονται κατά την 

κυτταρική νέκρωση. 

 

Με τη χρήση της 

terminal 

deoxynucleotidyl 

trasferase (TdT) 

δύναται να 

σηµανθούν τα τυφλά 

µέρη του DNA διπλής 

έλικας άρτητα 

από την αλληλουχία των βάσεων που το αποτελούν. Η µέθοδος nick end-labeling έχει 

επίσης ονοµασθεί TUNEL (TdT-mediated X-dUTP nick end labeling) (126). Η 

µέθοδος αυτή είναι περισσότερο ευαίσθητη και γρήγορη από την ISNT. Επιπλέον, τα 

κύτταρα που υφίστανται  απόπτωση σε πρώιµο στάδιο σηµαίνονται ευκολότερα µε 

TUNEL, ενώ τα νεκρωτικά κύτταρα µε ISNT. H έως τώρα εµπειρία δείχνει ότι η 

TUNEL είναι πιο ειδική για την απόπτωση και η συνδυασµένη χρήση της µε τη nick 

translation µπορεί να δώσει τη δυνατότητα να ταυτοποιηθούν και να διαχωριστούν τα 

νεκρωτικά από τα αποπτωτικά κύτταρα (127). 

ανεξ Εικόνα 20: Σχηµατική αναπαράσταση των µεθόδων In Situ Nick
Labelling (ISNT)  και In Situ End Labelling (TUNEL) 

 

Για να επιτραπεί στα εξωγενή ένζυµα να εισέλθουν στο κύτταρο, πρέπει η κυτταρική 

µεµβράνη να καταστεί διαπερατή πριν από την ενζυµική αντίδραση. Για να 

αποφευχθεί η απώλεια DNA µικρού µοριακού βάρους από τα κύτταρα που έχουν 

γίνει διαπερατά, συνίσταται η µονιµοποίηση των κυττάρων αυτών µε φορµαλδεΰδη ή 

γλουταραλδεϋδη πριν από την διαπερατοποιήση. Η µέθοδος αυτή εµπλέκει το DNA 
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χαµηλού µοριακού βάρους µε άλλα κυτταρικά συστατικά και περιλαµβάνει την 

εκχύλιση του κατά τη διαδικασία της διαπερατοποίησης (128). Όταν σηµανθούν τα 

ελεύθερα τέλη 3’ του DNA µε biotin-dUTP ή DIG-dUTP, τα ενσωµατωµένα 

ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύονται σε δεύτερο στάδιο επώασης µε (στρεπτ)αβιδίνη ή µε 

αντίσωµα έναντι της διγοξυγενίνης το οποίο έχει συζευχθεί µε µοριακό δείκτη (π.χ. 

Fluorescein, AP, POD)(129). 

 

Σε αντίθεση µε αυτό, η χρήση συζευγµένης fluorescein-dUTP για να σηµανθούν τα 

κοµµένα µέλη του DNA δίνει τη δυνατότητα να ενσωµατωθούν άµεσα τα 

ολιγονουκλεοτίδια µε µικροσκόπιο φθορισµού ή κυτταροµετρητή ροής. Η άµεση 

σήµανση µε fluorescein-dUTP προσφέρει και άλλα πλεονεκτήµατα, όπως την 

ελαχιστοποίηση της παραγωγής µη ειδικής αντίδρασης µε ευαισθησία ίση µε την 

έµµεση σήµανση και άρα, είναι τόσο ισχυρή όπως και η έµµεση µέθοδος στην 

ανίχνευση της απόπτωσης (116). Επιπλέον, ο φθορισµός µπορεί να µετατραπεί σε 

φωτοµετρικό σήµα εάν χρησιµοποιηθεί στο δείγµα συζευγµένο µε δείκτη αντίσωµα 

έναντι της φλουορεσκεΐνης.  

Παρόλο που οι µέθοδοι ενζυµικής σήµανσης είναι αρκετά χρονοβόρες (λόγω του 

αυξηµένου χρόνου επώασης και των πλύσεων που απαιτούν) έχουν το πλεονέκτηµα 

της µεγάλης ευαισθησίας και ειδικότητας (117). 

 

 81



Μέθοδοι που Ανιχνεύουν τις µεµβρανικές µεταβολές 
 

Σε αντίθεση µε τη νέκρωση, η απόπτωση δεν προκαλεί φλεγµονή (1). Στα τελικά 

στάδια της απόπτωσης, τα αποπτοσώµατα προσλαµβάνονται από τα µακροφάγα και 

άλλα φαγοκύτταρα in vivo. Έτσι, τα αποπτωτικά κύτταρα αφαιρούνται οµαλά από 

τον κυτταρικό πληθυσµό χωρίς την έκκριση των περιεχοµένων τους και δεν 

προκαλούν φλεγµονώδη αντίδραση (130). 

 

Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο το αποπτωτικό κύτταρο καθίσταται στόχος των 

φαγοκυττάρων δεν έχει διευκρινιστεί. Πάντως, έχει αποδειχθεί ότι ένας αριθµός 

αλλαγών λαµβάνουν µέρος στην επιφάνεια του κυττάρου κατά την απόπτωση, κάθε 

µία από τις οποίες µπορεί να αποτελεί µήνυµα για την αφαίρεσή του από τα 

φαγοκύτταρα. Οι µεµβρανικές αλλαγές περιλαµβάνουν: 

• Απώλεια των µορίων σιαλικού οξέος από τις πλευρικές αλυσίδες των 

γλυκοπρωτεϊνών της κυτταρικής επιφάνειας, εκθέτοντας έτσι νέα µόρια σακχάρων. 

• Η αποκάλυψη επιφανειακών γλυκοπρωτεϊνών που ίσως δρουν ως υποδοχείς 

των εκκρινόµενων από τα µακροφάγα συνδετικών µορίων, όπως η θροµβοσπονδίνη. 

• Η απώλεια της ασυµµετρίας των φωσφολιπιδίων της κυτταρικής µεµβράνης, 

η οποία έχει ως αποτέλεσµα την άρση της υδροφοβικότητας και του ηλεκτρικού 

δυναµικού της. 

 

Θεωρητικά, κάθε µία από αυτές τις αλλαγές στη σύσταση της µεµβράνης θα 

µπορούσε να αποτελεί στόχο ανίχνευσης των αποπτωτικών κυττάρων. Στην 

πραγµατικότητα, όµως, µόνο µία από αυτές χρησιµοποιείται: η άρση της κατανοµής 

των φωσφολιπιδίων (23). 
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Στα φυσιολογικά κύτταρα η κατανοµή των φωσφολιπιδίων είναι ασύµµετρη, µε την 

έσω πλευρά της µεµβράνης να περιέχει ανιονικά φωσφολιπίδια (όπως τη 

φωσφατιδυλσερίνη) και την εξωτερική πλευρά να περιέχει κυρίως ουδέτερα 

φωσφολιπίδια. Στα αποπτωτικά κύτταρα, το ποσό της φωσφατιδυλσερίνης (PS) στην 

εξωτερική επιφάνεια της µεµβράνης αυξάνεται, εκθέτοντάς την στο εξωτερικό 

περιβάλλον. 

Η Annexin-V, µία πρωτεΐνη που εξαρτάται από την παρουσία ασβεστίου για να 

συνδεθεί µε φωσφολιπίδιο, έχει ειδική προσκολλητική ικανότητα στην PS (112). 

Παρόλο που δεν προσκολλάται στα ζωντανά κύτταρα, η Annexin V συνδέεται µε την 

PS που βρίσκεται στην µεµβρανική επιφάνεια του αποπτωτικού κυττάρου. Άρα, έχει 

αποδειχθεί κατάλληλος δείκτης για την ανίχνευση των αποπτωτικών κυττάρων (131). 

 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΑΠΟΠΤΩΣΗ. 
 

Όπως ανελύθη στο προηγούµενο κεφάλαιο, υπάρχουν αρκετά γονίδια που ρυθµίζουν 

γενετικά τη διαδικασία της απόπτωσης. Οι µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί για να 

ανιχνεύουν τις πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονίδια αυτά µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν συµπληρωµατικά των µεθόδων που έχουν ήδη περιγραφεί. 

 

Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών αυτών που ρυθµίζουν την αποπτωτική διαδικασία 

έχουν αναπτυχθεί µια σειρά αντισωµάτων έναντι της p53 καθώς και έναντι της 

ογκοπρωτεΐνης Bcl-2, τα οποία είναι εµπορικώς διαθέσιµα. 

 

Το µόριο Fas (CD95/APO-1) ταυτοποιήθηκε αρχικά ως υποδοχέας της επιφάνειας 

του κυττάρου ο οποίος διαµεσολαβεί στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων και προκαλεί τον περιορισµό των καρκινικών όγκων 
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που έχουν προκληθεί πειραµατικά και αναπτύσσονται σε πειραµατόζωα. Το Anti-Fas 

το οποίο είναι εµπορικώς διαθέσιµο είναι κατάλληλο για την επαγωγή της απόπτωσης 

και την ανίχνευσή του από τον υποδοχέα Fas (132). 
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KΥΤΤΑΡΑ ΤΟΥ KUPFFER ΚΑΙ ΚΟΛΠΟΕΙ∆Η ΤΟΥ 
ΗΠΑΤΟΣ 

 
ΗΠΑΤΙΚΑ ΚΟΛΠΟΕΙ∆Η 

Το ήπαρ αποτελείται από τα ηπατοκύτταρα και τα κολποειδικά κύτταρα. Τα  

ηπατοκύτταρα έχουν ως βασική λειτουργία τη ρύθµιση του µεταβολισµού του 

οργανισµού. Τα κύτταρα του ηπατικού κολποειδούς συµµετέχουν στη διατήρηση της 

ηπατικής οµοιοστασίας και στη ρύθµιση της ανοσολογικής απάντησης του 

οργάνου(133). 

 

Το ηπατικό κολποειδές αποτελείται από πλευράς κυτταρικής σύστασης από: α. τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, β. τα κύτταρα του Ito, γ. τα κύτταρα του Kupffer και δ. τα 

κύτταρα pit, που έχουν το ρόλο κυττάρων φυσικών φονέων (natural killer cells 

NKC’s). Μέσα στο κολποειδές του ήπατος, κάθε οµάδα από τις προαναφερόµενες 

έχει συγκεκριµένη εντόπιση, η οποία σχετίζεται άµεσα µε τις βιολογικές λειτουργίες 

που καλούνται να επιτελέσουν. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα κύτταρα του Kupffer, 

βρίσκονται µπροστά από τον υπενδοθηλιακό χώρο του Disse και σε άµεση επαφή µε 

την πυλαία κυκλοφορία, δηµιουργώντας 

ένα φυσικό φραγµό που εµποδίζει την 

άµεση επαφή των ηπατοκυττάρων µε το 

αίµα της πυλαίας (134). 

 Εικόνα 21: Τα κύτταρα του ηπατικού
κολποειδούς 
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ΤΑ ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΟΥ ΗΠΑΤΙΚΟΥ ΚΟΛΠΟΕΙ∆ΟΥΣ  

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα του κολποειδούς αποτελούν το 15-20% του ολικού αριθµού 

των κυττάρων του ήπατος και σχηµατίζουν µια µονοκυττάρια στοιβάδα µπροστά από 

το χώρο του Disse (135). Τα ενδοθηλιακά κύτταρα έχουν ιδιαίτερα σηµαντικές 

λειτουργίες και µορφολογικά χαρακτηριστικά. 

 

∆ιήθηση 

Το κύριο µορφολογικό χαρακτηριστικό των ενδοθηλιακών κυττάρων του 

κολποειδούς είναι οι θυρίδες που διαθέτουν (fenestrae). Οι θυρίδες αυτές έχουν 

διάµετρο περίπου 100nm και είναι διατεταγµένες σε οµάδες των 10-50, 

δηµιουργώντας έτσι µικρές επιφάνειες µε µορφή κόσκινου(136). Η χωροδιάταξή τους 

στην επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων επιτρέπει την άµεση επικοινωνία µεταξύ 

του κολποειδούς και του διαστήµατος του Disse. Η έλλειψη βασικής µεµβράνης 

φέρνει σε άµεση επαφή το διάστηµα του Disse µε τα ηπατοκύτταρα, γεγονός που 

επιτρέπει την αποτελεσµατική µεταφορά µεταβολιτών από το πλάσµα στα 

ηπατοκύτταρα (137). Η έλλειψη βασικής µεµβράνης είναι µοναδικό χαρακτηριστικό 

του κολποειδούς και αποτελεί πλεονέκτηµα στη συγκεκριµένη λειτουργία. 

Παρόλαυτά σηµειώνεται ότι η βασική µεµβράνη κάνει την εµφάνιση της κατά την 

ηπατική βλάβη, φαινόµενο που συχνά σχετίζεται µε τη µείωση του αριθµού των 

θυρίδων στα ενδοθηλιακά κύτταρα, επάγοντας, πιθανώς, την ηπατική βλάβη (138). 

Μορφοµετρικές µελέτες των θυρίδων του κολποειδούς έχουν δείξει λοβιώδη 

ετερογένεια σε σχέση µε τον αριθµό και τη διάµετρο τους. Συγκεκριµένα, ο αριθµός 

και η διάµετρος των θυρίδων εµφανίζονται αυξηµένοι στη ζώνη 3 (περιφλεβικά ή 

κεντρολοβιωδώς) σε σχέση µε τη ζώνη 1 (περιπυλαία) του ήπατος (136). 
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Η Ρύθµιση της ροής του αίµατος στο ηπατικό κολποειδές. 
 

Έχει αναγνωριστεί ο βασικός ρόλος του κολποειδούς στην ηπατική 

µικροκυκλοφορία, αλλά ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο ρυθµίζεται παραµένει 

άγνωστος (138). 

 

Ίσως στη ρύθµιση να εµπλέκονται τα µικροφλεβίδια της ηπατικής φλέβας, και το 

ενδοθηλιακό κύτταρο που επίσης παίζει κάποιο ρόλο. Ο Oda και συνεργάτες , που 

µελέτησαν λεπτοµερώς τη ρύθµιση της κυκλοφορίας του ηπατικού κολποειδούς 

χρησιµοποιώντας in vivo µικροσκοπία και αγγειοενεργές ουσίες, ανακάλυψαν ότι το 

διαµέτρηµα του κολποειδούς άλλαζε παράλληλα µε τη διαστολή των µικροφλεβιδίων 

της ηπατικής φλέβας. Επιπλέον, παρατήρησαν ότι το φαινόµενο αυτό συνοδευόταν µε 

µείωση του µεγέθους των θυρίδων των ενδοθηλιακών κυττάρων και ότι αυτή η 

µεταβολή συσχετίζεται µε τη ροή του αίµατος στο κολποειδές(138). Όµως, παραµένει 

αδιευκρίνιστο αν οι θυρίδες έχουν ρυθµιστικό ρόλο εντός του κολποειδούς 

συστήµατος. Έχει καταδειχθεί πειραµατικά ότι οι αγγειοσυσταλτικές και οι 

αγγειοδιασταλτικές ουσίες έχουν αγγειοσυσπαστική δράση σε κυτταροκαλλιέργειες 

ενδοθηλιακών κυττάρων του κολποειδούς του ήπατος (139). Το γεγονός αυτό 

καθιστά υπεύθυνες τις θυρίδες που αυτά φέρουν, οι οποίες εµπλέκονται στη ρύθµιση 

της ροής του αίµατος εντός του κολποειδούς. 
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Η Ενδοκυττάρια λειτουργία 

Περαιτέρω µορφοµετρικές µελέτες στα ενδοθηλιακά κύτταρα του κολποειδούς, 

αποκάλυψαν την αφθονία ειδικών οργανιδίων για την ενδοκυττάρωση, όπως µικρά 

πινοκυττικά κυστίδια, ενδοσωµάτια και λυσοσωµάτια (140). Παρόλο που τα κύτταρα 

του Kupffer είναι γνωστό ότι διαθέτουν έντονη φαγοκυτταρική δραστηριότητα, τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα του κολποειδούς του ήπατος επιδεικνύουν αυξηµένη ικανότητα 

ενδοκυττάρωσης σε σχέση µε τα Kupffer για συγκεκριµένες ουσίες όπως η ηπαρίνη, 

η αλβουµίνη, το κολλοειδές του θειούχου αντιµονίου, οι λιποπρωτεΐνες, η 

σερουλοπλασµίνη, η σιδηροτρανσφερίνη, η λακτοφερίνη και το υαλουρονικό οξύ 

(141). 

 

Το µέγεθος των σωµατιδίων του εµπεριέχονται στα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι 

σηµαντικό για την ικανότητα τους να προσροφούν τις ουσίες. Ενώ η απορρόφηση 

σωµατιδίων µεγέθους τουλάχιστον 0,8µm αποτελεί ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των 

κυττάρων του Kupffer, σε περίπτωση βλάβης των τελευταίων, τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα του κολποειδούς του ήπατος µπορούν να φαγοκυτταρώνουν ακόµη και 

µεγάλα µόρια (142). 

 

ΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ KUPFFER 
 

Τα κύτταρα Kupffer εντοπίζονται αγκιστρωµένα στο πλέγµα των ενδοθηλιακών 

κυττάρων και έρχονται σε επαφή µε τα ηπατοκύτταρα µε µακρούς 

κυτταροπλασµατικούς σχηµατισµούς που διασχίζουν τη στοιβάδα των ενδοθηλίων 

και τον υπενδοθηλιακό χώρο του Disse (143). Η συγκεκριµένη χωροδιάταξη και δοµή 

 88



των κυττάρων του Kupffer υποδηλώνει τη σηµασία του ρόλου τους στην άµυνα του 

ήπατος, αφού έρχονται σε άµεση επαφή µε την πυλαία κυκλοφορία, το αίµα της 

οποίας φέρει αντιγονικούς παράγοντες, ιούς, βακτήρια, τοξίνες, ακόµη και καρκινικά 

κύτταρα που προέρχονται από το πεπτικό σύστηµα (144). Το γεγονός αυτό καθιστά 

τα κύτταρα Kupffer βασικούς παράγοντες στην ανοσολογική ρύθµιση, αφού στη µεν 

πυλαία κυκλοφορία η ταχύτητα ροής του αίµατος είναι περίπου 25ml/s, στο επίπεδο 

του ηπατικού κολποειδούς δε, τα λευκά αιµοσφαίρια αναγκάζονται να διέλθουν από 

ιδιαίτερα στενά κολποειδή διαµέτρου 

µερικών µm µε πολύ µικρή ταχύτητα 

(0,4µm/s), αναγκάζοντάς τα να 

έλθουν σε παρατεταµένη επαφή µε 

αυτά (145).  

 

Τα κύτταρα Kupffer αποτελούν το 

80-90% των ιστικών µακροφάγων του δυκτιοενδοθηλιακού συστήµατος και περίπου 

το 15% του συνολικού αριθµού των κυττάρων του ήπατος. Από αυτά, τα περισσότερα 

εντοπίζονται περιπυλαία (ζώνη 1), όµως σηµαντικός αριθµός υπάρχει στην ενδιάµεση 

ζώνη του ηπατικού λοβίου (ζώνη 2) και τα υπόλοιπα βρίσκονται περιφλεβικά (ζώνη 

3)(143). Μορφολογικά, τα κύτταρα του Kupffer είναι τυπικά µακροφάγα, έχοντας 

ανοµοιογενές περίγραµµα, ψευδοπόδια και λάχνες (146). Εσωτερικά, η σύσταση των 

οργανιδίων τους υποδεικνύει τον σηµαντικό τους ρόλο ως φαγοκύτταρα, έχοντας 

µεγάλο αριθµό λυσοσωµάτων µε ποικίλα λυσωσωµικά ένζυµα (καθεψίνες, 

γλουκουρονιδάση, αρυλ-σουλφατάση, όξινη φωσφατάση) και πινοκυτταρικά 

κυστίδια (147). Τα κύτταρα Kupffer της ζώνης 1 (περιπυλαία), εµφανίζονται 

µεγαλύτερα σε µέγεθος, µε πολλά και ετερογενή λυσοσώµατα, ενώ επιδεικνύουν 

Εικόνα 22: Κύτταρο Kupffer εντός του ηπατικού
κολποειδούς 
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έντονη φαγοκυτταρική δραστηριότητα (139). Αντίθετα, τα περιφλεβικά (ζώνη 3) 

κύτταρα Kupffer είναι µικρότερα σε µέγεθος από αυτά του περιπυλαίου πληθυσµού 

και εµφανίζουν εντονότερη κυτταροτοξική δραστηριότητα και παραγωγή βιολογικά 

ενεργών ουσιών (κυτταροκινών, χηµειοκινών, κ.α.) (148) . 

Κατόπιν της εισαγωγής ξένων ουσιών στο ήπαρ, τα κύτταρα Kupffer διαστέλλονται 

σε µεγάλο βαθµό, προκαλώντας µ’ αυτόν τον τρόπο ακόµα και εµπόδιο στο 

κολποειδές του ήπατος και ίσως εξελίσσονται σε πολυπύρηνα γιγαντιαία κύτταρα 

(149). Αρκετά είδη παθογόνων όπως ιοί, βακτήρια, µύκητες και παράσιτα µπορούν να 

εξουδετερωθούν από τα κύτταρα αυτά, που έχουν ακόµη και τη δυνατότητα να 

εξουδετερώνουν ανοσολογικά συµπλέγµατα, καρκινικά κύτταρα, λιποσώµατα, 

λιπιδικά µικροσφαιρίδια, σίδηρο και άλλα κυτταρικά και µοριακά συµπλέγµατα 

(150). Η κάθαρση της εµπεριεχοµένης στην κυκλοφορία ενδοτοξίνης αποτελεί µια 

από τις βασικότερες τους λειτουργίες (151). Η ενδοτοξίνη είναι ο σηµαντικότερος 

παράγοντας ενεργοποίησης των κυττάρων του Kupffer, τα οποία µε τη σειρά τους 

επάγουν την παραγωγή ιστο-τοξικών διαµεσολαβητών, όπως οι φλεγµονώδεις 

κυτταροκίνες (IL-1), ο TNF-α(152), οι ρίζες ενεργού οξυγόνου και οι προερχόµενες 

από αυτά πρωτεάσες (153), µε φυσικό επακόλουθο την ιστική βλάβη, ιδιαίτερα κατά 

την υπερέκφραση τους. 

 

Συµπερασµατικά, τα κύτταρα Kupffer παίζουν βασικό ρόλο στην αµυντική 

δυνατότητα του ξενιστή δρώντας ως βιολογικό φίλτρο που εντοπίζεται στην 

προσυστηµατική κυκλοφορία. Ενώ η υπερπαραγωγή διαµεσολαβητών από αυτά 

επάγει την ηπατική βλάβη (154). 
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Ιστορικά στοιχεία, Προέλευση, ∆ιαφοροποίηση και Ωρίµανση των κυττάρων του 
Kupffer. 

Από τα τέλη του 19ου αιώνα και για τρείς περίπου 

δεκαετίες, ο Γερµανός ανατόµος Carl von Kupffer 

περιέγραψε δύο τύπους κυττάρων του ηπατικού 

κολποειδούς: τα επωνοµαζόµενα σήµερα κύτταρα Ito, που 

τότε ονόµασε αστροκύτταρα (Sternzellen) και τα 

µακροφάγα του ήπατος (τα οποία κατόπιν ονοµάσθηκαν 

κύτταρα Kupffer προς τιµήν του) ως “ενδοθηλιακά 

κύτταρα - προσλαµβάνοντα ινική” (Perivasculäre Bindgewebszellen) (155). 

Εικόνα 23: Carl von 
Kupffer 

 

Στις αρχές του 20ου αιώνα, ο Kiyono, παρατηρώντας κύτταρα τα οποία βάφονταν µε 

lithium carmine σε διάφορους ιστούς, κατηγοριοποίησε τα κύτταρα Kupffer ως 

“κύτταρα που προέρχονται από το δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα των κολποειδών”. 

Λίγα χρόνια αργότερα, ο Aschoff περιέγραψε το δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα ως 

“σύστηµα κυττάρων διασπαρµένων στον οργανισµό, τα οποία έχουν κοινή 

µορφολογία, λειτουργία και µεσεγχυµατική προέλευση, αποτελούµενη από 

δικτυοενδοθήλια (φαγοκυτταρικά ενδοθήλια) και ιστιοκύτταρα (µακροφάγα), 

κατηγοριοποιώντας µε αυτόν τον τρόπο τα Kupffer και τα ενδοθηλιακά κύτταρα ως 

µία κυτταρική µονάδα του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος στο ήπαρ (156). 
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Πενήντα χρόνια αργότερα, ο Wisse, χρησιµοποιώντας τεχνικές µονιµοποίησης µε 

ιστική διήθηση και ιστοχηµική χρώση κατέδειξε τη διαφορετικότητα µεταξύ των δύο 

πληθυσµών των κυττάρων του κολποειδούς µε τα κύτταρα του Kupffer να 

αντιπροσωπεύουν τα ιστικά µακροφάγα του ήπατος (157). Τα κύτταρα του Kupffer 

ορίζονται ως µακροφάγα του ηπατικού κολποειδούς που εµφανίζουν τα εξής 

χαρακτηριστικά: 

• έντονη φαγοκυτταρική δραστηριότητα 

• θετικότητα για µονοκλωνικά αντισώµατα έναντι των µακροφάγων 

• ικανότητα πολλαπλασιασµού 

• ενδογενή υπεροξειδάση µε συγκεκριµένη ενδοκυττάρια εντόπιση 

(περιπυρηνικά και στο αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο), που αντιστοιχεί σε ιστικά 

µακροφάγα. 

Σύµφωνα µε την πλέον επικρατούσα θεωρία προέλευσης του συστήµατος των 

µονοπύρηνων φαγοκυττάρων του van Furth, τα κύτταρα αυτά προέρχονται από 

προγονικά κύτταρα του µυελού των οστών, τα οποία, αφού µεταναστεύσουν από εκεί 

στους διάφορους ιστούς του σώµατος, µετατρέπονται σε ιστικά µακροφάγα (158). 

Παρά το γεγονός ότι η διαφοροποίηση των µακροφάγων των περιφερικών ιστών µε 

τα µακροφάγα του ήπατος στο ιστοχηµικό και το ανοσοϊστοχηµικό επίπεδο 

προηγείται χρονικά της έναρξης της αιµοποιητικής διαδικασίας στον µυελό των 

οστών, η πρόταση αυτή παραµένει η καλύτερη εξήγηση της προέλευσης των 

συγκεκριµένων κυττάρων που έπεται της γέννησης. 

Έχοντας υπόψη τα παραπάνω, τα πολυδύναµα αιµοποιητικά κύτταρα του µυελού των 

οστών δηµιουργούν αποικίες µακροφάγων (Macrophage-Colony Forming Cells M-

CFC’s), οι οποίες µε τη σειρά τους παράγουν µονοβλάστες. Οι µονοβλάστες 
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υποκείµενοι στην επίδραση παραγόντων ανάπτυξης και διαφοροποίησης (IL-3, IL-6, 

GM-CSF, M-CSF) διαιρούνται, δηµιουργώντας αρχικά πρώιµες µορφές 

µονοκυττάρων που εξελίσσονται σε µονοκύτταρα(159). Από αυτούς, ο 

σηµαντικότερος παράγοντας για τη δέσµευση της διαφοροποίησης σε µονοκύτταρα 

είναι ο παράγοντας διέγερσης της αποίκισης των µακροφάγων (Macrophage-Colony 

Stimulating Factor M-CSF). Μελέτες σε ποντίκια έχουν καταδείξει την εντός 24ώρου 

είσοδο των µονοκυττάρων στη συστηµατική κυκλοφορία - όπου ο χρόνος ηµίσειας 

ζωής τους είναι 17,4 ώρες - και την µετέπειτα µετανάστευσή τους στους ιστούς και 

κυρίως στο ήπαρ, τον πνεύµονα, την περιτοναϊκή κοιλότητα και τον σπλήνα, όπου 

υφίστανται in situ διαφοροποίηση σε ιστικά µακροφάγα (160). 

Ο βιολογικός κύκλος των κυττάρων του Kupffer είχε αρχικά υπολογισθεί σε 3,8 

ηµέρες. Όµως, µελέτες µε ηπατικά µοσχεύµατα σε αρουραίους αναφέρουν ότι τα 

κύτταρα Kupffer του δότη αντικαθίστανται πλήρως 15-30 ηµέρες µετά τη 

µεταµόσχευση, ενώ οι µελέτες σε ανθρώπινα µοσχεύµατα δείχνουν ότι τα κύτταρα 

Kupffer του δότη ανιχνεύονται έως και ένα χρόνο µετά τη µεταµόσχευση (161). 

Περαιτέρω µελέτες σε ποντίκια µε µονοκυτταροπενία µετά τη χορήγηση ραδιενεργού 

στροντίου (89S) δείχνουν τη δυνατότητα των κυττάρων Kupffer να επιζούν για 6 

εβδοµάδες χωρίς ανανέωση από το περιφερικό αίµα αποδεικνύοντας έτσι ότι 

αποτελούν πληθυσµό ιστικών µακροφάγων µε µεγάλο χρόνο ηµισείας ζωής (162). 

 

Πολλαπλασιασµός των κυττάρων του Kupffer 

Είναι ευρέως αποδεκτή η άποψη ότι τα ιστικά µακροφάγα δεν πολλαπλασιάζονται 

αλλά υφίστανται συνεχή ανανέωση από τα περιφερικά µονοκύτταρα. Ωστόσο, τα 

πειραµατικά δεδοµένα δεν συµφωνούν µε την άποψη αυτή. Μελέτες που 
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πραγµατοποιήθηκαν µε θυµιδίνη σεσηµασµένη µε τρίτιο (3Η), έχουν δείξει ότι τα 

κύτταρα του Kupffer αναπαράγονται υπό φυσιολογικές συνθήκες µε µικρό ρυθµό, της 

τάξης του 2% (163). Η χορήγηση διεγερτών (π.χ. γλυκάνης ή ζυµοσάνης) ή ο 

ερεθισµός τους µε ηπατεκτοµή αυξάνει το ρυθµό αναπαραγωγής τους(164). 

Πειράµατα εξάλλειψης των κυττάρων Kupffer έχουν καταδείξει τη δυνατότητα των 

κυττάρων του κολποειδούς και των ηπατοκυττάρων να παράγουν in vitro τους 

παράγοντες GM-CSF και M-CSF, αλλά και µόνο M-CSF τοπικά, ενώ επάγουν µε τη 

σειρά τους τον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση των µονοπυρήνων κυττάρων 

που έχουν εισέλθει στο ήπαρ. Τα µόρια M-CSF, εκτός από τη διαλυτή τους µορφή, 

υπάρχουν και µεµβρανικά συνδεδεµένα στην εξωκυττάρια ουσία. Το ήπαρ, παρουσία 

των M-CSF, δηµιουργεί το κατάλληλο µικροπεριβάλλον το οποίο συνεισφέρει στη 

δυνατότητα πολλαπλασιασµού των κυττάρων του Kupffer(165). 

Το τέλος της βιολογικής ζωής των κυττάρων του Kupffer, παραµένει αντικείµενο 

πειραµατικής διερεύνησης. Παρότι η παραγωγή µονοπυρήνων κυττάρων από το 

µυελό είναι διαρκής και µεγαλύτερη της ανάγκης ανανέωσης των ιστικών 

µακροφάγων, δεν έχει παρατηρηθεί συσσώρευσή τους στο ήπαρ υπό φυσιολογικές 

συνθήκες. Τα κύτταρα αυτά µεταναστεύουν αρχικά στα πυλαία διαστήµατα και 

αργότερα στους ηπατικούς λεµφαδένες. Τα περιφερικά µονοκύτταρα και τα κύτταρα 

Kupffer, έχοντας ολοκληρώσει το βιολογικό τους κύκλο, αποπίπτουν και τα 

αποπτοσώµατα που προκύπτουν φαγοκυτταρώνονται από άλλα κύτταρα Kupffer 

(139). 
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Βιολογική συµπεριφορά των κυττάρων του Kupffer 

Όπως όλα τα µακροφάγα, έτσι και τα κύτταρα Kupffer, εµφανίζουν τρεις κύριες 

λειτουργίες: φαγοκυττάρωση, αντιγονοπαρουσίαση και έκκριση βιολογικά δραστικών 

ουσιών. Η αυξηµένη ικανότητα τους για φαγοκυττάρωση και παραγωγή ριζών 

οξυγόνου, αποτελούν ιδιαιτερότητες των κυττάρων αυτών που έτσι 

συγκεκριµενοποιούν το ρόλο τους ως ανοσολογικοί φύλακες και συντηρητές της 

πυλαίας κυκλοφορίας του ήπατος, χωρίς να προκαλούν βλάβες στα γειτονικά 

ηπατοκύτταρα (154).  

 

Άµυνα έναντι µικροβίων και καρκινικών κυττάρων - Φαγοκυττάρωση  

Τα κύτταρα Kupffer αφού προσκολληθούν σε µικροοργανισµούς, τους 

φαγοκυτταρώνουν καταστρέφοντας το υλικό που έχει υποστεί ενδοκυττάρωση µε τη 

χρήση ριζών οξυγόνου (166) ή µέσω σύντηξης µε λυσοσώµατα (167).  

Οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) είναι δραστικότατα µόρια που παράγονται από τα 

Kupffer µε σκοπό την καταστροφή των κυττάρων εισβολέων. Η σύνθεση αυτών των 

µορίων επάγεται από διαφόρους παράγοντες συµπεριλαµβανοµένων των 

ιντερφερονών, των προσταγλανδινών και της ενδοτοξίνης (168). Η προσκόλληση και 

η φαγοκυττάρωση των κυτταρικών εισβολέων διευκολύνεται από τους υποδοχείς 

αναγνώρισής τους στην επιφάνεια των κυττάρων Kupffer (169) ή µε τη χρήση των 

υποδοχέων οψωνινών που αυτά φέρουν, για την αναγνώριση και φαγοκυττάρωση 

οψωνοποιηµένου υλικού (170) (Πίνακας 2). 

Η επίδραση βακτηρίων, ιών, και ενδοτοξίνης  επάγει τη φαγοκυττάρωση στα 

Kupffer(171) . Η υπερανάπτυξη βακτηρίων στο έντερο και η εισαγωγή ενδοτοξίνης 
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στην πυλαία κυκλοφορία, σχετίζονται άµεσα µε την αύξηση του αριθµού και της 

φαγοκυτταρικής δραστηριότητας των κυττάρων Kupffer. Η αναστολή της 

φαγοκυτταρικής τους ικανότητας µπορεί να είναι αποτέλεσµα µέγιστου 

φαγοκυτταρικού φόρτου από τοξικές ουσίες όπως το αλκοόλ (172), τα χολικά άλατα 

(173) ή οι καταστάσεις υποξείας (174). Σε µοντέλα ηπατικής βλάβης (θερµική, από 

τετραχλωράνθρακα (CCl4)) έχει καταδειχθεί η καταστολή της φαγοκυτταρικής 

ικανότητας των κυττάρων Kupffer (175). 

Πίνακας 2: Υποδοχείς των κυττάρων Kupffer 

Υποδοχέας Μόριο ∆έσµευσης Λειτουργία 

Υποδοχέας 
Γαλακτόζης/Φουκόζης 

Σωµατίδια που εκφράζουν οµάδες 
γαλακτόζης/φουκόζης 

Κάθαρση ερυθροκυττάρων, LDL, καρκινικών 
αυτοαντιγόνων, φιµπρονεκτίνης πλάσµατος, 
συσσωµατώµατα IgA  

Υποδοχέας µαννόζης/ Ν-
ακετυλογλυκοζαµίνης 

Σωµατίδια που εκφράζουν µαννόζη Βακτήρια, ζύµες, παράσιτα 

Υποδοχέας LDL LDL Κάθαρση LDL-χοληστερόλης 
Scavenger υποδοχέας Οξειδωµένη LDL, VLDL, 

λιποπρωτεΐνη α 
Κάθαρση οξειδωµένης LDL, VLDL  

Υποδοχέας Fc FcIgG Κάθαρση ανοσοσυµπλεγµάτων  
Υποδοχείς συµπληρώµατος  C1q, C3b Φαγοκυττάρωση οψωνοποιηµένων βακτηρίων, 

DNA, αιµοπεταλίων  
Υποδοχέας Φιµπρονεκτίνης Φιµπρονεκτίνη Φαγοκυττάρωση οψωνοποιηµένων 

αιµοπεταλίων, κολλαγόνου, ακτίνης, 
βακτηρίων, ινικής, DNA 

PAF-R PAF Ενεργοποίηση πολλαπλασιασµός 
Υποδοχέας CEA CEA  
TLR4-CD14  LPS Αποµάκρυνση LPS, ενεργοποίηση   
Υποδοχείς Κυτταροκινών   
TNF-RI, TNF-RII TNFα Αντίστοιχη δράση 
IL-1 R IL-1 Αντίστοιχη δράση 
IL-2 R IL-2 Αντίστοιχη δράση 
Υποδοχέας TGF-β TGF-β Αντίστοιχη δράση 

 

Τα κύτταρα Kupffer συµµετέχουν και στην άµυνα έναντι νεοπλασµατικών κυττάρων. 

Η ενδοπυλαία εισαγωγή καρκινικών κυττάρων έχει δείξει ότι η αναστολή της δράσης 

των κυττάρων Kupffer (χορήγηση GdCl3) αυξάνει το ρυθµό ανάπτυξης των ηπατικών 

µεταστάσεων (176). Περαιτέρω διερεύνηση του φαινοµένου έχει καταδείξει την 

ανάµειξη σε αυτό κυτταροκινών (IL-1, TNF-α) (177) και µεµβρανικά συνδεδεµένου 

TNF-α που επάγεται µε την παρουσία της IFN-γ (178). Απάντηση στην ενδοτοξίνη 

τον TNF-α και την προσταγλανδίνη Ε2 αποτελεί και η παραγωγή µονοξειδίου του 
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αζώτου (Nitric Oxide - ΝΟx) από κύτταρα Kupffer (179) που χρησιµοποιείται από 

αυτά έναντι µικροβίων και καρκινικών κυττάρων.   

 

Αφαίρεση της Ενδοτοξίνης  

Μια από τις σηµαντικότερες λειτουργίες των κυττάρων Kupffer είναι η αποµάκρυνση 

του λιποπολυσακχαριδίου (Lipopolysaccharide - LPS) από την πυλαία κυκλοφορία 

(180). Το λιποπολυσακχαρίδιο, δοµικό στοιχείο της κάψας των Gram(_) βακτηρίων, 

αποτελεί την κυριότερη ενδοτοξίνη (181). Τα κύτταρα Kupffer προσλαµβάνουν την 

ενδοτοξίνη, την απενεργοποιούν και την µεταφέρουν στα ηπατοκύτταρα τα οποία την 

απεκκρίνουν στη χολή(182). Τα κύτταρα Kupffer είναι εφοδιασµένα στην επιφάνεια 

τους µε ειδικούς (TLR4-CD14) (183) και µη-ειδικούς (scavenger receptor A, SR-A) 

υποδοχείς δέσµευσης του LPS (184). Η σύνδεση του LPS κυρίως µε τον υποδοχέα 

TLR4 (Toll-like receptor-4) στην επιφάνεια των κυττάρων Kupffer τα ενεργοποιεί 

αυξάνοντας τη φαγοκυτταρική τους ικανότητα και επάγοντας την παραγωγή 

φλεγµονωδών µεταβιβαστών από αυτά (εικοσανοειδή, κυτταροκίνες, χηµειοκίνες, 

φιµπρονεκτίνη, PAF, κ.τ.λ.) (185)  

Αυτός ο µηχανισµός ενεργοποίησης των κυττάρων Kupffer είναι ο κυριότερος στην 

πρωτογενή ανοσολογική αντίδραση, αποδεικνύοντας τη σηµασία του ρόλου τους 

στην άµυνα έναντι µικροβιακών εισβολέων αλλά και στην ηπατοκυτταρική 

καταστροφή. Πειραµατικά αποτελέσµατα σε µοντέλα αρουραίων µε in vitro σήψη µε 

απολίνωση και διάτρηση του τυφλού (186) ή ακόµα και µε την άµεση χορήγηση 

ενδοτοξίνης ενδοπυλαία, έχουν καταδείξει ότι ενώ η ενδοτοξίνη δεν είναι τοξική για 

τα ηπατοκύτταρα, οι υψηλές συγκεντρώσεις της στην πυλαία κυκλοφορία in vivo 

προκαλεί σοβαρές διαταραχές της µικροκυκλοφορίας στο ήπαρ µε επακόλουθα την 

έντονη λευκοκυτταρική διήθηση και την ηπατοκυτταρική βλάβη. Τα αποµονωθέντα 
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κύτταρα Kupffer από αυτά τα ζώα, έδειξαν αυξηµένα επίπεδα TNF-α και IL-1 πριν 

την εµφάνιση της ηπατικής βλάβης και παρουσιάσαν αυξηµένη έκφραση στην 

επιφάνειά τους αντιγόνων της τάξης ΙΙ του µείζονος συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας 

(MHC II (Ia)). Αποτέλεσµα της ενεργοποίησης των µακροφάγων σε αυτά τα 

πειραµατικά µοντέλα είναι η ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων του 

ενδοθηλίου των κολποειδών (έκφραση ICAM-1) και προσέλκυση λευκοκυττάρων 

του αίµατος στο ήπαρ µε τελική κατάληξη την ηπατοκυτταρική καταστροφή (139). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η διαπίστωση ότι προηγούµενη έκθεση των κυττάρων 

Kupffer σε µικρές δόσεις ενδοτοξίνης προστατεύει το ήπαρ από βλάβη, καθιστώντας 

τα κύτταρα Kupffer ανεκτικότερα σε αυξηµένες συγκεντρώσεις ενδοτοξίνης (187). Η 

σηµασία του ρόλου της αλληλεπίδρασης της ενδοτοξίνης µε τα κύτταρα Kupffer στην 

παθοφυσιολογία της ηπατικής βλάβης έχει καταδειχθεί πειραµατικά, όπου η επαγωγή 

ανοχής στο LPS, η προφυλακτική κολεκτοµή ή η χορήγηση αντιβιοτικών µε αντι-

ενδοτοξινική δράση (πολυµιξίνη Β), προφυλάσσει το ήπαρ από την ηπατική βλάβη 

(188).    
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Βιολογικά δραστικές ουσίες των κυττάρων Kupffer - Ο ρόλος τους στην 
ανοσολογική απάντηση στο ήπαρ  
 

Η παραγωγή µεταβιβαστών µε ποικίλη δραστικότητα όπως τα εικοσανοειδή, οι 

κυτταροκίνες και οι χηµειοκίνες (Πίνακας 3) καθιστά τα κύτταρα Kupffer ρυθµιστές 

της ανοσολογικής και φλεγµονώδους απάντησης στο ήπαρ. 

Πίνακας 3. Προϊόντα των κυττάρων Kupffer 

Βιολογικά δραστικές ουσίες των κύτταρων Kupffer 
Λυσοσωµικά ένζυµα Καθεψίνες, β-γλυκουρονιδάση, β-ακέτυλ-γλυκοζαµινιδάση, υπεροξειδάση, 

εστεράσες, ακετυλάσες 

Ουδέτερες πρωτεάσες Ενεργοποιητής πλασµιγόνου, 95kDa τύπου IV κολλαγενάση-γελατινάση, 
Κολλαγενάση του διάµεσου ιστού 

Πρωτεογλυκάνες  

Φιµπρονεκτίνη  

Μεταβιβαστές φλεγµονής  

Εικοσανοειδή Προσταγλανδίνες: PGI2, PGE2 PGD2, PGF2, TXA2 

 Λευκοτριένες: LTB4, LTE4 

Παράγοντας ενεργοποίησης    
αιµοπεταλίων (PAF)  

Κυτταροκίνες IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, INFα, INFβ, TNFα, TGFβ   
Χηµειοκίνες  

CC χηµειοκίνες MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES 
CXC χηµειοκίνες IL-8/CINC, MIP-2, KC 

Άµυνα -κυτταροτοξικότητα Ρίζες οξυγόνου, Μονοξείδιο του αζώτου, Λυσοζύµη 

Άλλα ένζυµα Απολιποπρωτεΐνη Ε , α1-Ιδουρονιδάση, Φωσφολιπάση Α2 

 

Προσταγλανδίνες 

Η προσταγλανδίνη D2 (PGD2), το σηµαντικότερο προϊόν των κυκλοοξυγενασών, 

εκκρίνεται µετά από φαγοκυτταρική ενεργοποίηση των κυττάρων Kupffer (189). Η 

παραγωγή της συνοδεύεται από την έκκριση PGΕ2, PGF2, ΤΧΑ2 καθώς και 

µικροποσοτήτων προστακυκλίνης (190). Η υπερέκκριση PGE2 από τα Kupffer 

αποτελεί απάντηση στη διέγερση µε IFN-γ, ενδοτοξίνη, TNFα  και ιούς , λειτουργία 

που έχει ηπατοπροστατευτικό ρόλο έναντι της ιστικής βλάβης (191). Ωστόσο, 

πειραµατικά µοντέλα ηπατοτοξικότητας µε τη χορήγηση γαλακτοζαµίνης, CCl4 και η 
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πρόκληση ηπατικής ισχαιµικής βλάβης σε αρουραίους έχουν δείξει αναστολή της 

ηπατοκυτταρικής νέκρωσης από τις προσταγλανδίνες PGE1 και PGE2 (192;193). 

 

Η διέγερση των κυττάρων Kupffer παράγει επίσης προϊόντα της λιποοξυγενάσης. Η 

λευκοτριένη Β4 (LTB4) µε κύρια φλεγµονώδη δράση παράγεται από κύτταρα 

Kupffer in vitro ως αποτέλεσµα της επίδρασης βακτηριδίων, calcium inophore, PAF, 

φαγοκυττάρωσης και IFN-γ. Πέραν της άµεσης φλεγµονώδους δράσης της, η LTB4 

καταστέλλει και την έκκριση της PGE2 από τα διεγερµένα κύτταρα Kupffer µε 

ζυµοσάνη (194). 

 

Κυτταροκίνες – Χηµειοκίνες 

 

Οι κυτταροκίνες που παράγονται από τα κύτταρα Kupffer, δρούν ως µεταβιβαστές µε 

ποικίλη αυτοκρινή, παρακρινή αλλά και συστηµατική  δράση. 

Η ιντερλευκίνη-1 (IL-1), ως κεντρικός µεταβιβαστής στις ανοσορρυθµιστικές 

διαδικασίες των T-λεµφοκυττάρων, επάγει την απάντηση οξείας φάσεως στο ήπαρ 

και ενεργοποιεί µε αυτοκρινή µηχανισµό τα κύτταρα Kupffer (195).  

Η ιντερλευκίνη-6 (IL-6) έχει περισσότερο συστηµατική δράση ως ενεργοποιητής της 

απάντησης οξείας φάσεως (196).  

Ο παράγοντας νέκρωσης του όγκου (TNF-α) είναι ισχυρά κυτταροτοξική 

κυτταροκίνη µε κεντρικό ρόλο στην αποπτωτική διαδικασία (197). Πλέον αυτού, 

αποτελεί ισχυρό επαγωγέας της φλεγµονής µέσω της  αύξησης της έκφρασης των 

αντιγόνων MHC τάξεως Ι και των µορίων προσκόλλησης του ενδοθηλίου. Ο TNF-α 
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είναι σηµαντικός διεγέρτης της σύνθεσης DNA, καθώς και του πολλαπλασιασµού 

των κυττάρων Kupffer και των ηπατοκυττάρων (198). 

H ιντερλευκίνη-12 (IL-12) έχει σηµαντικό ρόλο στην διαφοροποίηση των T-

λεµφοκυττάρων και την ενεργοποίηση των κυττάρων NK (199). 

Οι ιντερφερόνες ασκούν αντιιϊκή και αντικαρκινική δράση, επάγουν την έκφραση 

αντιγόνων µείζονος ιστοσυµβατότητας και επιδρούν στην κυτταρική διαφοροποίηση 

(200). Η παραγωγή IFN από τα κύτταρα Kupffer επάγεται µε τη διέγερση RNA 

διπλής έλικας (201) αλλά και µε την έκθεση σε ενδοτοξίνη (202)διαφοροποιώντας µ’ 

αυτόν τον τρόπο την έκκριση άλλων κυτταροκινών όπως η IL-1 και ο TNF-α (203). 

Οι παραγόµενες από τα κύτταρα Kupffer χηµειοκίνες CC (MIP-1, RANTES, MCP-5) 

και CXC (MIP-2, IL-8, KC) έχουν σηµαντικό ρόλο στην προσέλκυση µονοπυρήνων 

και πολυµορφοπυρήνων κυττάρων στο ήπαρ (204;205). 

Αντίθετα µε τους παραπάνω µεταβιβαστές που επάγουν την φλεγµονώδη αντίδραση 

και την ιστική καταστροφή χάριν της άµυνας του ξενιστή, βρίσκονται οι 

ηπατοπροστατευτικοί µεταβιβαστές όπως η PGE2 και οι κυτταροκίνες µε 

αντιφλεγµονώδη-ανοσορυθµιστική δράση όπως η IL-10, IL-13 και ο TGF-β που 

επάγονται από τα ίδια ερεθίσµατα ενεργοποίησης των κυττάρων Kupffer και από 

φλεγµονώδεις κυτταροκίνες όπως ο TNF-α (206;207).   

Το ήπαρ είναι όργανο µε ιδιάζουσα ανοσολογική συµπεριφορά η οποία ευνοεί 

περισσότερο την ανοσολογική ανοχή από την ανοσολογική επαγρύπνηση και 

αντίδραση, γεγονός συµβατό µε το ρόλο του ως όργανο που συµµετέχει στην 

κάθαρση του εντερικού αντιγονικού φορτίου (182). Η έγχυση αντιγονικού φορτίου 

από το έντερο στην πυλαία κυκλοφορία αποτρέπει την επιβραδυνόµενου τύπου 
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αντίδραση υπερευαισθησίας σε δεύτερο αντιγονικό ερέθισµα. Ενώ, η παροχέτευση 

της ροής του αίµατος στην πυλαία κυκλοφορία από αλλογενετικά µοσχεύµατα 

καθιστά το ήπαρ ανοσολογικά ανεκτικό προς το αντιγόνο οδηγώντας στην απόρριψη 

του µοσχεύµατος (208). Παρά τη συνεχή παρουσία ενδοτοξίνης στην πυλαία 

κυκλοφορία σε συγκεντρώσεις ικανές να διεγείρουν τα µονοκύτταρα ή τα µακροφάγα 

του µυελού των οστών (10-9-10-11g/ml), δεν έχει παρατηρηθεί αντίστοιχη 

ανοσολογική αντίδραση στο ήπαρ (187). Το φαινόµενο αυτό αποδίδεται στην 

αυξηµένη παραγωγή IL-10 από τα κύτταρα Kupffer σε απάντηση στο LPS το οποίο 

καταστέλλει την ενεργοποίηση των CD4+ λεµφοκυττάρων από τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (ενδοθηλιακά και Kupffer) (206). Η επίδραση της 

IL-10 σε πειραµατικά µοντέλα, αναστέλει την αντιγονική πρόσληψη, καθώς και την 

έκφρασης αντιγόνων MHC τάξης II και των συνδιεγερτικών µορίων CD80 και CD86 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα του ήπατος (209). Ενώ, ο πιθανώς αντιφλεγµονώδης ρόλος 

του TGF-β που προέρχεται από τα κύτταρα Kupffer και συµµετέχει στις διεργασίες 

της ανοσολογικής ανοχής του ήπατος, αποτελεί αντικείµενο διερεύνησης (207). 

Συµπερασµατικά, η παραγωγή µεταβιβαστών (κυτταροκίνες, χηµειοκίνες, 

εικοσανοειδή) από τα κύτταρα του ηπατικού κολποειδούς και τα διερχόµενα από 

αυτό κύτταρα του αίµατος, σχηµατίζουν ένα πολύπλοκο δίκτυο διακυτταρικής 

επικοινωνίας µε ρυθµιστικό ρόλο στο είδος και την ένταση της ανοσολογικής 

απάντησης. 

Συµµετοχή των κυττάρων Kupffer στην ηπατική βλάβη  
 

Σε πολλά πειραµατικά µοντέλα ηπατοξικότητας, συµπεριλαµβάνοµένων του 

τετραχλωράνθρακα (CCl4), της ενδοτοξίνης, της γαλακτοζαµίνης και της 

ακεταµινοφαίνης, τα κύτταρα Kupffer θεωρούνται υπεύθυνα για την παθογένεια της 
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ηπατικής βλάβης (205;210;211). Στην ηπατοκυτταρική νέκρωση τα κύτταρα Kupffer 

παρουσιάζουν µορφολογικούς χαρακτήρες ενεργοποίησης απελευθερώνοντας 

υπεροξείδιο, µονοξείδιο του αζώτου, εικοσανοειδή, κυτταροκίνες, χηµειοκίνες, 

λυσοσωµικά και πρωτεολυτικά ένζυµα και εµφανίζουν αυξηµένη κυτταροτοξικότητα 

και χηµειοταξία (195). 

Οι ρίζες ενεργού οξυγόνου (Reactive Oxygen Species- ROS) είναι ένα από τα 

δραστικότερα βακτηριοκτόνα µόρια που επιστρατεύουν τα κύτταρα Kupffer (168). Η 

σύνθεση των ROS επάγεται από διάφορους παράγοντες µεταξύ των οποίων είναι οι 

ιντερφερόνες, η ενδοτοξίνη και οι προσταγλανδίνες (153). Οι ROS είναι µόρια µε 

ισχυρή ηπατοτοξική δράση, φαινόµενο που  παρατηρείται κατόπιν χορήγησης 

συνδυασµού ενδοτοξίνης µε Corynebacterium parvum που οδηγείσε µαζική ηπατική 

νέκρωση. Στο µοντέλο αυτό τα προϊόντα της οξείδωσης των µεµβρανικών λιπιδίων 

των ηπατοκυττάρων ανιχνεύονται στην συστηµατική κυκλοφορία και σχετίζονται µε 

τον βαθµό ηπατοκυτταρικής νέκρωσης. Η χορήγηση του ενζύµου 

υπεροξειδισµουτάσης που καταβολίζει το υπεροξείδιο, µειώνει τον βαθµό ηπατικής 

βλάβης και την θνησιµότητα στο µοντέλο αυτό (212). Κύτταρα Kupffer που 

αποµονώθηκαν από το ήπαρ µετά από χορήγησης C. parvum, παρουσιάζουν 

αυξηµένη παραγωγή υπεροξειδίου, η οποία αυξάνεται επιπλέον παρουσία 

ενδοτοξίνης (213). Η τοξικότητα των ROS έναντι των ηπατοκυττάρων έχει 

καταδειχθεί in vitro µετά από εξωγενή χορήγηση σε ιστικές καλλιέργειες. Ωστόσο, σε 

πειράµατα συγκαλλιέργειας ηπατοκυττάρων και κυττάρων Kupffer διεγερµένων µε 

ενδοτοξίνη παρατηρείται µειωµένη τοξικότητα (214). Το φαινόµενο εξαρτάται από 

την παροχή αργινίνης και αποδίδεται στην ταυτόχρονη παραγωγή από τα κύτταρα 

Kupffer µονοξειδίου του αζώτου ή στην επαγωγή της παραγωγής του στα 

ηπατοκύτταρα (215).  
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Τα κύτταρα Kupffer και τα ηπατοκύτταρα παράγουν µονοξειδίο του αζώτου (NOx) 

στο ήπαρ µετά από την επίδραση µεταβιβαστών παραγοµένων από τα Kupffer (216). 

Ο ρόλος του NOx στους µηχανισµούς ηπατικής βλάβης έχει ποικίλα αποτελέσµατα, 

λόγω του ότι υπάρχουν καταστάσεις όπου δρα προστατευτικά στα ηπατοκύτταρα 

µέσω αναστολής των κασπασών και της απόπτωσης (ενδοτοξιναιµία, CCl4) (216). 

Ενώ υπό διαφορετικές συνθήκες, το NOx επιτείνει το οξειδωτικό stress 

αλληλεπίδρώντας µε τις ROS και σχηµατίζοντας περοξυνιτρίτη ή επάγοντας την 

έκφραση φλεγµονωδών µεταβιβαστών όπως ο TNFα και η IL-1 

(ισχαιµία/επαναιµάτωση, αιµορραγικό shock) (217;218). 

Οι κυτταροκίνες και χηµειοκίνες, προϊόν της ενεργοποίησης των κυττάρων του 

Kupffer, παίζουν σηµαντικό ρόλο την παθογένεια της ηπατικής βλάβης (204;219). Η 

συµµετοχή του TNF-α στην ηπατική βλάβη από το αλκοόλ και ενδοτοξίνη έχει 

καταδειχθεί πειραµατικά(220), ενώ και η χηµειοκίνη MCP-1 φαίνεται πως εµπλέκεται 

στην παθογένεια της οξείας ηπατικής βλάβης από τετραχλωράνθρακα και 

ακεταµινοφαίνη (205). Κατά τη διαδικασία αυτή, τα παραγόµενα λυσοσωµικά ένζυµα 

και οι ουδέτερες πρωτεάσες, φαίνεται να παίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στην 

ηπατοτοξικότητα (221).  

Ο κεντρικός ρόλος των κυττάρων Kupffer στην επαγωγή ηπατοκυτταρικής βλάβης 

υπογραµµίζεται από πειραµατικά δεδοµένα που δείχνουν ότι ο βαθµός ενεργοποίησης 

των κυττάρων Kupffer επηρεάζει το βαθµό της ηπατοκυτταρικής καταστροφής. Για 

παράδειγµα, προηγηθείσα ενεργοποίηση µε ενδοτοξίνη επιτείνει την βλάβη από 

τετραχλωράνθρακα ενώ η χορήγηση πολυµιξίνης B ή ενδοτοξίνης σε δόσεις που 

επάγουν ανοσολογική ανοχή δρουν προστατευτικά στο ίδιο µοντέλο. Η χορήγηση 

ενδοτοξίνης σε αρουραίους όπου είχε προηγηθεί ενεργοποίηση των κυττάρων 

 104



Kupffer λόγω ηπατεκτοµής επάγει καταστροφή του ενδοθηλίου, απόφραξη των 

κολποειδών από ινώδη και θανατηφόρα µαζική ηπατοκυτταρική νέκρωση. Πρόσφατα 

ερευνητικά δεδοµένα καταδεικνύουν ότι διεγερµένα κύτταρα Kupffer εκφράζουν 

CD95L και µπορούν να επάγουν απόπτωση σε CD95+ λεµφοκύτταρα και 

ηπατοκύτταρα (222). 

Τα κύτταρα Kupffer, ωστόσο, συµµετέχουν και σε προστατευτικούς µηχανισµούς π.χ. 

µέσω µεταβιβαστών που επάγουν την σύνθεση αντι-οξειδωτικών παραγόντων 

(γλουταθειόνης) ή την παραγωγή PGE2 και NOx (223). Η παραγωγή ELR-CXC 

χηµειοκινών όπως η MIP-2 οι οποίες επάγουν τον ηπατοκυτταρικό πολλαπλασιασµό 

έχει και αυτή προστατευτικό ρόλο σε µοντέλα ηπατοτοξικότητας όπως η βλάβη από 

ισχαιµία/επαναιµάτωση (204) .  

Συµπερασµατικά, η επαγόµενη από τα κύτταρα Kupffer ηπατοτοξικότητα δεν είναι 

αποτέλεσµα µόνο της αντίδρασης στις ηπατοτοξίνες αλλά και της υπέρµετρης 

ενεργοποίησης ή καταστολής των ηπατοπροστατευτικών µηχανισµών.   

Ο ρόλος των κυττάρων Kupffer στην ρύθµιση της εξωκυττάριας ουσίας στην ηπατική ίνωση  

Η ηπατική ίνωση χαρακτηρίζεται από την άρση της αρχιτεκτονικής αλλά και τη 

διαταραχή της σύστασης της εξωκυτταρίου ουσίας στο ήπαρ . Η εξωκυττάρια ουσία 

του υπενδοθηλιακού χώρου του Disse αποτελείται κυρίως από κολλαγόνο τύπου IV, 

λαµινίνη και πρωτεογλυκάνες (224). Τα συστατικά αυτά αντικαθίστανται 

προοδευτικά κατά την ίνωση από την άναρχη εναποθέτηση ινώδους κολλαγόνου 

τύπων Ι και ΙΙΙ, µε αποτέλεσµα την αλλοίωση της φυσιολογικής αρχιτεκτονικής του 

ηπατικού λοβίου (134). 
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Η κύρια κυτταρική προέλευση των πρωτεϊνών της εξωκυττάριας ουσίας στο ήπαρ 

είναι τα κύτταρα του Ito, τα οποία κατά την έναρξη της ινωτικής διαδικασίας, 

διεγείρονται και µεταµορφώνονται φαινοτυπικά σε µυοϊνοβλάστες (225). Αυτό έχει 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της παραγωγής ινώδους κολλαγόνου, ενώ τη διαταραχή 

του µηχανισµού οµοιοστασίας της εξωκυττάριας ουσίας στο ήπαρ ακολουθεί η 

µείωση της έκφρασης των πρωτεολυτικών ενζύµων που την καταβολίζουν, µε 

παράλληλη αύξηση των αναστολέων τους (224). Κατά συνέπεια, µειώνεται η 

παραγωγή µεταλλοπρωτεασών και αυξάνεται η παραγωγή ειδικών (tissue inhibitors 

of matrix metalloproteinases, TIMPs) και µη (α1-αντιθρυψίνη) αναστολέων τους 

(226). 

Τα κύτταρα Kupffer συµµετέχουν στις ινωτικές διεργασίες του ήπατος, 

επηρρεάζοντας την έναρξη και την πρόοδο της ίνωσης µε την παραγωγή 

κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων, οι οποίοι επάγουν την φαινοτυπική 

αλλαγή των κύτταρων Ito αλλά και µέσω παραγωγής των µεταλλοπρωτεασών και των 

αναστολέων τους(210). Ο TGF-β1 που παράγεται κατά την ενεργοποίηση των 

κυττάρων Kupffer επάγει την αλλαγή του φαινοτύπου των κυττάρων Ito σε 

µυοϊνοβλάστες (227). Το γεγονός αυτό οδηγεί σε αύξηση της σύνθεσης κολλαγόνου 

και πρωτεογλυκάνης καθιστώντας τον TGF-β1 ως την κύρια κυτταροκίνη που 

σχετίζεται µε την ίνωση σε ποικίλα µοντέλα ηπατικής βλάβης σε πειραµατόζωα 

(228). Σε αυτά τα µοντέλα συµπεριλαµβανονται η αλκοολικής ίνωση (229), η ίνωση 

κατά την ηπατική σχιστοσωµίαση (230) και η ίνωση που έπεται της χορήγησης 

τετραχλωράνθρακα (210).  

Τα κύτταρα του Kupffer επάγουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων Ito, 

αυξάνοντας την έκφραση υποδοχέων του PDGF σε αυτά, αφού ο PDGF αποτελεί την 

 106



κυριότερη µιτογόνο κυτταροκίνη για τα κύτταρα Ito (226). O TNF-α, η IL-1 και o 

MCP-1 που παράγονται κατά την ενεργοποίηση των κυττάρων Kupffer παρουσιάζουν 

επίσης µιτογόνο και χηµειοτακτική δράση στα κύτταρα Ito (231) (232). Τόσο ο TGF-

β1, όσο και η IL-6 επάγουν την έκφραση mRNA των αναστολέων των 

µεταλλοπρωτεασών και συγκεκριµένα του TIMP-1 στα ηπατοκύτταρα, τα κύτταρα 

Kupffer και Ito (233). 

Ένας επιπλέον µηχανισµός που µπορεί να οδηγήσει σε φαινοτυπική αλλαγή τα 

κύτταρα Ito είναι η παραγωγή γελατινασών από τα κύτταρα Kupffer. Οι πρωτεΐνες 

της εξωκυτταρίου ουσίας παίζουν σηµαντικό ρόλο στην διατήρηση της φυσιολογικής 

λειτουργίας των ηπατοκυττάρων και των κυττάρων του Ito, η καλλιέργεια των 

οποίων σε υπόστρωµα κολλαγόνου τύπου I ή σε πλαστικό τα ενεργοποιεί και 

µεταµορφώνει σε µυοϊνοβλάστες. Όµως, η καλλιέργεια των Ito σε υπόστρωµα 

κολλαγόνου τύπου IV διατηρεί τον αρχικό τους φαινότυπο και δεν τα επηρεάζει. 

Θεωρείται πιθανό η ενεργοποίηση των κυττάρων Kupffer να αποτελεί µιτογόνο 

ερέθισµα για τα κύτταρα Ito, λόγω της απελευθέρωσης από τα Kupffer της 

γελατινάσης-2 (MMP-9) η οποία καταλύει ενζυµικά το κολλαγόνο τύπου IV 

επάγοντας µε τον τρόπο αυτό την διαδικασία φαινοτυπικής αλλαγής των κυττάρων 

του Ito (234).   
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ KUPFFER ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΗΠΑΤΙΚΗ ΝΟΣΟ  
 
Τα κύτταρα Kupffer στις λοιµώξεις του ήπατος 

Πειραµατικά µοντέλα σήψης έχουν αποκαλύψει το ρόλο των κυττάρων Kupffer στην 

πρωτογενή ανοσολογική απάντηση του ξενιστή και την τελική πρόγνωση της 

λοίµωξης (235). Έχει παρατηρηθεί  βελτίωση της πρόγνωσης και µείωση 

µικροβιακού φορτίου σε ποντίκια που υποβλήθηκαν σε πειραµατική σηψαιµία από 

σαλµονέλα κατόπιν χορήγησης LPS η οποία σχετίζεται µε την αύξηση του αριθµού 

των κυττάρων Kupffer (236). Αντίθετα, σε µοντέλα αποφρακτικού ίκτερου που 

χαρακτηρίζονται από µειωµένη φαγοκυτταρική ικανότητα και παραγωγή ROS των 

κύτταρων Kupffer, έχει παρατηρηθεί αυξηµένη ευαισθησία σε λοιµώξεις(237). 

Στην λιστερίωση των ποντικών, η συσσώρευση του βακίλου στο ήπαρ 

εξαρτάται από την αλληλεπίδραση λεκτινών της µεµβράνης των κυττάρων Kupffer µε 

υδατανθρακικές αλύσους του τοιχώµατος του βακίλου(238). H αναστολή της 

ανάπτυξης της λιστέριας στο ήπαρ (επίκεντρο της αναπαραγωγής της), εξαρτάται από 

την παραγωγή µεταβιβαστών όπως οι IL-6, IL-12, IL-1β, TNF-α και NOx από τα 

κύτταρα Kupffer που επάγουν την φλεγµονή και την βακτηριοκτόνο δράση άλλων 

κυτταρικών πληθυσµών στο ήπαρ, ενώ η πειραµατική αδρανοποίηση των κυττάρων 

Kupffer συνεπάγεται αδυναµία αντιµετώπισης της λοίµωξης (239). 

Σηµαντικό ρόλο στην καταπολέµηση της λοίµωξης παίζουν επίσης και οι 

παραγόµενες από τα κύτταρα Kupffer χηµειοκίνες MIP-1α, MIP-1β, και MCP-1 και 

MIP-2 που αποτελούν σηµαντικούς µεταβιβαστές προσέλκυσης µονοπύρηνων και 

πολυµορφοπύρηνων κυττάρων στο ήπαρ, (240) (241) καθώς και στην ενεργοποίηση 

της απάντησης οξείας φάσης των ηπατοκυττάρων από την IL-6 (204). Μελέτες των 

παρασιτικών λοιµώξεων σε πειραµατόζωα καταδεικνύουν και τη συµµετοχή των 

 108



κυττάρων Kupffer στις διαδικασίες λεµφοκυτταρικής διαφοροποίησης προς TΗ1 ή 

ΤΗ2 επικρατούσα ανοσολογική απάντηση (242).   

Τα κύτταρα Kupffer εκτός της αντιµετώπισης εµπλέκονται και στην 

παθογένεια των ηπατικών λοιµώξεων.  Ιοί όπως ο κυτταροµεγαλοϊός και παράσιτα 

όπως τα Plasmodium bergei  και η Leishmania  εισβάλλουν πρώτα στα κύτταρα του 

Kupffer όπου πολλαπλασιάζονται πριν να εισβάλλουν στο ηπατικό παρέγχυµα 

(243;244). 

Στον άνθρωπο, φαινόµενα όπως η αυξηµένη συχνότητα σηψαιµίας και shock 

από Gram(-) βακτήρια τα οποία παρατηρούνται σε ασθενείς µε οξεία ηπατική 

ανεπάρκεια έχουν αποδοθεί στη µειωµένη ικανότητα των κυττάρων Kupffer να 

αποκαθαίρουν µικροοργανισµούς και ενδοτοξίνη από την πυλαία κυκλοφορία (245). 

Πολλές µελέτες έχουν δείξει ότι σηµαντικό ποσοστό των ασθενών µε χρόνια ηπατική 

νόσο παρουσιάζουν συστηµατική ενδοτοξιναιµία και υψηλούς τίτλους αντισωµάτων 

έναντι βακτηριδίων του εντέρου σε αντίθεση µε φυσιολογικούς όπου η ενδοτοξίνη 

ανιχνεύεται µόνο στην πυλαία κυκλοφορία (246). 

Κύτταρα Kupffer και καρκίνος 

Το ήπαρ αποτελεί συχνά το επίκεντρο της αιµατογενούς µετάστασης και 

ιδιαίτερα των καρκίνων του γαστρεντερικού συστήµατος. Αποµονωµένα κύτταρα 

Kupffer είναι κυτταροτοξικά έναντι κυττάρων του κολονικού αδενοκαρκινώµατος και 

ιδιαίτερα παρουσία IFN-γ και ενδοτοξίνης (214). Για την κυτταροτοξικότητα αυτή 

έχει ενοχοποιηθεί η έκφραση από τα κύτταρα Kupffer του µεµβρανικού TNF-α, αφού 

είναι αναγκαία η άµεση κυτταρική επαφή και η οποία αναστέλλεται µε την χορήγηση 

αντί-TNF-α (247). Σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες, τα κύτταρα Kupffer επάγουν την 
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έκφραση Fas σε καρκινικά κύτταρα ευαισθητοποιώντας τα έτσι σε αποπτωτικό 

θάνατο παρουσία κυτταροτοξικών λεµφοκυττάρων ή διαλυτού TNF-α  (248). 

Μελέτες σε πειραµατόζωα, δείχνουν ότι o βαθµός ενεργοποίησης και καταστολής 

των κυττάρων Kupffer επηρεάζει τον αριθµό και το µέγεθος των ηπατικών 

µεταστάσεων, κατόπιν ενδοπυλαίας ένεσης καρκινικών κυττάρων. Χορήγηση 

αναστολέων των Kupffer όπως GdCl3, έχει σαν αποτέλεσµα αύξηση του µεγέθους 

των µεταστάσεων και διεγέρτες όπως η ζυµοσάνη, C.parvum, και η γλυκάνη 

µειώνουν το µέγεθος των ηπατικών µεταστάσεων (249). 

∆εδοµένα από in vivo µικροσκοπία δείχνουν ότι τα κύτταρα Kupffer έχουν τη 

δυνατότητα να φαγοκυτταρώνουν καρκινικά κύτταρα. Το NOx, ως δραστικό µόριο 

που παράγεται από τα κύτταρα Kupffer σε απάντηση στην ενδοτοξίνη (250), τον 

TNF-α και την PGΕ2(179), χρησιµοποιείται από τα Kupffer για την άµυνα έναντι 

µικροβίων και καρκινικών κυττάρων(251) .   

Πλέον όλων των προαναφερθέντων, η παραγωγή της IL-12 αποτελεί έναν έµµεσο 

µηχανισµό άµυνας που επάγει την κυταροτοξικότητα των NK κυττάρων έναντι NK-

ευαίσθητων αλλά και NK-ανθεκτικών καρκινικών κυττάρων. 

 

Τα κύτταρα Kupffer και η αλκοολική ηπατική νόσος 

Η συστηµατική κατανάλωση αλκοόλ αυξάνει την κατανάλωση οξυγόνου στο ήπαρ 

και προκαλεί λιπώδη εκφύλιση, ηπατοµεγαλία και χρονία φλεγµονή του ηπατικού 

παρεγχύµατος µε πιθανότερο τελικό αποτέλεσµα την ίνωση και κίρρωση(252). Κατά 

την οξεία και χρονία αλκοολική νόσο παρατηρείται αύξηση του αριθµού των  

κυττάρων Kupffer στα πυλαία διαστήµατα, ενώ µελέτες σε πειραµατόζωα έχουν 
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καταδείξει ότι η χορήγηση αιθανόλης αυξάνει τον αριθµό των κυττάρων Kupffer που 

εµφανίζουν µορφολογικές ενδείξεις ενεργοποίησης, αυξηµένη παραγωγή IL-1 και 

TNF-α (253) . Η αδρανοποίηση των Kupffer µε GdCl3 µειώνει την παρατηρούµενη 

φλεγµονή και ηπατοκυτταρική νέκρωση από το αλκοόλ. Η ενεργοποίηση των 

κυττάρων Kupffer από το αλκοόλ πιστεύεται ότι οφείλεται σε διαταραχή της 

βακτηριακής χλωρίδας του εντέρου µε αύξηση των Gram(-) βακτηριδίων και σε 

αύξηση της διαπερατότητας του εντερικού τοιχώµατος σε µακροµόρια όπως η 

ενδοτοξίνη. Ταυτόχρονα, το αλκοόλ επηρεάζει άµεσα τα Kupffer λόγω διαταραχών 

που προκαλεί στους µεµβρανικούς διαύλους ασβεστίου(254).  

Αυξηµένη συγκέντρωση TNF-α παρατηρείται σε ασθενείς µε αλκοολική ηπατική 

νόσο (220). Η οξεία χορήγηση αιθανόλης σε πειραµατόζωα επάγει την παραγωγή 

TNF-α και την έκφραση του CD14, ενώ στον άνθρωπο έχει παρατηρηθεί άµεση 

αύξηση του ΝΟx στο περιφερικό αίµα. Η χρονία χορήγηση αιθανόλης, τέλος, αυξάνει 

την παραγωγή ROS από τα κύτταρα Kupffer.  

Σε ασθενείς µε αλκοολική ηπατίτιδα έχουν παρατηρηθεί αυξηµένα ποσά MCP-1 στην 

κυκλοφορία και αυξηµένη έκφραση στο ηπατικό παρέγχυµα, οι οποίες σχετίζονται µε 

τα επίπεδα SGPT και τον βαθµό φλεγµονωδών διηθήσεων. Σε τέτοιους ασθενείς 

έχουν ανιχνευθεί υψηλά επίπεδα IL-8 που έχουν συσχετισθεί µε αυξηµένη έκφραση 

ICAM-1 και VCAM όπως και µε τον βαθµό πολυµορφοπυρηνικών διηθήσεων στο 

ήπαρ.   

Συνοψίζοντας, τα κύτταρα Kupffer ενεργοποιούνται υπό την επίδραση αλκοόλης. Οι 

τοξικοί µεταβιβαστές (ROS), οι κυτταροκίνες και οι χηµειοκίνες που παράγονται από 

αυτά πιστεύεται ότι συµµετέχουν στην παθογένεια της αλκοολικής ηπατικής νόσου.           
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Κύτταρα Kupffer και µεταµόσχευση ήπατος 

Τα κύτταρα Kupffer ως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα έχουν σηµαντικό ρόλο στις 

διαδικασίες ιστοσυµβατότητας κατά την ηπατική µεταµόσχευση. Τα κύτταρα Kupffer 

εκφράζουν αντιγόνα MHC τάξης II και έχουν την ικανότητα in vitro 

αντιγονοπαρουσίασης. Οι µεταµοσχεύσεις σε µοντέλα αρουραίων δείχνουν επαγωγή 

των MHC τάξης II στα κύτταρα Kupffer που σχετίζεται µε τον βαθµό της 

ανοσολογικής αντίδρασης. Στον άνθρωπο έχει παρατηρηθεί ότι ο ρυθµός 

αντικατάστασης των κυττάρων Kupffer του δότη από αυτά του µεταµοσχευθέντος 

αυξάνεται στην φάση της απόρριψης. Η απόρριψη, όπως και το σύνδροµο 

εξαφάνισης των χοληφόρων, παρουσιάζονται µε αυξηµένη συχνότητα σε 

µεταµοσχεύσεις όπου δεν υπάρχει ιστοσυµβατότητα για τα MHC τάξης ΙΙ παρά µόνο 

για τα  MHC τάξης Ι, γεγονός που µπορεί να αποδοθεί σε παρουσίαση από τα 

κύτταρα Kupffer του δότη των MHC Ι αντιγόνων των χοληφόρων στον δέκτη.           

H ηπατική βλάβη, από την διαδοχική επίδραση της ισχαιµίας και επαναιµάτωσης στο 

ήπαρ ως συνέπεια της διαδικασίας εξωσωµατικής διατήρησης του οργάνου, οδηγεί σε 

πρωτογενή δυσλειτουργία του οργάνου και είναι σηµαντικός επιβαρυντικός 

παράγοντας στην έκβαση της µεταµόσχευσης. Αυτό αποδίδεται στην ενεργοποίηση 

των κυττάρων Kupffer, την παραγωγή ROS από αυτά που οδηγούν σε βαριές 

διαταραχές της ηπατικής µικροκυκλοφορίας. Η χορήγηση GdCl3 το οποίο 

καταστέλλει την λειτουργία των κυττάρων Kupffer, αναστέλλει την ηπατική βλάβη 

από ισχαιµία/επαναιµάτωση, ενώ η χορήγηση σωµατιδίων latex που διεγείρει τα 

κύτταρα Kupffer, επιδεινώνει την βλάβη από ισχαιµία επαναιµάτωση. Εκτός από την 

παραγωγή ROS, υπεύθυνη για τις παρατηρούµενες διαταραχές της µικροκυκλοφορίας 
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είναι και η παραγωγή από τα κύτταρα Kupffer των TNF-α και MIP-2. Αυξηµένη 

έκφραση των τελευταίων έχει παρατηρηθεί στο ηπατικό παρέγχυµα και σε 

συγκεντρώσεις στον ορρό σε πειραµατικά µοντέλα µεταµόσχευσης σε ποντίκια κατά 

την φάση της επαναιµάτωσης του µοσχεύµατος, σχετίζονται έτσι τον µεν TNF-α µε 

την ενεργοποίηση του ενδοθηλίου και την επαγωγή της έκφρασης β2-ιντεγκρινών, τις 

δε χηµειοκίνες µε την προσέλκυση πολυµορφοπύρηνων λευκοκυττάρων στο ηπατικό 

παρέγχυµα. 

Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, τα κύτταρα Kupffer παίζουν σηµαντικό ρόλο 

στην άµυνα του ξενιστή τόσο άµεσα όσο και διαµέσου τροποποίησης της 

ανοσολογικής απάντησης. Εκτός της συµµετοχής τους στις ζωτικής σηµασίας αυτές 

φυσιολογικές λειτουργίες, τα κύτταρα Kupffer συνθέτουν και εκκρίνουν µια µεγάλη 

ποικιλία δυνητικά επιβλαβών βιολογικών µεταβιβαστών που υποδεικνύουν την 

συµµετοχή τους στην παθογένεια της ηπατικής βλάβης και της ίνωσης. 
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ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΜΠΛΕΚΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ ΙΝΩΣΗ  

ΜΕΤΑΛΛΟΠΡΩΤΕΑΣΕΣ ΤΟΥ ∆ΙΑΜΕΣΟΥ ΙΣΤΟΥ 
Οι µεταλλοπρωτεάσες του διάµεσου ιστού, είναι µία οικογένεια ενζύµων που φέρουν 

ιόν/µόριο ψευδαργύρου (Zn2+)στο ενεργό τους κέντρο (255). Τα ένζυµα αυτά έχουν 

ευρεία συµµετοχή στις διαδικασίες αποδόµησης του εξωκυττάριου ιστου, και έως 

σήµερα έχουν ανακαλυφθεί περίπου 26 µέλη (256). (Πίνακας 4) 

Πίνακας 4: Η οικογένεια των µεταλλοπρωτεασών του διάµεσου ιστού. 

 

Οι µεταλλοπρωτεάσες (MMPs) είναι πρωτεολυτικά ένζυµα, τα οποία παρουσιάζουν 

υψηλή οµολογία στην αλληλουχία των αµινοξέων από τα οποία αποτελούνται. Όλα 

τα µέλη της οικογένειας, εντός των µεµβρανικών µεταλλοπρωτεασών, εκκρίνονται ως 

ανενεργά προένζυµα (ζυµογόνα), τα οποία απαιτούν πρωτεολυτική ενεργοποίηση 

(257).  
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Οι MMPs παίζουν σηµαντικό ρόλο στις φυσιολογικές διαδικασίες αναδοµήσεως του 

συνδετικού ιστού όπως η αγγειογένεση, η ωοθηλακιορρηξία, η εµβρυική ανάπτυξη 

και η επούλωση τραύµατος, αλλά και στις παθολογικές συνθήκες όπου εµφανίζεται 

διαταραχή της οµοιοστασίας της εξωκυτταρίου ουσίας όπως η ηπατική ίνωση, η 

ρευµατοειδής αρθρίτιδα, ο λύκος, το γλαύκωµα, καθώς και οι διαδικασίες καρκινικής 

διηθήσεως και µεταστάσεως (258). 

Οι µεταλλοπρωτεάσες, κατηγοριοποιούνται κυρίως σε τρεις οµάδες µε κριτήριο τη 

δραστικότητά τους έναντι διαφορετικών υποστρωµάτων. Οι οµάδες αυτές είναι: 1. οι 

Κολλαγενάσες, µε ισχυρότερη δραστικότητα έναντι του ινώδους κολλαγόνου, 2. οι 

Γελατινάσες, µε δράση έναντι της γελατίνης (κολλαγόνο τύπου IV) και 3. οι 

Στροµελυσίνες οι οποίες έχουν ευρύτερη δραστικότητα έναντι των προηγουµένων 

(259). Οι µεµβρανικές µεταλλοπρωτεάσες (MT-MMPs) αποτελούν ξεχωριστή 

κατηγορία λόγω της θέσης τους στην κυτταρική επιφάνεια και της εντοπισµένης 

δράσης τους γύρω από αυτήν (260). 

 

Εικόνα 24: Οι υποοικογένειες των µεταλλοπρωτεασών και τα χαρακτηριστικά τους 
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Η δραστηριότητα των µεταλλοπρωτεασών είναι πολυεπίπεδα ελεγχόµενος διαδικασία 

και περιλαµβάνει τη γονιδιακή έκφραση και την αναστολή ή επαγωγή της 

πρωτεολυτικής τους ενεργοποίησης από ειδικούς (Ιστικοί Αναστολείς των 

Μεταλλοπρωτεασών -TIMPs) και µη ειδικούς (α2-µακροσφαιρίνη) αναστολείς. Έως 

σήµερα έχουν ανακαλυφθεί τέσσερις TIMPs οι οποίοι έχουν διαφορετική 

ανασταλτική δραστηριότητα για κάθε µία εκ των µεταλλοπρωτεασών (261). 

 
Οι µεταλλοπρωτεάσες και η ηπατική ίνωση 
Η ηπατική ίνωση χαρακτηρίζεται από πολλαπλές διαταραχές της οµοιοστασίας της 

εξωκυτταρίου ουσίας σε µοριακό και κυτταρικό επίπεδο και συνεπάγεται την 

αυξηµένη εναπόθεση συνδετικού ιστού στον εξωκυττάριο χώρο (262). Ο συνδυασµός 

της ινωτικής διαδικασίας µε την ανεπαρκή αποδόµηση του συνδετικού ιστού έχει ως 

αποτέλεσµα την καταστροφή της φυσιολογικής αρχιτεκτονικής του ήπατος και την 

κίρρωση(263). 

Η διαδικασία της σύνθεσης και εναπόθεσης συνδετικού ιστού µε αυτήν της 

αποδόµησης της εξωκυτταρίου ουσίας είναι αλληλένδετες και η πρόοδος της ίνωσης 

εξαρτάται από τη µεταξύ τους ισορροπία(226). 

Τον κύριο λόγο στη ρύθµιση της εξωκυτταρίου ουσίας έχουν τα κύτταρα του Ito. Τα 

κυτταρα αυτά υπό φυσιολογικές συνθήκες, βρίσκονται στον υπενδοθηκιακό χώρο του 

Disse σε επαφή µε την εξωκυττάρια ουσία που είναι πλούσια σε κολλαγόνο τύπου IV, 

λαµινίνη, φιµπρονεκτίνες και πρωτεογλυκάνες (264). Κατά τη διαδικασία της ίνωσης, 

τα κύτταρα του Ito υπό την επίδραση κυτταροκινών, αλλάζουν το φαινότυπό τους και 

«µεταµορφώνονται» σε κύτταρα τύπου µυοϊνοβλάστη, παράγοντας µεγάλες 

ποσότητες ινώδους κολλαγόνου αλλάζοντας έτσι την αρχιτεκτονική διάταξη του 

κολποειδούς συστήµατος και την κατανοµή των ουσιών από τις οποίες αυτό 
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αποτελείται(264). Στη λειτουργία αυτή έχει καταδειχθεί η εµπλοκή των MMP-9, 

MMP-2 (265), Κολλαγενάσης τύπου Ι, uPA(266), TGF-β1 (267). 

 
Κολλαγενάσες 
Η οµάδα των κολλαγενασών αποτελείται από τις µεταλλοπρωτεάσες ΜΜP-1, MMP-

8, MMP-13 και MMP-18, που έχουν την ικανότητα να διασπούν το κολλαγόνο των 

τύπων I, III, και X. Οι κολλαγενάσες δεν διασπούν τα κολλαγόνα των τύπων IV, V 

και VI, αλλά ούτε και άλλες ουσίες που συνθέτουν τον εξωκυττάριο ιστό όπως οι 

πρωτεγλυκάνες και οι γλυκοπρωτεϊνες (257). Η δράση των κολλαγενασών ρυθµίζεται 

από συνγκεκριµένους µηχανισµούς σε µοριακό και κυτταρικό επίπεδο, όπως τη 

γονιδιακή έκφραση από τις κυτταροκίνες ή τις ορµόνες, την  εξωκυττάρια 

ενεργοποίηση των προενζυµικών µορφών τους, ή ακόµα και την ειδική αναστολή των 

ενεργών κολλαγενολυτικών ενζύµων από τους TIMPs (268). Περαιτέρω ανάλυση της 

οµολογίας στην αλληλουχία των γονιδίων αρουραίου απεκάλυψε ότι, εκτός της 

MMP-13 στον άνθρωπο, δεν υπάρχει αλληλουχία στον αρουραίο που να δίνει 

οµολογία άνω του 90% µε αυτήν της MMP-1 στον άνθρωπο. Ως εκ τούτου, θεωρείται 

ότι η κολλαγενάση του διάµεσου ιστού του αρουραίου (MMP-1) είναι ταυτόσηµη µε 

την MMP-13 του ανθρώπου (269). 

Μόνο οι MMPs -1, -8 και -13 µπορούν να διασπούν το σταθερότατο µόριο του 

κολλαγόνου τύπου Ι, το οποίο είναι ο κύριος τύπος κολλαγόνου που συσσωρεύεται 

κατά την ανάπτυξη της ίνωσης (270) (271). 
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ΠΛΑΣΜΙΝΟΓΟΝΟ 
 

Η σειρά των αντιδράσεων των πρωτεασών που ενεργοποιούν το πλασµινογόνο και ο 

ρόλος τους στην οµοιοστασία του εξωκυτταρίου ιστού κατά τις φυσιολογικές και 

παθολογικές συνθήκες αποτελούν αντικείµενο µελέτης τα τελευταία χρόνια. Η 

αντίδραση ενεργοποίησης του πλασµινογόνου ευθύνεται για την µετατροπή του 

ενζυµικά ανενεργού πλασµινογόνου σε πλασµίνη, η οποία είναι ενζυµικά δραστική 

σερινική πρωτεάση (272). Η πλασµίνη, είναι γενικώς, ισχυρότατη πρωτεάση που 

καταλύει ποικίλα πρωτεϊνικά υποστρώµατα και προκαλεί την άµεση διάσπαση των 

ουσιών που αποτελούν τον εξωκυττάριο ιστό, συµπεριλαµβανοµένης της 

φιµπρονεκτίνης και της λαµινίνης. Η πλασµίνη έχει τη δυνατότητα να συµµετέχει και 

εµµέσως στη διάσπαση του κολλαγόνου µε την ενεργοποίηση των 

µεταλλοπρωτεασών(273). Η δηµιουργία της πλασµίνης εξαρτάται από τη 

δραστικότητα των ενεργοποιητών του πλασµινογόνου (PA) από τους οποίους έχουν 

ταυτοποιηθεί δύο: ο ενεργοποιητής του πλασµινογόνου της ουροκινάσης (uPA) και ο 

ενεργοποιητής του πλασµινογόνου του ιστού (tPA)(274). 

 

tPA 
 

Ο φυσικός tPA, αποτελείται από ένα πολυπεπτίδιο µοριακού βάρους 70kDa, ο οποίος 

βρίσκεται µεµβρανικά συνδεδεµένος στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Ο tPA εκκρίνεται µε 

τη µορφή µιας πρωτεϊνης µονής αλυσίδας η οποία κατά τη διαδικασία περιορισµένης 

πρωτεόλυσης µετατρέπεται σε σύµπλοκο διπλής αλυσίδας που συνδέεται µε 

δισουλφιδικό δεσµό της αλύσου Α µε τη Β. Η αλυσίδα Α περιέχει ένα οµόλογο τµήµα 

µε τον παράγοντα ανάπτυξης της επιδερµίδας (Epidermal Growth Factor –EGF), ενώ 

η αλυσίδα Β περιέχει το ενεργό κέντρο του µορίου της σερινικής πρωτεάσης (274). 
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Το tPA µονής αλύσου δύναται να ενεργοποιεί το πλασµινογόνο, αλλά είναι λιγότερο 

αποδοτικό του tPA της διπλής αλύσου. Η ενζυµική δραστικότητα του tPA εξαρτάται 

από τη σύνδεση µε ινική, γεγονός που συµφωνεί µε τη λειτουργική του σηµασία ως 

ινολυτικού παράγοντα (275). 

 

uPA 
 

Ο uPA αποµονώθηκε αρχικά σε ούρα ανθρώπου και εµφανίζεται σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις στο πλάσµα (~1ng/ml). Παράγεται από πολλούς τύπους κυττάρων, 

συµπεριλαµβανοµένων των µεταστατικών καρκίνων, ως προένζυµο µονής αλύσου. 

(pro-uPA µε ΜΒ=55000). Σε αντίθεση µε το tPA της µονής αλύσου, το προένζυµο 

uPA είναι ελάχιστα ως καθόλου ικανό να ενεργοποιήσει το φυσικό του υπόστρωµα, 

το πλασµινογόνο (272). Παρά την έλλειψη ενζυµικής δραστικότητας, το pro-uPA 

φαίνεται πως είναι η κυριότερη εξωκυττάρια µορφή που βρίσκεται εντός υγειούς 

οργανισµού. Κατά την απελευθέρωσή του από το κύτταρο, το pro-uPA 

ενεργοποιείται µε τη διάσπαση ποικιλίας πρωτεασών στις οποίες περιλαµβάνεται η 

πλασµίνη, ένζυµα όπως την τρυψίνη και οι καθεψίνες. Η διάσπαση αυτή έχει ως 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενζυµικά ενεργού uPA διπλής αλύσου µε µεγάλο ΜΒ 

(HMW-uPA, MB=55000). Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται από δυό αλυσίδες 

πεπτιδίων (Α και Β) που συγκρατούνται µεταξύ τους από έναν δισουλφιδικό δεσµό 

(276). Η άλυσος Α στον άνθρωπο περιέχει ένα τµήµα τύπου EGF, το οποίο 

διαµεσολαβεί για τη σύνδεση του uPA µε τον υποδοχέα του, και ένα κυκλικό τµήµα 

αγνώστου λειτουργίας. Η αλληλουχία της αλύσου B διατηρεί τα δοµικά 

χαρακτηριστικά των σερινικών πρωτεασών όπως αυτά της πλασµίνης και της 

τρυψίνης. Η HMW-uPA πρωτεολύεται επιπλέον, από ένζυµα όπως η πλασµίνη, σε 
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ενεργό uPA χαµηλού µοριακού βάρους (LMW-uPA, MB=33000) και σε ενζυµατικά 

ανενεργό τµήµα της αµινοµάδας (amino-terminal fragment ATF, ΜΒ=22000) (277). 

Η δηµιουργία πλασµίνης µέσω του uPA, συµµετέχει στις διαδικασίες ιστικής 

αναδόµησης, στις οποίες συµπεριλαµβάνονται η ωοθηλακορρηξία, η περιέληξη του 

µαστικού αδένα, η µεταµόσχευση τροφοβλάστη και ο καρκίνος (278). 
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TGF-β 
 

Ο TGF-β είναι κυτταροκίνη µε κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση των κυτταρικών 

αντιδράσεων, τις λειτουργίες ανάπλασης του ηπατικού ιστού και συµµετοχή στην 

ίνωση, την ανάπτυξη, την καταστολή (καρκίνος) και απόπτωση των κυττάρων του 

ήπατος (279). 

Ο TGF-β εµφανίζεται στα θηλαστικά σε τρείς οµόλογες µορφές (TGF-β1, TGF-β2, 

TGF-β3), οι οποίες έχουν παρόµοια δραστηριότητα. Και οι τρείς αυτές µορφές 

υπάρχουν στο ήπαρ, αλλά η έκφρασή τους δεν είναι οµοιόµορφη στους διαφόρους 

κυτταρικούς πληθυσµούς οι οποίοι το απαρτίζουν (267). 

Ο TGF-β παράγεται ως ανενεργή µορφή κυτταροκίνης η οποία απαιτεί πρωτεόλυση 

για την ενεργοποίησή της. Μεταξύ των πρωτεασών οι οποίες καλούνται να 

αναλάβουν αυτό το έργο συµπεριλαµβάνονται η πλασµίνη, ή οι ειδικές κυτταρικές 

µεµβρανικά συνδεδεµένες πρωτεάσες. Πλέον της πρωτεολυτικής ενεργοποίησης του 

ανενεργού TGF-β, υπάρχει ένας πληθυσµός περικυτταρικών παραγόντων που δρούν 

για να προωθήσουν ή να αναστείλουν τη δράση της συγκεκριµένης κυτταροκίνης. Οι 

παράγοντες αυτοί αποτελούνται από πρωτεϊνες σύνδεσης (συµπεριλαµβανοµένου του 

εξωκυτταρίου ιστού), οι ιντεγκρίνες (που συµµετέχουν στην ενεργοποίηση του 

υποδοχέα του TGF-β) και οι ρυθµιστές των διακυτταρίων διαβιβαστών από τον 

υποδοχέα (280). 

Ο TGF-β επάγει την παραγωγή εξωκυτταρίου ιστού όχι µόνο στα κύτταρα του Ito 

αλλά και στα ενδοθηλιακά κύτταρα του κολποειδούς του ήπατος (281). Όµως, οι 

δράσεις του TGF-β ποικίλλουν σε κάθε περίπτωση. Κατά την αναγέννηση του 

ηπατικού ιστού, ο TGF-β επιδεικνύει δράση κυρίως έναντι του πολλαπλασιασµού 

παρά υπέρ της ινώσεως. Ο TGF-β δρα κατά του πολλαπλασιασµού και στα 

λεµφοκύτταρα. Πειραµατικά δεδοµένα σε αρουραίους που υπολείπονταν TGF-β 
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είχαν ως αποτέλεσµα ιστολογική φλεγµονή και µονοκυτταρική διήθηση στο ήπαρ και 

σε άλλους ιστούς (282). 

Εάν ο TGF-β παρατηρηθεί απολειστικά ως ρυθµιστικός παράγοντας των κυττάρων 

του ανοσοποιητικού συστήµατος, θα µπορούσε να χαρακτηριστεί ως 

αντιφλεγµονώδης και δυνητικά αντι-ινωτικός, ιδιότητα που τον χαρακτηρίζει στη 

φλεγµονώδη νόσο του εντέρου, σε αντίθεση µε τον προ-ινωτικό ρόλο που έχει στο 

ήπαρ και τους άλλους ιστούς (283). 

Τα διεγερµένα κύτταρα Kupffer παράγουν TGF-β1, ο οποίος είναι ισχυρός 

αναστολέας του πολλαπλασιασµού των ηπατοκυττάρων (264). Πρόσφατα ερευνητικά 

δεδοµένα αναφέρουν ότι ο TGF-β παράγεται από τα κύτταρα Kupffer - όταν 

διεγερθούν µε LPS / ηπατεκτοµή - σε ανενεργή µορφή και απαιτείται µια σειρά 

αντιδράσεων που περιλαµβάνει την έκκριση TNF-α από αυτά, µε συνέπεια την 

διέγερση παραγωγής καλλικρεϊνης (PKA), η οποία ενεργοποιεί πρωτεολυτικά τον 

TGF-β(284). O παραγόµενος από τα κύτταρα Kupffer TGF-β1, συµµετέχει στην 

ινωτική διαδικασία του ήπατος επάγοντας την παραγωγή αναστολέων των 

πρωτεασών (TIMPs) από τα κύτταρα Ito (285).   
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ΛΕΠΤΙΝΗ 
 

Η λεπτίνη είναι µια πρωτεϊνη µεγέθους 16kDA, που αποτελεί έκφραση του γονιδίου 

ob και παράγεται κυρίως στα κύτταρα του λιπώδους ιστού, αλλά και σε µικρότερες 

ποσότητες στους σκελετικούς µύες στο θόλο του στοµάχου, τον εντερικό σωλήνα και 

τον πλακούντα. Οι συγκεντρώσεις της λεπτίνης στο πλάσµα είναι ανάλογες της 

συγκέντρωσης λιπώδους ιστού στον οργανισµό (286). 

 

Οι υποδοχείς της λεπτίνης (OB-

Rs) έχουν µεµβρανική εντόπιση 

και η δοµή τους µοιάζει µε αυτή 

των κυτταροκινών κλάσεως Ι, 

ανήκουν στην οικογένεια των 

υποδοχέων αιµοποίησης και εµφανίζουν στενή σχέση µε τους µεµβρανικούς 

διαβιβαστές του τύπου της IL-6 (287). Έως σήµερα έχουν κλωνοποιηθεί 5 υπότυποι 

υποδοχέων λεπτίνης (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd και Ob-Re), οι οποίοι έχουν την 

ίδια εξωκυττάρια και διαµεµβρανική δοµή, µε τη µεταξύ τους διαφορά να εστιάζεται 

στό κυτταροπλασµατικό τους τµήµα (288). 

Εικόνα 25: Οι υποδοχείς της λεπτίνης 

 

Ο Ρόλος της Λεπτίνης 
 

Η λεπτίνη φαίνεται να έχει ρόλο-κλειδί στην προσαρµογή της νευρο-ενδοκρινούς 

απάντησης κατά τις καταστάσεις νηστείας στον οργανισµό, δύναται δε να δράσει 

άµεσα έναντι συγκεκριµένων περιφερικών ιστών ή κυττάρων και έχει ρυθµιστικό 

ρόλο στις ακόλουθες λειτουργίες: 
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α. στην αιµοποίηση (σε 

συνεργασία µε άλλα 

ρυθµιστικά µόρια όπως 

ο SCF, η GM-CSF, η 

αιµοποιητίνη και οι 

κυτταροκίνες  κυρίως 

IL-3 και IL-6) (289), 

β. στην ανοσολογική 

 

 στη

α ) και 

ήνων κυττάρων (291) 

αρά τα κενά που υπάρχουν ακόµα σχετικά µε τις λειτουργίες της λεπτίνης σε 

απάντηση (επιδρώντας 

επαγωγικά ή 

ανασταλτικά ν 

παραγωγή και 

i. στις λειτουργίες των µακροφάγων και πολυµορφοπυρ

Εικόνα 26: Ο ρόλος της λεπτίνης στην ανοσοποίηση. 

πελευθέρωση κυτταροκινών/ χηµειοκινών) (290

ii. στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (292) και  

iii. στην απόπτωση (293) (294). 

  

Π

κυτταρικό και µοριακό επίπεδο, τα ανωτέρω δεδοµένα την καθιστούν σηµαντικό 

παράγοντα στην φυσιολογική και παθολογική κατάσταση του οργανισµού. 
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ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗ 
 

Η σωµατοστατίνη (SST) ανακαλύφθηκε πρίν από τρείς δεκαετίες ως βιοδραστικό 

ολιγοπεπτίδιο µήκους δεκατεσσάρων αµινοξέων (SST-14), το οποίο αναστέλει την 

έκκριση της αυξητικής ορµόνης από την υπόφυση και έχει προέλευση τον υποθάλαµο 

(295). Στους ανώτερους οργανισµούς υπάρχουν δύο µέλη αυτής της οικογένειας 

πεπτιδίων µε βιολογική δραστικότητα: η σωµατοστατίνη δεκατεσσάρων αµινοξέων 

(SST-14) και η σωµατοστατίνη 28 αµινοξέων (SST-28), µε την τελευταία να έχει 

επιπρόσθετη αµινοξεϊκή αλληλουχία στο αµινοτελικό άκρο του SST-14 (296). Τα 

µόρια αυτά συµµετέχουν στη ρύθµιση των φυσιολογικών λειτουργιών εντός του 

οργανισµού µε ρόλο στην κυτταρική έκκριση, το µεταβολισµό, τη συσταλτικότητα 

των λείων µυικών ινών, τη νευρορρύθµιση και τον κυτταρικό κύκλο (297). Οι 

σωµατοστατίνες SST-14 και SST28 παράγονται από διάφορες κυτταρικές οµάδες και 

δρουν ως νευροµεταβιβαστές, ως µεταβιβαστές µε παρακρινή, αυτοκρινή ή και 

ευρεία δράση, µέσω της κυκλοφορίας (298) (299) (300;301). Η σωµατοστατίνη 

ρυθµίζει την έκκριση της αυξητικής και της θυρεοειδούς ορµόνης στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ) και συµµετέχει στην ρύθµιση της παγκρεατικής λειτουργίας, 

στην κινητικότητα του πεπτικού συστήµατος, στον αγγειακό τόνο και την 

ανοσολογική απάντηση (302), ενώ ο ρόλος της κατά τη φλεγµονή και στην 

παθογένεια νόσων όπως η νεοπλασία, η επιληψία, ο σακχαρώδης διαβήτης, η νόσος 

Alzheimer, το AIDS και η χορεία του Huntington είναι σηµαντικότατος (303) . 
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Σωµατοστατίνη : Παραγωγή και ∆ράσεις 
 

Τα κύτταρα που παράγουν σωµατοστατίνη υπάρχουν σε µεγάλες συγκεντρώσεις σε 

όλη την έκταση του ΚΝΣ και περιφερικού νευρικού συστήµατος, στην ενδοκρινή 

µοίρα του παγκρέατος, στο έντερο και σε µικρότερες ποσότητες στον θυρεοειδή 

αδένα, στα επινεφρίδια, στους υπογνάθιους σιελογόνους αδένες, τους νεφρούς, στον 

προστάτη και στον πλακούντα (302). Μορφολογικά, τα κύτταρα αυτά έχουν 

οµοιότητα µε τους νευρώνες, επιδεικνύοντας πολλαπλές διακλαδώσεις ή µοιάζουν µε 

εκκριτικά κύτταρα, συχνά µε µικρές κυτταροπλασµατικές προσεκβολές. Νευρώνες 

και νευρωνικές ίνες θετικές στη σωµατοστατίνη, βρίσκονται διάσπαρτες στο ΚΝΣ µε 

εξαίρεση την παρεγκεφαλίδα (304). Οι περιοχές στον εγκέφαλο που είναι πλούσιες σε 

σωµατοστατίνη, περιλαµβάνουν τον υποθάλαµο, τις βαθύτερες στοιβάδες του φλοιού, 

την φαιά ουσία γύρω από τον υδραγωγό, το νεοραβδωτό σώµα και το µεταιχµιακό 

σύστηµα, καθώς και όλες τις µείζονες αισθητικές οδούς (305). Στο πεπτικό σύστηµα, 

τα κύτταρα που παράγουν σωµατοστατίνη είναι είτε δ κύτταρα στα νησίδια του 

παγκρέατος και στον εντερικό βλεννογόνο, είτε νευρώνες της υποβλεννογονίου 

στοιβάδας και του µυεντερικού πλέγµατος (306). Σωµατοστατίνη παράγουν επίσης, 

αφού διεγερθούν, πολλά καρκινικά κύτταρα, καθώς και κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήµατος όπως τα λεµφοκύτταρα, τα µακροφάγα, τα επιθηλιακά κύτταρα του 

θύµου και τα κύτταρα του αρθρικού υµένα (307-310).  

 

 
Εικόνα 27: Η σωµατοστατίνη-14 
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Η σωµατοστατίνη έχει ανασταλτική δράση έναντι της θυρεοτροπινοεκλυτίνης (TRH) 

και της ορµόνης απελευθερώσεως κορτικοτροπίνης (CRH) από τον υποθάλαµο. Η 

σωµατοστατίνη αναστέλλει ακόµα και την έκκριση της αυξητικής ορµόνης (GH), της 

θυρεοτροπίνης (TSH), των ορµονών των παγκρεατικών νησιδίων, της προλακτίνης 

και σχεδόν όλων των ορµονών του γαστρεντερικού συστήµατος (311). Η 

ανασταλτική της δράση επηρεάζει την κινητικότητα και εξωκρινική λειτουργία 

(γαστρικό οξύ, πεψίνη, χολή) του γαστρεντερικού συστήµατος, ενώ στην σπλαχνική 

κυκλοφορία δρά αγγειοσυσπαστικά. Στον θυρεοειδή αδένα, η σωµατοστατίνη 

αναστέλλει την απελευθέρωση T3, Τ4 και καλσιτονίνης, στούς νεφρούς την 

παραγωγή ρενίνης και την επαναρρόφηση ύδατος από την αλκοολική αφυδρογονάση 

(ADH), και στα επινεφρίδια την παραγωγή κατεχολαµινών και αλδοστερόνης 

(303;312). 

Η σωµατοστατίνη στο ΚΝΣ έχει ρόλο νευροδιαβιβαστή και επηρεάζει διεγερτικά την 

απελευθέρωση της ντοπαµίνης στα βασικά γάγγλια. Η σωµατοστατίνη παράγεται 

στους νευρώνες του περιφερικού νευρικού συστήµατος στα γάγγλια της ραχιαίας 

ρίζας του νωτιαίου µυελού. Σε τυχόν αλγογόνο βλαπτικό ερέθισµα, οι περιφερικοί 

αισθητικοί νευρώνες αναλαµβάνουν τη µεταφορά της στις τελικές αισθητικές 

νευρικές ίνες, από όπου απελευθερώνεται (301). Η ουσία P, η οποία είναι σηµαντικός 

µεταβιβαστής της νευρογενούς φλεγµονής και του άλγους και επάγει τις 

κυτταροκίνες και άλλους φλεγµονώδεις µεταβιβαστές, έχοντας µεν την ίδια ιστική 

προέλευση µε τη σωµατοστατίνη, αλλά αντιστρόφως ανάλογη δράση από αυτήν 

(313) (314) της οποίας η χορήγηση (κυρίως συνθετικά ανάλογα της σωµατοστατίνης) 

έχει αναλγητική δράση (315-317) (318;319).  

Πέραν της προαναφερόµενης νευρορρυθµιστικής δράσης της, η σωµατοστατίνη έχει 

και άµεση επίδραση καταστολής στην φλεγµονή, αναστέλλοντας τον λεµφοκυτταρικό 
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πολλαπλασιασµό  (320), µειώνοντας την κυτταροτοξικότητα των κυττάρων NK(321), 

αναστέλλοντας την παραγωγή ανοσοσφαιρινών από τα Β-λεµφοκύτταρα, και 

µειώνοντας την χηµειοταξία των λευκοκυττάρων (322), την παραγωγή προ-

φλεγµονωδών κυτταροκινών και ιντερφερόνης από τα µονοκύτταρα (323;324) και 

επίσης αναστέλλει την απελευθέρωση ισταµίνης και την παραγωγή λευκοτριένης D4 

από ανοσολογικά διεγερθέντα βασεόφιλα κύτταρα (325). 

Ποικιλία µορίων συµπεριλαµβανοµένων ιόντων, θρεπτικών ουσιών, νευροπεπτιδίων, 

νευροµεταβιβαστών, κλασσικών ορµονών, αυξητικών παραγόντων και κυτταροκινών 

επηρρεάζουν την έκκριση της σωµατοστατίνης. Η γλυκόζη, τα αµινοξέα και τα 

λιπίδια επηρεάζουν την έκκριση σωµατοστατίνης από τα κύτταρα δ, ενώ  το 

γλυκογόνο, η GHRH, η νευροτενσίνη, η CRH, το CGRP και η µποµπεσίνη διεγείρουν 

την παραγωγή της σε διάφορους ιστούς, αλλά αναστέλλεται µε το GABA και τα 

οποιοειδή (303) (326). Από τις ορµόνες που έχουν µελετηθεί η GH και οι 

θυρεοειδικές ορµόνες επίσης αυξάνουν την παραγωγή σωµατοστατίνης από τον 

υποθάλαµο ενώ τα γλυκοκορτικοειδή σε µικρές δόσεις την αυξάνουν και σε 

µεγαλύτερες την αναστέλλουν. Η ινσουλίνη διεγείρει την έκκριση της 

σωµατοστατίνης στον υποθάλαµο και την αναστέλλει στο έντερο και το πάγκρεας 

(327). Τέλος οι κυτταροκίνες IL-1, TNFα, IL-6, INF-γ και IL-10 επάγουν την 

έκφραση του mRNA της σωµατοστατίνης (328) ενώ ο TGF-β και η λεπτίνη την 

αναστέλλουν  (329;330). 

 

Οι υποδοχείς της σωµατοστατίνης 
 

Μελέτες τα τελευταία χρόνια έχουν αποκαλύψει ειδικούς υποδοχείς της 

σωµατοστατίνης στην υπόφυση, το θυρεοειδή αδένα, τα επινεφρίδια, την ενδοκρινή 

και εξωκρινή µοίρα του παγκρέατος, τον γαστρεντερικό σωλήνα, τον εγκέφαλο, τους 
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νεφρούς και τα λεµφοκύτταρα (303), καθώς επίσης και σε µεγάλο αριθµό καρκινικών 

κυτταρικών σειρών (302) (331). Μέχρι σήµερα έχουν κλωνοποιηθεί πέντε υπότυποι 

υποδοχέων της σωµατοστατίνης (Somatostatin Receptor – SSTR1 SSTR2, SSTR3, 

SSTR4 και SSTR5) (332). Όλοι οι υποδοχείς είναι µεµβρανικοί, συνδέονται µε 

πρωτείνες G και παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια σύνδεσης µε τα φυσικά πεπτίδια 

SST-14 και SST-28 (333). 

Μελέτες της ιστικής κατανοµής του mRNA των SSTR υποδοχέων σε αρουραίους 

έχουν καταδείξει την ύπαρξη ειδικής κατανοµής για κάθε υπότυπό τους σε 

διαφορετικούς ιστούς (334). Έτσι, στο ΚΝΣ εκφράζονται όλοι οι υπότυποι, ενώ 

υπάρχουν εστίες ειδικής έκφρασης του κάθε υπότυπου. Στην υπόφυση και το σπλήνα 

επίσης εκφράζονται όποι οι υποδοχείς της σωµατοστατίνης σε αναλογίες: 

SSTR2> SSTR1= SSTR3> SSTR5>SSTR4 για την υπόφυση 

SSTR3> SSTR1= SSTR4= SSTR5> SSTR2 για τον σπλήνα 

Ο στόµαχος εκφράζει όλους τους υποδοχείς εκτός του SSTR5 και το λεπτό έντερο 

όλους εκτός του SSTR2. Οι νεφροί εκφράζουν SSTR3 και SSTR4 µόνο, ενώ το ήπαρ 

τον SSTR3 και το πάγκρεας τον SSTR2 (334). Τα ενεργοποιηµένα κύτταρα του 

ανοσολογικού συστήµατος (µακροφάγα, Β και Τ λεµφοκύτταρα, θυµοκύτταρα) του 

ποντικού εκφράζουν κυρίως τον SSTR2 (335), ενώ έχει ανιχνευθεί η έκφραση πλέον 

του ενός υποδοχέων από πολλούς τύπους νεοπλασιών (303). 

  

Η Σύνδεση µε G πρωτεΐνες - Ενδοκυττάρια µεταβίβαση πληροφορίας 
 

Οι υποδοχείς της σωµατοστατίνης (SSTRs) επάγουν την κυτταρική απάντηση µέσω 

µορίων συνδεδεµένων µε G πρωτεΐνες που συµπεριλαµβάνουν την αδενυλική 

κυκλάση, τους διαύλους K+ και Ca2+, την αντλία Na/H+, τη γουανυλική κυκλάση, τις 

φωσφολιπάσες A2 και C, τη MAP κινάση (MAPK) και τις φωσφατάσες σερίνης-

 129



θρεονίνης και τυροσίνης (332). Τα µόρια αυτά µεσολαβούν στη δηµιουργία δευτέρων 

µηνυµάτων, όπως είναι το cAMP, το Ca++, το cGMP και άλλα, τα οποία επάγουν τη 

φυσιολογική δράση της σωµατοστατίνης. 

Οι υποδοχείς της σωµατοστατίνης έχουν ισχυρή ανασταλτική ικανότητα έναντι της 

αδενυλικής κυκλάσης, γεγονός που συνεπάγεται τη µείωση του ενδοκυττάριου cAMP 

µέσω όλων των Gαi υποµονάδων (Gαi1, Gαi2 και Gαi3) (303). Τα διµερή Gα13 και βγ 

τα οποία συνδέονται µε την Gα13 υποµονάδα ενεργοποιούν τους διαύλους K+ 

προκαλώντας υπερπόλωση της κυτταρικής µεµβράνης. Το φαινόµενο έχει ως 

αποτέλεσµα την αυτόµατη εξουδετέρωση του φορτίου και την είσοδο µορίων Ca2+ 

µειώνοντας µε αυτόν τον τρόπο την ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca2+  (336). 

Περαιτέρω µείωση των επιπέδων του ενδοκυττάριου ασβεστίου επιτυγχάνεται άµεσα, 

απενεργοποιώντας τους διαύλους υψηλού δυναµικού Ca2+ από την Gαο2 ή από την 

φωσφορυλίωση της cGMP πρωτεϊνικής κινάσης που ενεργοποιείται από τους SSTRs 

(337). Πάντως, έχει αναφερθεί ότι ενεργοποίηση των SSTRs δύναται να προκληθεί 

από την αποφωσφορυλίωση των φωσφατασών Ser/Thr, µε επακόλουθη ενεργοποίηση 

των διαύλων ασβεστίου (338).  

Οι υποδοχείς σωµατοστατίνης ενεργοποιούν και άλλες οδούς ενδοκυττάριας 

µεταβίβασης σήµατος όπως η παραγωγή αραχιδονικού οξέος µέσω της 

ενεργοποίησης της φωσφολιπάσης A2 και η παραγωγή τριφωσφωρικής ινοσιτόλης 

(IP3) µε ενεργοποίησης της φωσφολιπάσης C (339). Είναι ενδιαφέρον ότι 

διαφορετικοί υποδοχείς σωµατοστατίνης δύνανται να ενεργοποιούν πλέον της µίας G-

πρωτεϊνών, ενεργοποιώντας µ’ αυτόν τον τρόπο ποικίλα και αλληλοεπηρεαζόµενα 

ενδοκυττάρια µονοπάτια µεταβίβασης σήµατος.  

Περαιτέρω διερεύνηση των ιδιοτήτων των υποδοχέων της σωµατοστατίνης έχουν 

αποκαλύψει την παρουσία µικρής ειδικότητας που επιδεικνύουν αυτές προς τα 

 130



ενδοκυττάρια µονοπάτια που µπορούν να ενεργοποιούν (Πίνακας 3), ενώ υφίσταται η 

δυνατότητα σχηµατισµού οµοδιµερών και ετεροδιµερών συµπλεγµάτων από τους 

υποδοχείς, αλλάζοντας έτσι τις φυσικές τους ιδιότητες τόσο ως προς τη σύνδεση µε 

τη σωµατοστατίνη και τα ανάλογα αυτής όσο και στη διαβίβαση πληροφορίας (303).  

Πίνακας 4:  Χαρακτηριστικά των υποτύπων των υποδοχέων σωµατοστατίνης του 
ανθρώπου   
   

 SSTR1 SSTR2A SSTR3 SSTR4 SSTR5 

Γονιδιακή εντόπιση   14q13 17q24 22q13.1 20p11.2 16p13.3 

Μοριακό βάρος (kDa) 53-72 71-95 65-85 45 52-66 

Σύνδεση µε πρωτεΐνες G  + + + + + 
Ενδοκυττάρια 
µεταβίβαση πληροφορίας      

     Αδενυλική κυκλάση ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

Φωσφατάση τυροσίνης ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

Κινάση MAP ↑ ↓ ↑↓ ↑ ↓ 
∆ίαυλοι K+  ↑ ↑ ↑ ↑ 
∆ίαυλοι Ca2+ ↓ ↓    

Αντλία Na+/H+ ↑     
∆ίαυλοι AMPA/kainite 
glutamate ↑ ↓    

Φωσφολιπάση Α2  ↑   ↓↑ 
Φωσφολιπάση C/IP3  ↑  ↑  

 
 
Τα Συνθετικά ανάλογα της σωµατοστατίνης 
 

Η πολυποίκιλη δράση της σωµατοστατίνης ως πεπτιδίου σε πειραµατικά µοντέλα δεν 

βρήκε την ανάλογη κλινική χρήση, κυρίως λόγω του µικρού χρόνου ηµισείας ζωής 

της στο πλάσµα, την ανάγκη συνεχούς ενδοφλέβιας έγχυσής της και τα φαινόµενα 

που ακολουθούν τη χορήγησή της όπως αυτό της παλίνδροµης επαγωγής ορµονών 

(GH, glucagen, insulin) (340). Οι λόγοι αυτοί, καθώς και η ανάγκη για περισσότερη 

ειδικότητα του µορίου έναντι συγκεκριµένων υποδοχέων έναντι αυτού, οδήγησαν 

στην παρασκευή συνθετικών αναλόγων του µορίου.  
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Μελέτες στην δοµή του µορίου της σωµατοστατίνης (SST-14) αποκάλυψαν την 

αναγκαιότητα ενός τετραπεπτιδίου (Phe7, Trp8, Lys9 και Thr10) για τη 

βιοδραστικότητα της SST-14, το οποίο σχηµατίζει µία β-στροφή (loop) µε 

σηµαντικότερα τις Trp8 και Lys9. Ως εκ τούτου, ακολουθήθηκε µία στρατηγική 

διατήρησης αυτής της αλληλουχίας και της προσθήκης αµινοξέων µε κυκλικές ή όχι 

πλευρικές οµάδες, δηµιουργώντας αλληλουχίες που θα σταθεροποιούσαν τη loop 

αλλά και θα καθιστούσαν το µόριο ανθεκτικότερο στην πρωτεόλυση (Εικόνα 28). 

Το πρώτο συνθετικό ανάλογο της σωµατοστατίνης που παρασκευάσθηκε µέσω αυτής 

της στρατηγικής και χρησιµοποιήθηκε στην κλινική πράξη είναι το SMS201-995 

(SMS, οκτρεοτίδη). Η οκτρεοτίδη 

έχει την ιδιότητα να αναστέλλει 

την έκκριση της αυξητικής 

ορµόνης, της γλυκαγόνης και της 

ινσουλίνης σε ισχυρότερο βαθµό 

από ότι η σωµατοστατίνη, ο χρόνος 

ηµίσειας ζωής της µετά από 

υποδόρια ένεση είναι 2 ώρες και 

δεν παρατηρείται το φαινόµενο της 

παλίνδροµης επαγωγής ορµονών 

µετά από τη χορήγησή της 

(341;342). Η οκτρεοτίδη, όπως και 

τα υπόλοιπα συνθετικά ανάλογα 

της σωµατοστατίνης µε ακόµα 

µεγαλύτερους χρόνους ηµίσειας 

ζωής που ακολούθησαν (BIM23014 ή Λανρεοτίδη και RC160 ή Βαπρεοτίδη) 
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επιδεικνύουν υψηλή συγγένεια έναντι των υποδοχέων SSTR2 και 5, µέτρια για τον 

υποδοχέα  SSTR3 και χαµηλή για τους υποδοχείς SSTR1 και 4 (303). 

 
Εικόνα 29: Η Οκτρεοτίδη 

Η οκτρεοτίδη το κλινικώς ευρύτερα χρησιµοποιούµενο συνθετικό ανάλογο της 

σωµατοστατίνης και έως σήµερα έχει χορηγηθεί θεραπευτικά µε επιτυχία σε 

ορµονοπαραγωγά αδενώµατα υπόφυσης, µεταστατικό καρκινοειδές ή όγκους 

παγκρεατικών νησιδίων, νευροενδοκρινικούς όγκους και αδενοκαρκινώµατα θετικά 

για υποδοχείς σωµατοστατίνης, αιµορραγία κιρσών οισοφάγου καθώς και για 

καταστάσεις που συνοδεύονται από ανθεκτική στην αντιβιοτική αγωγή διάρροια 

(π.χ.AIDS) (343;344) (345;346) (347).  
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

Το ήπαρ αποτελείται από παρεγχυµατικά (ηπατοκύτταρα) και µη παρεγχυµατικά 

(κύτταρα του κολποειδούς: Kupffer, Ito, ενδοθηλιακά) κύτταρα, των οποίων η 

συνεχείς αλληλεπιδράσεις συνεισφέρουν στην οµοιοστασία του ήπατος (264). 

Η άµεση επαφή των κυττάρων του ηπατικού κολποειδούς µε την πυλαία κυκλοφορία 

την οποία και περιβάλλουν, τα εκθέτει σε ιούς, βακτήρια, τοξικές ουσίες ακόµα και 

καρκινικά κύτταρα, καθιστώντας τα ως την πρώτη γραµµή άµυνας του ήπατος  (348). 

Υπό τις συνθήκες αυτές, τα κύτταρα του κολποειδούς καλούνται να επιτελέσουν ρόλο 

στη ρύθµιση της εξωκυττάριας ουσίας (224), την αντιγονοπαρουσίαση (349), την 

ρύθµιση της φλεγµονώδους αντίδρασης (245), τη φαγοκυττάρωση (350;351) και την 

απόπτωση (352). 

 

Η µελέτη της ανοσολογικής αντίδρασης των κυττάρων του κολποειδούς του ήπατος, 

απαιτεί την δυνατότητα αποµόνωσης και πρωτογενούς καλλιέργειας in vitro αµιγούς 

πληθυσµού κυττάρων από αξιόπιστο πειραµατικό µοντέλο. Με αυτόν τον τρόπο 

προσφέρεται ευρύ πεδίο διερεύνησης της επίδρασης φαρµακευτικών ή άλλων ουσιών 

στην ηπατική ανοσολογία.  

 

Επιπλέον, πρέπει να καταδειχθεί ο ρόλος των κυττάρων αυτών στην απόπτωση, την 

παραγωγή κυτταροκινών και παραγόντων ίνωσης για να ερµηνευθεί και να 

κατανοηθεί ευρύτερα η εµπλοκή τους στην πρωτογενή ανοσολογική αντίδραση του 

ήπατος. 
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Σκοπός: 

 

• Η αποµόνωση και καλλιέργεια αµιγούς πληθυσµού κυττάρων του Kupffer από 

ήπαρ αρουραίου. 

• Η διερεύνηση της επίδρασης της οκτρεοτίδης (συνθετικού αναλόγου της 

σωµατοστατίνης), του λιποπολυσακχαρίτη (LPS – ενδοτοξίνη) και των συνδυασµών 

τους:  

o στη γονιδιακή έκφραση της απόπτωσης, 

o στην παραγωγή κυτταροκινών, και πρωτεολυτικών ενζύµων που 

παράγονται ως αποτέλεσµα της πρωτογενούς ανοσολογικής 

απαντήσεως των κυττάρων του Kupffer. Επελέγησαν παράγοντες που 

σχετίζονται µε την ίνωση. 

Συγκεκριµένα µελετήθηκαν οι ακόλουθοι παράγοντες: 

α. MMP-1 (Type I Collagenase), 

β. uPA, 

γ. TGF-β1, και 

δ. Λεπτίνη, 

δηλαδή, επελέγησαν δύο παράγοντες που επάγουν την ίνωση (TGF-β1 και λεπτίνη) 

και δύο που ευνοούν την ινόλυση (MMP-1 και uPA). 

Η µελέτη έγινε στο υπερκείµενο καλλιέργειας κυττάρων του Kupffer που είχαν 

αποµονωθεί από αρουραίους και είχαν υποστεί επώαση µε λιποπολυσακχαρίδιο, 

οκτρεοτίδη (συνθετικό ανάλογο της σωµατοστατίνης) και τον συνδυασµό τους.
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ΥΛΙΚΑ 

Πειραµατόζωα 
 

Σύµφωνα µε τις επιταγές της Ελληνικής και Ευρωπαϊκής Νοµοθεσίας (Ν.1197/81§4, 

Ν.2015/92 και Π.∆.160/91) για την υγεία και την ορθή µεταχείριση των ζώων, 

ελήφθη έγκριση (Αρ. Πρωτ. 423, 11-2-2000) από τη ∆ιεύθυνση της Κτηνιατρικής 

Υπηρεσίας Ηρακλείου του Υπουργείου Γεωργίας για την πραγµατοποίηση της 

παρούσας µελέτης. 

Ως πειραµατικό µοντέλο χρησιµοποιήθηκαν αρουραίοι Sprague-Dawley, αρσενικού 

φύλου, ηλικίας άνω των 45 εβδοµάδων και βάρους 460-550 g, οι οποίοι είχαν 

ελεύθερη δίαιτα. 

 

 
Ηπαρίνη  

 
Συγκέντρωση:    1000 U/ml 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Leo-Pharma, Ballerup, Denmark 

 
 
Πεντοθάλη (PENTOTHAL®) 

 
Ποσότητα:   1 g 
Συγκέντρωση:    2% διάλυµα, κατόπιν διάλυσης σε 50ml WFI 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Abbott, Chicago, Illinois, USA 

 
 
Προνάση (Pronase)  

 
Ενζυµική δραστικότητα:  7 U/mg 
Βαθµός καθαρότητας:          100% nuclease-free 
Προέλευση:   Streptomyces griseus  
Εµπορική ∆ιάθεση:  Roche, Mannheim, Germany 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC , σκοτάδι 
Ανασύσταση:   ∆ιάλυση σε HBSS µε Ca, Mg.  
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DNase I 
 
Ενζυµική δραστικότητα:  >2000 U/mg 
Βαθµός καθαρότητας:          Grade II 
Προέλευση:   Πάγκρεας Μόσχου (Bovine pancreas) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Roche, Mannheim, Germany 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC , σκοτάδι 
Ανασύσταση:   ∆ιάλυση σε HBSS µε Ca2+, Mg2+  

 
 
Catalase 

 
Ενζυµική δραστικότητα:  10.000 U/mg 
Βαθµός καθαρότητας:          71% 
Προέλευση:   Ήπαρ Μόσχου (Bovine liver) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Sigma, St. Louis, USA 
Συνθήκες Αποθήκευσης: –20οC  
Ανασύσταση:   ∆ιάλυση σε στείρο H2O 

 
 
Collagenase B  

 
Ενζυµική δραστικότητα:  >0,15 U/mg 
Βαθµός καθαρότητας:          µη-στείρα 
Προέλευση:   Clostridium Histolyticum 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Roche, Mannheim, Germany 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC , σκοτάδι 
Ανασύσταση:   ∆ιάλυση σε HBSS µε Ca, Mg.  

 
 
Optiprep  
 
 ∆ιάλυµα:   60% Iodixanol σε H2O 
 Πυκνότητα:   1,32 g/ml σε θερµοκρασία 20 οC 
 Οσµοτικότητα:  170 ± 15 mOsm 

Εµπορική ∆ιάθεση:  Axis-Shield PoC, Oslo, Norway 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC , σκοτάδι 
Ανασύσταση:   ∆ιάλυση σε HBSS µε Ca, Mg.  

 
 
Trizol®  

 
∆ιάλυµα:   Phenol and Guanidine Isothiocyanate, 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC , σκοτάδι 
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Μονοκλωνικό Αντίσωµα ED2  
 
Τύπος: IgG1 (rat) 
Ειδικότητα: ειδικό αντίσωµα έναντι της γλυκοπρωτεϊνης επιφανείας CD163 
µακροφάγων κυττάρων αρουραίου 

 Ποσότητα / συγκέντρωση: 0,25 mg  / 1 mg/ml  
 Εµπορική ∆ιάθεση:  Serotec, Kindlington, Oxford, UK 

Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
 
 
Ορρός υγιών κονίκλων (Normal rabbit serum) 
  

Εµπορική ∆ιάθεση:  Dako, Glostrup, Denmark 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 

 
 
Πολυκλωνικό Αντίσωµα Κονίκλου έναντι ποντικού συζευγµένο µε ένζυµο 
αλκαλικής φωσφατάσης (Rabbit anti-mouse secondary antibody - AP 
conjugated) 

 
Τύπος: πολυκλωνική ανοσοσφαιρίνη  
Ειδικότητα: συνδέεται µε όλες τις ανοσοσφαιρίνες G (IgG) καθώς και την 
IgM ποντικού 

 Εµπορική ∆ιάθεση:  Dako, Glostrup, Denmark 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 

  
 
DAKO® Fast Red Substrate System  

Τύπος: kit µε ενζυµικό υπόστρωµα και χρωµογόνο ουσία έναντι της 
αλκαλικής φωσφατάσης. 
Ειδικότητα: ειδικό για κυτταρικά εναιωρήµατα και προσκολληµένα 
κύτταρα σε slide µικροσκοπίου 

 Εµπορική ∆ιάθεση:  Dako, Glostrup, Denmark  
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 

 
 
Λιποπολυσακχαρίτης (LPS)  
 

Προέλευση: Escherichia coli, υπότυπος 026:B6 
 Εµπορική ∆ιάθεση:  Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany 

Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Ανασύσταση:   2,5 mg/ml σε DMEM 

 
 
Οκτρεοτίδη (Sandostatin) 
 

Τύπος: Συνθετικό ανάλογο σωµατοστατίνης 
 Συγκέντρωση:   0,1 mg/ml 
 Εµπορική ∆ιάθεση:  Novartis, Basel, Switzerland 

Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 
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ELISA kit rat Leptin 
 

Τύπος: Ειδικό τέστ ανίχνευσης λεπτίνης σε υπερκείµενο καλλιεργείας ή ορρό 
αρουραίου  

 Εµπορική ∆ιάθεση:  Assay Designs Inc., Ann Arbor, Michigan, USA 
 
 
ELISA kit rat TGF-β1 
 

Τύπος: Ειδικό τέστ ανίχνευσης TGF-β1 σε υπερκείµενο καλλιεργείας ή ορρό 
αρουραίου  

 Εµπορική ∆ιάθεση:  Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany 
 
 
ELISA kits uPA Activity Assay και Matrix Metalloproteinase type I Activity 
Assay 
 

Τύπος: Ειδικά τέστ ανίχνευσης ενεργότητας uPA και MMPs τύπου I σε 
υπερκείµενο καλλιεργείας ή ορρό αρουραίου.  

Εµπορική ∆ιάθεση: Chemicon International Inc., Temecula, California, 
USA 

 
 
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid). 
 
 Συγκέντρωση:   1 Μ σε σε H2O 
 Εµπορική ∆ιάθεση:  MERCK, Darmstadt Germany 

Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC (ως διάλυµα) 
 
 
Chloroform, Isopropanol, Hydrochloric Acid, Phosphoric Acid, Sodium 

Hydroxide, EDTA, Tris-Base, Boric Acid, Agarose, Bromophenol Blue, 

Ethidium Bromide, Coomassie Brilliant Blue G-250, Bovine Serum Albumin 

(BSA), Ethanol (PCR Grade), Ficoll (type 400) 

 Εµπορική ∆ιάθεση:  Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany 
 
 
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) with / without Ca2+, Mg2+  
 
 Τύπος:    Ισότονο διάλυµα καλλιεργείας 10x πυκνό  

Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 
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DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
  
Ισότονο διάλυµα καλλιεργείας 1x πυκνό, εµπλουτισµένο µε L-Glutamine, 4500 
mg/ml D-Glucose, 25mM HEPES 

Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: 4οC 

 
 
Penicillin / Streptomycin 
  

Τύπος: ∆ιάλυµα αντιβιοτικών 100x πυκνό (10,000 U) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 

 
 
Fetal Bovine Serum (FBS) 

 
Τύπος: Ορρός Εµβρύου Μόσχου 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 

 
 
DNAse Ι, Amplification Grade 

 
Ενζυµική δραστικότητα:  >10,000 units/mg 
Βαθµός καθαρότητας:          RNase-Free 
Προέλευση:   Πάγκρεας Μόσχου (Bovine pancreas) 
Συσκευασία: Συνοδεύεται µε 10Χ DNase I Reaction Buffer και 25mM 
EDTA (pH 8.0) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Συγκέντρωση:   1 U/µl  

 
 
Reverse Transcriptase (Superscript II™ RNase H-) 

 
Ενζυµική ειδικότητα: ειδική DNA πολυµεράση (τρανσκριπτάση) για τη 
σύνθεση συµπληρωµατικής έλικας DNA από µονής έλικας RNA, DNA ή 
υβριδίου RNA:DNA 
Βαθµός καθαρότητας:          RNase-Free 
Προέλευση:   Escherichia coli, pol gene M-MLV 
Συσκευασία: Συνοδεύεται µε 5Χ First-Strand Buffer και 0,1M DTT (pH 8.0) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Συγκέντρωση:   200 U/µl  
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100 bp DNA Ladder 
 
Τύπος: ειδικής κλίµακας DNA (100-1500 ζευγών βάσεων) για τον 
προσδιορισµό µεγέθους των προϊόντων της PCR  
Εµπορική ∆ιάθεση:  Gibco BRL, Paisley, UK 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 

 
 
dNTPs (Σετ δεοξυνουλεοτιδίων) 
  

Βαθµός καθαρότητας:          DNase-Free, >99% 
Συσκευασία: 4 δεοξυνουκλεοτίδια (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
συσκευασµένα χωριστά σε διάλυµα dd. H2O (pH 8.3) 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Roche, Mannheim, Germany 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Συγκέντρωση:   100 µΜ, κάθε ένα.  

 
 
Taq DNA Polymerase 
 

Ενζυµική ειδικότητα: ειδική πολυµεράση για PCR υψηλής καθαρότητας, 
σταθερό σε θερµοκρασίες έως 95οC 
Προέλευση: ανασυνδυασµένο ένζυµο µε προέλευση το θερµόφιλο βακτήριο 
Thermus aquaticus κλωνοποιηµένο σε Escherichia coli 
Συσκευασία: Συνοδεύεται µε ξεχωριστά συσκευασµένα 10X PCR Reaction 
Buffer µε και χωρίς MgCl2 και διάλυµα stock MgCl2 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Roche, Mannheim, Germany  
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Συγκέντρωση:   1 U/µl  

 
 
Oligo d(T)12-18 ή Pd(T)12-18 οµο-ολιγοµερές 
 

Τύπος: ειδικής αλληλουχίας φωσφωρυλιωµένο επικουρικό ολιγονουκλεοτίδιο 
για την έναρξη της PCR  
Εµπορική ∆ιάθεση:  Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 

 
 
CytoXpress Rat Apoptosis Set 2, Quantitative Multiplex PCR© Detection kit 
 

Τύπος: Ειδικό κιτ ανίχνευσης της έκφρασης των γονιδίων bcl-2, bcl-xL, bcl-
xS, bax και LICE (κασπάση-3), µε housekeeping γονίδιο την GAPDH. 
Συσκευασία: Συνοδεύεται µε ξεχωριστά συσκευασµένα µίγµα primers έναντι 
των ανωτέρω γονιδίων, PCR Buffer, dd. H2O, dNTPs, ανασυνδυασµένο DNA 
ελέγχου (θετικό control) και κλίµακα DNA 100 ζευγών βάσεων. 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Biosource, Camarillo, California, USA  
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
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RNAsin®, ειδικός αναστολέας ριβονουκλεασών 
 

Ενζυµική ειδικότητα: ειδικός ένζυµο-αναστολέας RNAσών 
Προέλευση: ανασυνδυασµένο ένζυµο κλωνοποιηµένο σε Escherichia coli 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Promega, Madison, Wisconsin, USA 
Συνθήκες Αποθήκευσης: -20οC 
Συγκέντρωση:   40 U/µl  

 
RNAse-free H2O 
 

Εµπορική ∆ιάθεση:  USB, Cleveland Ohio, USA 
 

 
Τρυβλία Καλλιεργείας, πλάκες ELISA 96-θέσεων, Chamber-Slides 2 και 8 
βοθρίων  
 

Εµπορική ∆ιάθεση:  Nalge Nunc, Rochester, New York, USA 
 
 
Πιπέττες καλλιεργείας 1, 5, 10, 25 ml και στείρα φίλτρα διήθησης 250, 1000ml  

 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Corning-Costar, Acton, USA  

 
 
Eppendorf tubes 1,5 ml και 0,2 ml, Ρύγχη 5-50 µl (gel loading tips), 0,1-20 µl 
(microtips), 10-200 µl (yellow tips), 100-1000 µl (blue tips), Pasteur pipettes  

 
Εµπορική ∆ιάθεση:  G.Kisker GbR, Steinfurt, Germany 

 
 
Ράµµατα 

 
Τύπος: Mersilk 3.0, µήκους βελόνας 24mm (κυλινδρική), µήκους ίνας 45cm.  
Εµπορική ∆ιάθεση:  Ethicon, Cornelia, Georgia, USA 

 
 
Φλεβοκαθετήρες, Χειρουργικά εργαλεία  

 
Τύπος: OPTIVA*2, 22G  
Εµπορική ∆ιάθεση: Johnson & Johnson, New Brunswick, New Jersey, USA 

 
 
Σύριγγες  
 
 Τύποι: 1, 5, 10 και 20 ml  

Εµπορική ∆ιάθεση: DIMES, ΕΛ.ΒΙΟ.Ν.Υ., Μαγούλα Αττικής, Ελλάς 
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Water For Injection (WFI), Φυσιολογικός Ορρός (0,9% NaCl) 
 
Τύπος: 10ml, 500ml και 1000ml 
Εµπορική ∆ιάθεση:  ΒΙΟΣΕΡ, Ταξιάρχες Τρικάλων, Ελλάς 

 
 
Χειρουργικά Πεδία 

Τύπος: SecuDrape®  µεγέθους 75x75 cm 
Εµπορική ∆ιάθεση:  Sengewald, Rohrdorf-Thansau, Germany 
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Κατασκευή ∆ιαλυµάτων 
 

Αποµόνωση και καλλιέργεια κυττάρων του Kupffer 

 

Η παρασκευή και ανασύσταση όλων των διαλυµάτων και υλικών που 

χρησιµοποιήθηκαν στις διαδικασίες αποµόνωσης και καλλιέργειας των κυττάρων του 

Kupffer υφίσταντο αποστείρωση και χειρισµούς σε στείρες συνθήκες.   

 
HBSS with Ca2+/Mg2+ 
 
Σύσταση : 100ml 10x HBSS with Ca2+/Mg2+ 
  : 4ml 1M HEPES 
  : 9,3 ml από 7,5 % NaHCO3  
  : Συµπλήρωση στο 1 L µε WFI 
  : pH 7.4 
 
 
HBSS without Ca2+/Mg2+ 
 
Σύσταση : 100ml 10x HBSS without Ca2+/Mg2+ 
  : 4ml 1M HEPES 
  : 9,3 ml από 7% NaHCO3  
  : Συµπλήρωση στο 1 L µε WFI 
  : pH 7.4 
 
DMEM  
 
Σύσταση : 445 ml DMEM 
  : 50 ml FBS (Heat Inactivated) 
  : 5 ml Penicillin/Streptomycin 
 
 
Bradford Reagent (διάλυµα για τη µέτρηση πρωτεΐνης) 
 
Σύσταση : 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 
  : 50 ml ethanol 
  : 100 ml H3PO4 (85%) 
  : Συµπλήρωση στα 250 ml µε WFI 
 
 
PBS 
 
Σύσταση : 140 mM NaCl 

: 2,7 mM KCl 
: 1,5 mM KH2HPO4 
: 8,1 mM Na2HPO4 
: pH 7,5 (ρύθµιση µε NaΟΗ) 
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DAB   
 
Σύσταση : 50mg DAB σε 50 ml HBSS 

: pH 7,5 (ρύθµιση µε 7.5% NaHCO3) 
: 50 µl 30% H2O2 (αµέσως πριν τη χρώση) 

 
 
CAF 
 
Σύσταση : 25 ml κιτρικό οξύ (18 mΜ κιτρικό οξύ, 9 mΜ κιτρικό νάτριο, 

12 mΜ NaCl, pH:3,6) 
: 65 ml ακετόνη   
: 8 ml φορµαλδεΰδη 37%  

 
 
NCAE (Naphthol AS-D chloroacetate) 
 
Σύσταση : 1 ml διαλύµατος 0,1 mol/L Sodium Nitrate 

: 1 ml διαλύµατος 15 mg/ml Fast Red violet LB Base   
: 0,4 mol/L HCl 

  : 40 ml d. H2O  
  : 5 ml διαλύµατος 1 mol/L TRISMA® maleate pH: 6,3 
  : 1 ml διαλύµατος 8mg/ml Naphthol AS-D chloroacetate 
 
 
Παραφορµαλδεΰδη 4% 
 
Σύσταση : 4 gr  παραφορµαλδεΰδη 

: 100 ml διαλύµατος PBS, pH: 7,4   
: θέρµανση στους 100οC / ανάδευση 15 λεπτά 

 
 
TBS (Tris Buffered Saline) 
 
Σύσταση : 50mM Tris 

: 150mM NaCl   
: pH 7,6 (ρύθµιση µε HCl) 

 
 
Methyl-green 2% (w/v) 
 
Σύσταση : 2 gr methyl-green 

: 100 ml d. H2O 
: 100 ml Chloroform 
: κατόπιν έντονης ανάδευσης αφαιρείται η άνω φάση 

(Chloroform) 
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5x TBE Stock (ανά 1L) 
 
Σύσταση : 54g Tris Base    

: 27,5g Boric Acid    
: 20ml 0,5M EDTA (pH 8)   

 
 
∆ιάλυµα ανάµειξης δείγµατος (Loading Buffer) 
 
Σύσταση : 0,25% Bromophenol blue 

: 15% Ficoll (Type 400) σε νερό 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ KUPFFER ΑΠΟ ΗΠΑΡ ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 
 

Η διαδικασία αποµονώσεως των κυττάρων του Kupffer από ήπαρ αρουραίου που 

αναπτύχθηκε αποτελεί συνδυασµό των µεθόδων οι οποίες χρησιµοποιούνται σε 

εργαστήρια ανά τον κόσµο και έχουν ως βάση τα χαρακτηριστικά (βιολογικά και 

φυσικοχηµικά) των συγκεκριµένων κυττάρων όπως αυτά έχουν δηµοσιευθεί. 

 

Η διαδικασία αποµονώσεως περιλαµβάνει τέσσερις τεχνικές: 

Α. Την ενζυµική πέψη, µε in situ διήθηση του ηπατικού ιστού µέσω της πυλαίας 

φλέβας (353) 

Β.  Τη φυγοκέντρηση του κυτταρικού εναιωρήµατος σε διάλυµα Iodixanol (Οptiprep) 

(354) 

Γ.   Τη φυγοκέντρηση σε φυγόκεντρο έκλουσης (355) και  

∆.   Την προσκόλληση κυττάρων σε επιφάνεια πλαστικού προς καλλιέργεια (356). 

    

Α. Ενζυµική πέψη του ηπατικού ιστού   
 
1. Αναισθησία. 

 
Στον αρουραίο εισάγεται ενδοπεριτοναϊκώς διάλυµα θειοπεντάλης 2% (Pentothal) σε 

αναλογία 0,6 ml/kg σωµατικού βάρους. 

 

2. Καθαρισµός. 

 
Ακολουθεί πλύσιµο του τριχώµατος της κοιλιακής και θωρακικής χώρας του 

αρουραίου µε Betadine Solution για να αποτραπεί η τυχόν µόλυνση των 

αποστειρωµένων πεδίων και χειρουργικών εργαλείων. 

 

3. Χειρουργική διαδικασία. 

 
Μετά την τοποθέτηση του αρουραίου σε αποστειρωµένο χειρουργικό πεδίο, 

ακολουθεί µέση υπερ/υποµφάλιος τοµή στο κοιλιακό τρίχωµα. Το τρίχωµα 
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παραµερίζεται και ακολουθεί οµοιοτρόπως τοµή στο κοιλιακό τοίχωµα και τελικώς η 

αποκάλυψη της πυλαίας φλέβας. 

 

4. Καθετηριασµός της πυλαίας φλέβας.  

 

Χρησιµοποιώντας πλαστικό καθετήρα 22G, η πυλαία φλέβα καθετηριάζεται και 

διαµέσω αυτού εισάγονται µε βραδύ ρυθµό στο ήπαρ 5ml διαλύµατος 1000 IU 

ηπαρίνης σε φυσιολογικό ορρό (0,9% NaCl). Ο καθετήρας σταθεροποιείται επί της 

πυλαίας φλέβας µε ράµµατα Mersilk 3.0 και η έξοδος του συστήµατος διήθησης 

εισάγεται στον καθετήρα για την έναρξη της in situ ενζυµικής πέψης. 

 

5. In situ ενζυµική πέψη του ηπατικού ιστού. 

 

Το ηπατικό παρέγχυµα υφίσταται ενζυµική πέψη µε τη µέθοδο της διπλής διήθησης 

του ηπατικού ιστού. Σε θερµοκρασία 37οC και ροή διηθήσεως σταθερή καθ’ όλη τη 

διάρκεια της διαδικασίας, εισάγονται στο ήπαρ του αρουραίου διαλύµατα µε την εξής 

σειρά: 

i. 200ml HBSS χωρίς Ca2+, Mg2+  

ii. 60ml διαλύµατος 0,2% Pronase σε HBSS µε Ca2+, Mg2+ 

iii. 225ml διαλύµατος 0,012% Collagenase σε HBSS µε Ca2+, Mg2+   

Τα διαλύµατα εισέρχονται από τον καθετήρα στην πυλαία φλέβα, διατρέχουν το 

αγγειακό δέντρο της και τελικώς εξέρχονται εκ της κάτω κοίλης φλέβας που έχει εν 

τω µεταξύ τµηθεί.  Κατά τη διάρκεια της διήθησης και δίχως αυτή να διακοπεί, το 

ήπαρ αποσπάται από τον αρουραίο και τοποθετείται σε τρυβλίο Petri για να 

συνεχισθεί και ολοκληρωθεί η διήθηση ex situ. 
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Μανόµετρο

ΑΝΤΛΙΑ 

HBSS 
w/o Ca2+ 
Mg2+ 

0,2% 
Pronase 

0,012% 
Collagenase 

Σχήµα 1: Ο σχεδιασµός της διαδικασίας διήθησης του ηπατικού ιστού του αρουραίου. 

 

6. Οµογενοποίηση του ηπατικού ιστού. 

 

Αφού ολοκληρωθεί η διήθηση, το ήπαρ µεταφέρεται σε στείρο περιβάλλον όπου 

οµογενοποιείται µηχανικά και η κάψα αφαιρείται. Ακολουθεί περαιτέρω ενζυµική 

πέψη µε το οµογενοποίηµα να εισάγεται σε στείρο δοχείο στο οποίο προστίθενται 

διαλύµατα Pronase 0,03%, DNase 0,01% σε HBSS µε Ca++/Mg++ , τελικού όγκου 

100ml και θερµοκρασίας 37οC και το οποίο υφίσταται ισχυρή ανάδευση για 30 λεπτά 

σε θερµοκρασία 37οC.  

 

7. ∆ιήθηση ηπατικού οµογενοποιήµατος. 

 

Το οµογενοποιηµένο ήπαρ διηθείται σε αποστειρωµένη γάζα (∅ πόρου = 120µm) και 

αφαιρείται ο ιστός που δεν έχει υποστεί πέψη. Το κυτταρικό εναιώρηµα 

αναµειγνύεται µε ίσο όγκο HBSS µε Ca++/Mg++ και το νέο διάλυµα φυγοκεντρείται 

στα 400g, 7 λεπτά στους 4οC. To ίζηµα που προκύπτει επαναδιαλύεται σε 24ml 

HBSS µε Ca++/Mg++ και ακολουθεί ο διαχωρισµός σε διάλυµα Iodixanol (Optiprep).  
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Β. Φυγοκέντρηση µε διάλυµα Iodixanol (Opriptep™) 
 

Η πέψη προνάσης που έχει προηγηθεί, έχει καταστρέψει τον περισσότερο αριθµό τον 

ηπατοκυττάρων του οµογενοποιήµατος και στο επόµενο στάδιο απαιτείται η 

αφαίρεσή τους από το οµογενοποίηµα. Με τον τρόπο αυτό το προκύπτον διάλυµα 

εµπλουτίζεται σε κολποειδικά κύτταρα, που περιέχουν και τα κύτταρα Kupffer. Για 

το διαχωρισµό των τραυµατισµένων από την προνάση ηπατοκυττάρων 

χρησιµοποιείται η µέθοδος φυγοκέντρησης σε διάλυµα Iodixanol (Optiprep™). Το 

εναιώρηµα που προέκυψε από την επαναδιάλυση του ιζήµατος των ηπατικών 

κυττάρων σε 24 ml HBSS µε Ca2+, Mg2+ στο προηγούµενο στάδιο αναµιγνύεται µε 16 

ml διαλύµατος 29,4% Iodixanol (συνολικός όγκος 40 ml, µε τελική συγκέντρωση 

Iodixanol 11,7% (κ.o.) και ειδικό βάρος (d) 1,066 g/ml. Το µείγµα του κυτταρικού 

οµογενοποιήµατος σε Iodixanol επιστοιβάζεται προσεκτικά σε προπαρασκευασµένο 

διάλυµα 17,6% (κ.ο.) Iodixanol (d=1,0974 g/ml). Με αυτόν τον τρόπο το διάλυµα που 

προκύπτει έχει δύο διακριτές φάσεις διαφορετικής πυκνότητας. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα 1400g για 17 λεπτά, στους 4οC. 

 

Μετά το πέρας της φυγοκεντρήσεως, στο σωλήνα διακρίνονται 5 επίπεδα κυτταρικών 

στοιβάδων:  

α. HBSS - HBSS µε Ca2+, Mg2+ το οποίο συµπληρώθηκε προ της 

φυγοκεντρήσεως 

β. άνω φάση  - διάλυµα 11,7% Iodixanol που περιέχει κολποειδικά κύτταρα χαµηλού 

ειδικού βάρους και κυτταρικά συστατικά του αίµατος. 

γ. µέση φάση - µεταξύ διαλυµάτων 11,7% και 17,6% (κ.ο.) που περιέχει µεγάλα 

κολποειδικά κύτταρα, κύτταρα Kupffer και µικρά σώα ηπατοκύτταρα.  

δ. κάτω φάση - διάλυµα Iodixanol 17,6% (κ.ο.) που περιέχει µικρά ζώντα και 

τραυµατισµένα ηπατοκύτταρα  

ε. ίζηµα - διάλυµα Iodixanol 17,6% (κ.ο.) που περιέχει τραυµατισµένα και 

νεκρά ηπατοκύτταρα  
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Σχήµα 2: Φυγοκέντρηση σε διάλυµα Iodixanol. 

 

Στο επόµενο στάδιο συλλέγονται οι ανώτερες στοιβάδες ως τη µέση φάση. Τα 

συλλεχθέντα κύτταρα επαναδιαλύονται σε HBSS µε Ca2+, Mg2+ και υφίστανται νέα 

φυγοκέντρηση υπό 400g για 7 λεπτά στους 4οC, για την αποµάκρυνση του Iodixanol. 

Μετά τη φυγοκέντρηση, τα κολποειδικά κύτταρα που περιέχονται στο ίζηµα, αφού 

αποµακρυνθεί το υπερκείµενο, επαναδιαλύονται σε HBSS µε Ca2+, Mg2+ το οποίο 

περιέχει 0,05% (κ.β.) DNase. Τέλος, το εναιώρηµα αναρροφάται µε βελόνη 22G για 

να αποτραπεί ο σχηµατισµός κυτταρικών συσσωµατωµάτων και να διαλυθούν τυχόν 

υπάρχοντα. 

 

Γ. Κλασµατικός διαχωρισµός σε φυγόκεντρο εκλούσεως (εµπλουτισµός των 
κυττάρων του Kupffer) 
 

Ο εµπλουτισµός των κυττάρων του Kupffer από το εναιώρηµα των κολποειδικών 

κυττάρων επετεύχθη µε τη µέθοδο του κλασµατικού διαχωρισµού χρησιµοποιώντας 

ειδική φυγόκεντρο εκλούσεως (centrifugal elutriator), η οποία διαχωρίζει τα κύτταρα 

µε βάση το µέγεθος και το ειδικό τους βάρος. 

 

Το σύστηµα της φυγοκέντρου εκλούσεως που χρησιµοποιήθηκε αποτελείτο από 

φυγόκεντρο τύπου J2-MC (Beckman, Palo Alto, Ca) εξοπλισµένη µε κεφαλή ρότορα 

JE-6B εντός της οποίας βρίσκεται ένα φιαλίδιο διαχωρισµού σταθερής 

χωρητικότητας (standard chamber). Το σύστηµα συµπληρώθηκε µε αντλία ακριβείας 
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Masterflex 7521-25 (Cole Parmer, Chicago, Il). Για να αποτραπεί τυχόν µόλυνση των 

προς αποµόνωση κυττάρων, το σύστηµα αποστειρωνόταν πριν τη χρήση αρχικά µε 

διάλυµα 6% Η2Ο2 και στη συνέχεια µε διάλυµα 0,02% (κ.β.) Catalase. 

 

Η µέθοδος του κλασµατικού διαχωρισµού µε φυγόκεντρο εκλούσεως είναι ευρύτατα 

διαδεδοµένη διότι επιτρέπει το διαχωρισµό κυτταρικών πληθυσµών, όπως αυτόν των 

κυττάρων του κολποειδούς, µε γνώµονα το µέγεθος και το ειδικό βάρος των 

κυττάρων. Η µέθοδος αυτή διατηρεί τα κύτταρα ανέπαφα, συνδυάζοντας χαµηλή 

ένταση φυγοκέντρησης µε ανάστροφης ροής µεταβαλλόµενη δύναµη εκλούσεως. Η 

ρυθµιζόµενη από την αντλία µεταβολή στη ροή επιτυγχάνει το διαχωρισµό κυττάρων 

εντός του φιαλιδίου διαχωρισµού από το οποίο εξέρχονται τα κλάσµατα εκλούσεως 

των κυττάρων. 
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Σχήµα 3: Σχηµατική απεικόνιση της αρχής της µεθόδου φυγόκεντρου εκλούσεως   
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Σχήµα 4: Σχηµατική απεικόνιση της διαδικασίας διαχωρισµού κυττάρων µε τη φυγόκεντρο 

εκλούσεως. 

 

Η ροή εκλούσεως της κάθε οµάδας κυττάρων οµογενοποίηµα, υπολογίζεται τον τύπο: 
2

2

1000






=

RxDF  

F: η ροή της αντλίας (ροή εκλούσεως) 

x: η σταθερά του φιαλιδίου διαχωρισµού (0,0511)  

D: η κυτταρική διάµετρος και 

R: οι στροφές ανά λεπτό 

 

Ο διαχωρισµός των κυττάρων του Kupffer στη φυγόκεντρο εκλούσεως γίνεται υπό 

συνθήκες 2500rpm, 25οC και στα 18,5 ml/min αρχικής ροής εισαγωγής εναιωρήµατος 

και υγρού µέσου (HBSS). 

 

Αρχικά αφήνονται να περάσουν 200ml HBSS και έπειτα το εναιώρηµα κυττάρων 

εισάγεται στο σύστηµα. Ακολουθεί η έκλουση των κυττάρων υπό συνθήκες 2500rpm, 

25οC µε σταδιακή αύξηση της ροής στην αντλία στα 25, 35, 45, 60, 80 και 100 

ml/min και συλλέγονται 100ml όγκου ανά στάδιο. Τα επιµέρους στάδια ανά ροή 

εκλούσεως, κυτταρικού περιεχοµένου και µεγέθους συνοψίζονται στο γράφηµα που 

ακολουθεί. 
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Γράφηµα 1: Τα στάδια συλλογής από τη φυγόκεντρο εκλούσεως. Αναφέρεται η ροή εκλούσεως, 
το κυτταρικό µέγεθος και είδος, καθώς και η θετικότητα των κυττάρων στο ειδικό αντίσωµα 
ED-2 ανά κλάσµα συλλογής. 
 

Τα αποτελέσµατα αυτά συνετέλεσαν στη συλλογή των κλασµάτων III και IV τα 

οποία περιείχαν τον µεγαλύτερο αριθµό ED-2 θετικών κυττάρων (357).  

 

Φυγοκέντρηση – Επαναδιάλυση σε θρεπτικό µέσο καλλιεργείας 

 

Τα κύτταρα αυτών των κλασµάτων υφίστανται φυγοκέντρηση στα 400g για 7 λεπτά 

στους 4οC και αφού αφαιρεθεί το υπερκείµενο, το εναποµείναν ίζηµα που περιέχει τα 

κύτταρα του Kupffer επαναδιαλύεται σε θρεπτικό µέσο καλλιεργείας (DMEM) που 

περιέχει αντιβιοτικά και ορρό εµβρύου µόσχου (FBS). 

 

Υπολογισµός πληθυσµού – βιωσιµότητας των κυττάρων του Kupffer 

 

Ακολουθεί η µέτρηση του κυτταρικού πληθυσµού σε κυτταροµετρική πλάκα 

Neubauer και υπολογισµός της βιωσιµότητάς τους µε κυανούν του τρυπανίου (Trypan 

Blue). Ο µέσος αριθµός των αποµονωθέντων κυττάρων κυµαινόταν µεταξύ 6-9x106 

κύτταρα ανά αποµόνωση (αρουραίο) και η βιωσιµότητά τους έγγιζε το 95%. 

  

∆. Προσκόλληση στον πυθµένα βοθρίων καλλιεργείας 
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Τα κύτταρα του Kupffer έχουν ως χαρακτηριστική ιδιότητα να προσκολλώνται στις 

πλαστικές επιφάνειες εντός δύο ωρών από την πρώτη τους επαφή µε αυτές. Αυτό 

τους το χαρακτηριστικό διατηρείται ακόµη και µετά την ενζυµική πέψη του ιστού µε 

κολλαγενάση και προνάση (358). Το χαρακτηριστικό τους αυτό αξιοποιήθηκε για το 

τελευταίο στάδιο της αποµόνωσης, κατά το οποίο τα επιστοιβαγµένα κύτταρα 

Kupffer στα καλλιεργητικά βοθρία επωάζονται σε συνθήκες καλλιέργειας (37ο C σε 

ατµόσφαιρα CO2) για δύο ώρες και έπειτα το υλικό καλλιέργειας αποµακρύνεται και 

αντικαθίσταται µε νέο. Με τον τρόπο αυτό αποµακρύνονται τα κατεστραµµένα και 

ανίσχυρα κύτταρα Kupffer και ο σχεδόν αµιγής πληθυσµός που προκύπτει (>95% 

κύτταρα Kupffer) αφήνεται επί 24 ώρες να ηρεµήσει και να επανέλθει στην 

φυσιολογική του µορφολογία (κυτταροπλασµατικές προσεκβολές και ακανόνιστο 

κυτταρικό σχήµα). 

 

Καλλιέργεια-∆ιέγερση 

 

Τα κύτταρα Kupffer που βρίσκονται πλέον αγκιστρωµένα στον πυθµένα του βοθρίου 

καλλιεργείας καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό καλλιεργείας DMEM εµπλουτισµένο 

µε αντιβιοτικά και 10% FBS για 24 ώρες σε θερµοκρασία 37οC και παροχή 5% CO2 . 

Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό (DMEM) αντικαθίσταται µε νέο, που περιέχει 

αντιβιοτικά και δεν περιέχει ορρό εµβρύου µόσχου. Αφού τα κύτταρα επωαστούν για 

4 ώρες, το θρεπτικό τους υλικό αντικαθίσταται µε νέο DMEM (FBS-free) που 

περιέχει τις υπό διερεύνηση ουσίες. 
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Συλλογή ∆ειγµάτων 
Συλλογή υπερκειµένου (µελέτη έκκρισης πρωτεΐνης εξωκυττάρια) 
 
Μετά από την παρέλευση του επιθυµητού χρόνου επώασης (0, 6, 12, 24, 48 h) των 

κυττάρων µε την παρουσία ή όχι των υπό διερεύνηση ουσιών, το υπερκείµενο 

καλλιεργείας συλλέγεται, υφίσταται φυγοκέντρηση υπό συνθήκες 700g, 10 min, 4οC 

για να καθιζάνουν τα αιωρούµενα κυτταρικά συσσωµατώµατα και µοιράζονται σε 2 ή 

περισσότερα µέρη (≤ 1 ml) τα οποία αποθηκεύονται σε υπερκατάψυξη (–70οC) µέχρι 

τη µέτρησή τους. 

 
Συλλογή κυτταρικού πληθυσµού µε Trizol (µελέτη σε επίπεδο RNA-DNA) και µε κυτταρόλυση (µελέτη σε 
επίπεδο πρωτεΐνης ενδοκυττάρια) 
 
Κατόπιν της λήψης του υπερκειµένου καλλιεργείας, τα προσκολληµένα στον πυθµένα 

του βοθρίου κύτταρα οµογενοποιούνται µε 1 ml Trizol®  ή µε τη µέθοδο πρωτεϊνικής 

οµογενοποίησης και τα διαλύµατα που προκύπτουν συλλέγονται σε στείρα 

µικροσωληνάρια και αποθηκεύονται σε υπερκατάψυξη (–70οC) ως το χρόνο 

αποµόνωσης ολικού RNA ή πρωτεϊνών, αντίστοιχα. 

 

Σηµειώνεται ότι το διάστηµα που µεσολάβησε ως την επεξεργασία των δειγµάτων 

δεν υπερέβη τους 6 µήνες, ενώ τα οµογενοποιήµατα και τα υπερκείµενα των 

κυττάρων του Kupffer δεν υπέστησαν απόψυξη πλέον της µίας φοράς. 
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2. ΜΕΛΕΤΗ ΣΕ ΒΙΟΧΗΜΙΚΟ ΕΠΙΠΕ∆Ο 
 

Πρωτογενής ανοσολογική απάντηση των κυττάρων του Kupffer 

 

Α. Βασική παραγωγή ινωτικών και αντί-ινωτικών παραγόντων. 

Εξετάσθηκε η έκκριση παραγόντων που επηρεάζουν την ίνωση  από τα κύτταρα 

Kupffer. Οι καλλιέργειες αποµονωµένων από αρουραίο κυττάρων του Kupffer σε 

θρεπτικό µέσο DMEM µε αντιβιοτικά και 10% FBS, τέθηκαν σε πλάκες καλλιεργείας 

6 βοθρίων, όπως έχει προαναφερθεί, σε πυκνότητα 3x106 κυττάρων Kupffer / βοθρίο 

(2 ml DMEM), σε επωαστικό κλίβανο κυτταρικής καλλιέργειας (5% CO2, 37οC). 

Μετά την έλευση 24 ωρών, το υλικό καλλιεργείας αντικαθίσταται µε νέο (DMEM 

FBS-free), ακολουθεί 4ωρη επώαση στις ίδιες συνθήκες και νέα αντικατάσταση του 

θρεπτικού υλικού κατά την επίδραση των υπό διερεύνηση ουσιών. Τα υπερκείµενα 

των καλλιεργειών που συλλέχθηκαν από τα καλλιεργητικά βοθρία σε χρονικά 

διαστήµατα 0, 6, 12, 24 και 48 ωρών, φυγοκεντρήθηκαν (10 min, 700g, 4οC) για την 

αποµάκρυνση τυχόν κυτταρικών εναιωρηµάτων και αποθηκεύθηκαν σε aliquots των 

500µl σε υπερκατάψυξη (-70οC). Στα δείγµατα αυτά µελετήθηκε ο παράγοντας 

µετασχηµατισµού της ανάπτυξης (TGF-β1), ο ενεργοποιητής του πλασµινογόνου 

(uPA), η MMP-1 (κολλαγενάση) και η παραγωγή λεπτίνης.  

 

Β. Πρωτογενής ανοσολογική απάντηση των  κυττάρων Kupffer. Η επίδραση της 

ενδοτοξίνης  

 

Τα κύτταρα Kupffer µελετήθηκαν σε in vitro καλλιέργειες µε την παρουσία 

ενδοτοξίνης (LPS) στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. Από προηγούµενες µελέτες 

καθορίστηκε η βέλτιστη συγκέντρωση του LPS ως διεγέρτη επαρκούς ανοσολογικής 

απάντησης των κυττάρων Kupffer στο επίπεδο του 1 µg/ml (357). 

 

Τα κύτταρα Kupffer καλλιεργούντο αρχικά σε καλλιεργητικές πλάκες 6 θέσεων 

(βοθρίων) σε πυκνότητα 3x106 κύτταρα /βοθρίο για 24 ώρες µε 2ml DMEM /βοθρίο 

εµπλουτισµένου αντιβιοτικών και 10% FBS σε περιβάλλον πλήρους υδρατµών, µε 

5% CO2 και θερµοκρασία 37οC. Ακολουθούσε αντικατάσταση του θρεπτικού υλικού 

µε ίσο όγκο DMEM χωρίς FBS και επώαση στις ίδιες συνθήκες για τέσσερις ώρες, 
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µετά το πέρας των οποίων το θρεπτικό υλικό αντικαθίσταται µε νέο DMEM χωρίς 

FΒS που συµπεριελάµβανε ή όχι τη βέλτιστη συγκέντρωση του LPS (1µg/ml). Τα 

υπερκείµενα, RNA και ολική πρωτεΐνη συλλέγονταν σε διαστήµατα 0, 6, 12, 24 και 

48 ωρών. Ακολουθούσε η ανάλογη επεξεργασία για κάθε δείγµα και αποθήκευση σε 

κλάσµατα σε υπερκατάψυξη (–70οC). Στο υπερκείµενο των καλλιεργειών µελετήθηκε 

η παραγωγή από τα κύτταρα Kupffer παραγόντων που σχετίζονται µε την ίνωση 

(TGF-β1, uPA, MMP-1 και λεπτίνη), ενώ στο επίπεδο γονιδιώµατος, η έκφραση των 

γονιδίων της απόπτωσης. 

 

Γ. Πρωτογενής ανοσολογική απάντηση των κυττάρων του Kupffer. Η επίδραση 

της οκτρεοτίδης. 

 

Η επίδραση του συνθετικού αναλόγου της σωµατοστατίνης (οκτρεοτίδη) µελετήθηκε 

σε in vitro καλλιέργεια των κυττάρων του Kupffer. Από προηγούµενες µελέτες είχε 

καθοριστεί η βέλτιστη συγκέντρωση της οκτρεοτίδης στο επίπεδο του 1ng/ml (10-9g 

/ml) (357). Τα υπερκείµενα, το RNA και η ολική πρωτεΐνη συλλέγονταν σε 

διαστήµατα 0, 6, 12, 24 και 48 ωρών. Ακολουθούσε η ανάλογη επεξεργασία για κάθε 

δείγµα και αποθήκευση σε κλάσµατα σε υπερκατάψυξη (–70οC). 

  

Η δράση της οκτρεοτίδης στην επαγόµενη από ενδοτοξίνη παραγωγή σχετιζοµένων 

µε την ίνωση παραγόντων µελετήθηκε υπό ίδιες συνθήκες µε την παρουσία  LPS 

(1µg/ml) µε ή χωρίς οκτρεοτίδη στην προκαθορισµένη συγκέντρωση (1ng/ml). Στα 

συλλεγθέντα δείγµατα (υπερκείµενα, RNA, πρωτεΐνη) εξετάστηκε η παραγωγή από 

τα κύτταρα Kupffer παραγόντων που σχετίζονται µε την ίνωση (TGF-β1, uPA, MMP-

1 και λεπτίνη), ενώ στο επίπεδο γονιδιώµατος, η έκφραση των γονιδίων της 

απόπτωσης. 

     

∆. Ποσοτικός προσδιορισµός της πρωτογενούς ανοσολογικής απαντήσεως 

παραγόντων που ενέχονται στην ίνωση.  

 

Οι σχετιζόµενοι µε την ίνωση παράγοντες, TGF-β1, uPA, MMP-1 και λεπτίνη 

µελετήθηκαν στο υπερκείµενο καλλιεργείας κυττάρων του Kupffer από αρουραίο µε 

ανοσοενζυµική µέθοδο (ELISA). Χρησιµοποιήθηκαν εµπορικώς διαθέσιµα kit και 

εφαρµόσθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή. Στον πίνακα 5 αναφέρεται η 
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προέλευση, η ειδικότητα και ευαισθησία των kit καθώς και οι αραιώσεις των υπό 

µελέτη δειγµάτων του υπερκειµένου των καλλιεργειών. 

 
Πίνακας 5: Ειδικότητα και ευαισθησία των ανοσοενζυµικών ELISA. 

ELISA  Μόριο σύνδεσης Ευαισθησία Αραίωση  Προέλευση kit 

Leptin Φυσικό και ανασυνδυασµένο 

µόριο αρουραίου 

<41 pg/ml ΟΧΙ Assay Designs, Ann 

Arbor, MI, USA 

TGF-β1 Φυσικό και ανασυνδυασµένο 

µόριο αρουραίου 

1,9 ng/L NAI 

(1:12) 

Immundiagnostik, 

Bensheim, Germany 

uPA Φυσικό µόριο uPA 

(ενεργότητα) 

< 0,05 U OXI Chemicon, Temecula, 

CA, USA 

MMP-1 Φυσικά µόριο MMP-1 

(ενεργότητα) 

< 5 ng/ml NAI 

(1:30) 

Chemicon, Temecula, 

CA, USA 
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3. ΜΕΛΕΤΗ ΣΕ ΜΟΡΙΑΚΟ ΕΠΙΠΕ∆Ο 
 

Αποµόνωση RNA οµογενοποιηµάτων σε διάλυµα φαινόλης (Trizol) 
 

Τα οµογενοποιηµένα σε Trizol δείγµατα λαµβάνονται από τους -80οC και 

αποψύχονται σε θερµοκρασία δωµατίου για ~15 min. Προστίθεται χλωροφόρµιο υπό 

στείρες συνθήκες σε αναλογία 0,1ml/ml Trizol, το δείγµα υφίσταται ισχυρή ανάδευση 

(~30 sec) και αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για περίπου 5 λεπτά. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση υπό 12000g για 15 λεπτά σε θερµοκρασία 4οC. 

 

Η φυγοκέντρηση βοηθά τα βαρειά συστατικά να καθιζάνουν (πρωτεΐνες, DNA) µε τη 

φαινόλη, ενώ το RNA παραµένει διαλυµένο στο χλωροφόρµιο, το οποίο σχηµατίζει 

άχρωµο υπερκείµενο (άνω φάση) και µεταφέρεται σε νέο (RNAse-Free) 

µικροσωληνάριο. Στο διάλυµα αυτό προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης (~500µl) 

και το µίγµα αναδεύεται ισχυρά για σύντοµο χρόνο (~10sec) και αφήνεται να 

σχηµατίσει ίζηµα (15 min, RT). Ακολουθεί φυγοκέντριση υπό 12000g για 15 λεπτά 

σε θερµοκρασία 4οC, µετά από την οποία είναι ορατός ο σχηµατισµός ιζήµατος. Το 

υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και ακολουθεί έκπλυση µε 1ml κρύας (4οC) 

αιθανόλης 75% (κ.ο.) σε RNAse Free H2O. Ακολουθεί φυγοκέντριση υπό 7000g για 8 

λεπτά σε θερµοκρασία 4οC, αφαίρεση του υπερκειµένου και επανάληψη. Μετά από 

την αποµάκρυνση του υπερκειµένου, το σχηµατισµένο λευκόφαιο ίζηµα αφήνεται να 

στεγνώσει σε απαγωγό και επαναδιαλύεται σε 20µl RNAse Free H2O. 

 

Μέτρηση καθαρότητας  RNA 
 

Ακολουθεί η µέτρηση καθαρότητας του RNA στο δείγµα µε τη χρήση φωτοµέτρου το 

οποίο έχει ρυθµιστεί να µετρά σε δύο µήκη κύµατος το λόγο 260/280nm. Ο λόγος 

αυτός προσδιορίζει την περιεκτικότητα του δείγµατος σε RNA (260nm) και 

πρωτεΐνης (280nm) µε ιδανική τιµή το λόγο 2. Το προς εξέταση δείγµα διαλύεται σε 

0.1Μ NaOH το οποίο έχει χρησιµοποιηθεί για να µηδενιστεί το φωτόµετρο. 

∆ιαλύονται συνολικά 2µl δείγµατος RNA σε 1ml 0.1M NaOH. Η απορρόφηση του 

δείγµατος µετράται και το αποτέλεσµα αντιστοιχίζεται στο µαθηµατικό τύπο 

υπολογισµού του βάρους του RNA (260nm).  

RNA (µg) = A260nm x Φ x Vσ 
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A260nm  η απορρόφηση του δείγµατος στα 260nm 

Φ  o συντελεστής αραίωσης [= 500 (2µl δείγµατος σε 1000µl NaOH)] 

V  o όγκος του εναποµείναντος διαλύµατος σε ml [= 0,018]   

 

Επίδραση µε DNAse 

 

Κατόπιν του υπολογισµού της καθαρότητας (λόγος 260/280nm) και του βάρους του 

RNA που εµπεριέχεται στο δείγµα, ακολουθεί η επεξεργασία µε DNAse για την 

αποδόµηση του DNA που εµπεριέχεται σ’ αυτό. 

 

Σε προσηµειωµένα µικροσωληνάρια όγκου 0,2ml (microeppendorfs) µε την ένδειξη 

(+ =µε µεταγραφάση) και (- =χωρίς µεταγραφάση) , εισάγεται όγκος δείγµατος που 

αντιστοιχεί σε 1µg RNA και ο όγκος του συµπληρώνεται στα 8µl µε RNAse Free 

H2O. Σε κάθε δείγµα (+ και -) προστίθενται αρχικά 1µl 10xDNAse I Reaction Buffer 

και έπειτα 1µl DNAse. Τα δείγµατα αφήνονται για 15 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και έπειτα προστίθεται επιπλέον 1µl από το διάλυµα 25mM EDTA. 

Ακολουθεί τοποθέτηση των microeppendorfs στο θερµικό κυκλοποιητή και 

υφίστανται θερµική επεξεργασία για 10 λεπτά στους 65°C, µε τη λήξη της οποίας 

τοποθετούνται σε πάγο (4οC) και προστίθενται σε καθένα δείγµα 2µl 

ολιγονουκλεοτιδίου µε 12 έως 18 µόρια Θυµίνης (Pd(T)12-18) το οποίο δρα επικουρικά 

στην έναρξη της διαδικασίας ανάστροφης µεταγραφής (reverse transcription). Τα 

µίγµατα επανατοποθετούνται στο θερµικό κυκλοποιητή και θερµαίνονται στους 70οC 

για 10 λεπτά, χρόνος µετά τον οποίον επανατοποθετούνται σε πάγο (4οC). 

 

Ανάστροφη Μεταγραφή  

 

Ακολουθεί προσθήκη σε κάθε δείγµα: 

4µl 5x RT-buffer 

1µl DTT 

1µl dNTPs 

1µl RNAsin 

 

Τέλος, στο δείγµα µε την ένδειξη (+) προστίθεται 1µl ενζύµου (reverse transcriptase), 

ενώ αντ’ αυτού, στο δείγµα (-) προστίθεται ίσος όγκος RNAse Free H2O, ελέγχοντας 
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µ’ αυτόν τον τρόπο τυχόν µόλυνση των υπό διερεύνηση δειγµάτων για επιµόλυνση µε 

DNA. Τα δείγµατα τοποθετούνται στον κυκλοποιητή και ξεκινά η διαδικασία της 

ανάστροφης µεταγραφής σε θερµοκρασία 42°C για 60 min, έπειτα στους 95°C για 5 

min και τέλος στους 4°C, έως την έναρξη της multiplex PCR.  
 

Πολλαπλή Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης  (Multiplex PCR)  
 

Για την ανίχνευση των γονιδίων της απόπτωσης (bcl-2, bcl-xL, bcl-xS, bax και LICE) 

στο ανασυνδυασµένο DNA (cDNA) αρουραίου που απέδωσε η προηγούµενη 

αντίδραση, χρησιµοποιείται η πολλαπλή αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης µε 

εµπορικώς διαθέσιµους primers (Multiplex PCR® kit, Biosource, Camarillo, CA, 

USA) - για τα προαναφερθέντα γονίδια. Οι primers αυτοί είναι σχεδιασµένοι έτσι 

ώστε να συµπίπτουν τα σηµεία ζέσεως και προσδέσεώς τους, δίνοντας µε τον τρόπο 

αυτό τη δυνατότητα να συµπεριλαµβάνονται σε ένα µείγµα (MPCR Primers) 

περισσότεροι του ενός forward (5’-3’) και reverse (3’-5’) ζεύγη primers. 

 

H έκφραση αποπτωτικών και αντιαποπτωτικών γονιδίων  

Η έκφραση προ-αποπτωτικών (bax, bcl-xS), αντί-αποπτωτικών γονιδίων (bcl-2, bcl-

xL) καθώς και η έκφραση στο γονιδιακό επίπεδο της κασπάσης 3 (LICE), 

µελετήθηκαν µε ειδικό kit ανίχνευσης αυτών µε Multiplex PCR. Τα συλλεχθέντα σε 

Trizol οµογενοποιήµατα (διεγερµένων και µη) κυττάρων µετά από καθαρισµό, 

επίδραση µε DNAse, ανάστροφη µεταγραφή (για µετατροπή σε ανασυνδυασµένο 

DNA), υφίστανται PCR µε σκοπό την ανίχνευση της έκφρασης των ανωτέρω 5 

γονιδίων. Ως γονιδιακός µάρτυρας στη διαδικασία, χρησιµοποιείται το GAPDH το 

οποίο εκφράζεται στον αρουραίο. Στον κατωτέρω πίνακα, αναφέρεται αναλυτικά το 

σηµείο ζέσεως (Tm) του κάθε primer καθώς και το µέγεθος του γονιδιακού 

προϊόντος. 
Πίνακας 6: Οι Primers ανίχνευσης της αποπτώσεως σε αρουραίο. 

΄Ονοµα Primer Μόριο-Στόχος  Τm Μέγεθος Προϊόντος 
rAPO2G-LICE Rat LICE 66 οC, 70 οC  320 bp 
rAPO2G-BCL2 Rat bcl-2 70,7 οC, 71 οC 235 bp 
rAPO2G-BAX Rat Bax 70 οC, 70 οC  272 bp 
rAPO2G-BCLXS Rat bcl-xS 69 οC, 70 οC  183 bp 
rAPO2G-BCLXL Rat bcl-xL 69 οC, 70 οC  371 bp 
rAPO2G-BAC Rat GAPDH 66 οC, 68,8 οC 532 bp 
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Παρασκευή Μείγµατος Αντίδρασης Multiplex PCR 

 

Παρασκευάζεται µείγµα για τη Multiplex PCR, το οποίο περιλαµβάνει τα εξής: 

   ∆ιάλυµα Stock      ποσότητα / δείγµα προς διερεύνηση 
Μείγµα dNTP         3,12 mM   0,5 µl 
ΜPCR buffer + Mg2+          10x   2,5 µl 
ΜPCR Primers          10x              2,5 µl  
RNAse Free H2O             15,25 µl 
Taq DNA Polymerase        5 U/µl             0,25 µl 
 

Το µείγµα µοιράζεται σε νέα microeppendorfs σε καθένα εκ των οποίων προστίθεται 

1 µl δείγµατος (+) ή (-) ή Control cDNA, εκτός στείρας απαγωγού σε θερµοκρασία 

4οC. 

 

Τα microeppendorfs τοποθετούνται στις ειδικές υποδοχές του θερµικού κυκλοποιητή 

και γίνεται εκκίνηση του προγράµµατος: 

 

Συνθήκες Multiplex PCR: 

 
       Στάδιο  Θερµοκρασία  Χρονική ∆ιάρκεια Κύκλοι 
• Προθέρµανση 96οC 1 λεπτό 
• Μετουσίωση 96οC 1 λεπτό      2 
• Σύνδεση 59οC 4 λεπτά 
• Μετουσίωση 94οC 1 λεπτό     33 
• Σύνδεση 59οC                            2,5 λεπτά 
•       Τελικό        70οC                             10 λεπτά   
 

Ακολουθεί συντήρηση των προϊόντων στους 4ο C ως την ανίχνευσή τους σε πήκτωµα 

αγαρόζης.  

   

Κατόπιν ανίχνευσης των προϊόντων της Multiplex PCR σε πηκτή αγαρόζης, η 

έκφραση των γονιδίων ποσοτικοποιήθηκε σε µονάδες οπτικής πυκνότητας µε την 

χρήση συστήµατος ψηφιακής φωτογράφησης (Gel-doc 2000™, BioRad, Hercules, 

CA, USA) και ανάλυσης (QuantiscanTM, Biosoft, Cambridge, UK) – ο λόγος της 

έκφρασης του γονιδίου προς την έκφραση του GAPDH. 
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Ανίχνευση των προϊόντων της Multiplex PCR σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 

Παρασκευάζεται 2% (κ.β.) πηκτή αγαρόζης σε 0,5x TBE (2g αγαρόζης σε 100ml για 

µεσαίου µεγέθους πήκτωµα). Το µείγµα τοποθετείται σε φούρνο µικροκυµάτων για 

να επιτευχθεί η οµοιογενής διάλυσή του και προ της έγχυσης στο ειδικό δοχείο 

πήξεως (µε χτένι) προστίθενται 40µl διαλύµατος ethidium bromide (1mg/ml). Μετά 

την πήξη του, αφαιρείται από το πήκτωµα το χτένι, έχοντας σχηµατίσει βοθρία / 

θέσεις όπου θα εισέλθουν τα δείγµατα προς διερεύνηση, και το σύστηµα τοποθετείται 

στη συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης. Παράλληλα, ετοιµάζεται η κλίµακα 

µοριακού βάρους DNA (100bp) ως εξής: 

1µl από το stock διάλυµα 100bp ladder (Gibco)  

7µl 1 x TBE 

3µl διαλύµατος ανάµειξης δείγµατος (µπλε υγρό) 

 

Σε καθένα εκ των προϊόντων της Multiplex PCR προστίθεται διάλυµα ανάµειξης 

δείγµατος σε αναλογία 5:1 και 10µl από το καθένα εισέρχεται στο βοθρίο που έχει 

σχηµατιστεί από το χτένι στο πήκτωµα της αγαρόζης. Το gel ηλεκτροφορείται σε 0.5x 

TBE στα 100V για 90 min. Η ανίχνευση των δεσµών γονιδιακού σήµατος (bands) 

είναι εφικτή υπό υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Σε αυτό το σηµείο το πήκτωµα 

φωτογραφίζεται ηλεκτρονικά και οι δέσµες αντιστοιχίζονται στο ανάλογο γονίδιο µε 

τη βοήθεια της κλίµακας µοριακού βάρους και ως πρότυπο το θετικό cDNA που 

παρέχεται από το kit.  
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 4. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ 
 

Οι προκύπτουσες τιµές των αποτελεσµάτων των πειραµάτων in vitro εκφράζονται ως 

η µέση τιµή ± τυπικό σφάλµα στα υπερκείµενα και γονίδια που µελετήθηκαν, όπως 

αυτά προέκυψαν από 12 πειράµατα αποµόνωσης / καλλιέργειας κυττάρων του 

Kupffer. 

  

Η στατιστική επεξεργασία περιελάµβανε τις µεθόδους: Oneway-ANOVA µε LSD 

post hoc ανάλυση για τη σύγκριση µεταβλητών, διακυµαινοµένων συναρτήση του 

χρόνου Student-t για ανεξάρτητες µεταβλητές χωρίς διακύµανση, ενώ κατά 

περίπτωση χρησιµοποιήθηκε και Paired Student t Test, για τον έλεγχο της δίπλευρης 

στατιστικής σηµαντικότητας P στα αποτελέσµατα. Η τιµή του P<0,05 ελήφθη ως το 

όριο σηµαντικότητας. Η ανάλυση των δεδοµένων πραγµατοποιήθηκε µε τα 

προγράµµατα Microsoft® Excel version 2002 και Microcal™Origin™ version 5.0.   

 

 166



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΟΛΙΚΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ ΚΑΤΑ 

BRADFORD 

 

Τα κύτταρα Kupffer µετά από καλλιέργεια µε και χωρίς διεγέρτες (LPS, Octreotide) 

συλλέχθηκαν για ολική πρωτεΐνη µετά από 24 και 48 ώρες. Τα αποτελέσµατα 

συνοψίζονται στον πίνακα 7. 

Πίνακας 7: Μέτρηση Ολικής πρωτεΐνης κατά Bradford. 

∆ΙΕΓΕΡΣΗ OD (595nm) Συγκέντρωση Ολικής Πρωτεΐνης (µg/ml) 
CONTROL 24 h 0,7455 177,1 
LPS 24 h 0,806 209,8 
OCT 24 h 0,8075 210,6 
LPS/OCT 24 h 0,8345 225,2 
CONTROL 48 h 0,777 194,1 
LPS 48 h 0,857 237,4 
OCT 48 h 0,8775 248,5 
LPS/OCT 48 h 0,8795 249,6 

 

 

Τα αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι δεν υφίσταται µείωση του αριθµού 

των κυττάρων του Kupffer κατά την βραχυχρόνια καλλιέργεια.  

 

 

2. ΠΡΩΤΟΓΕΝΗΣ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΑΠΑΝΤΗΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΟΥ 

KUPFFER. Η ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΙΝΩΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΑΝΤΙ-ΙΝΩΤΙΚΩΝ 

ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ. 

 

A. Έκκριση κολλαγενάσης (MMP-1) 

Τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer βρέθηκε ότι εκφράζουν µεγάλη ποσότητα MMP-1, η 

οποία ήταν στατιστικώς σηµαντική στις 48 ώρες (Γράφηµα 2, P<0,02). Η διέγερση µε 

LPS προκάλεσε πρώιµη αύξηση της παραγωγής της MMP-1 στις 12 και 24 ώρες σε 

σχέση µε τα αδιέγερτα κύτταρα (Γράφηµα 2, 12 ώρες P<0,02, 24 ώρες P<0,02), που 

όµως δεν συνεχίσθηκε στις 48 ώρες, καταδεικνύοντας ότι η παρουσία του LPS 

επήγαγε την πρώιµη επαγωγή της παραγωγής της MMP-1 από τα κύτταρα Kupffer. Η  
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Γράφηµα 2: Η παραγωγή κολλαγενάσης (ΜΜΡ-1) από τα κύτταρα του Kupffer µετά από διέγερση µε 
LPS (1 µg/ml). Κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τον µέσο όρο ± το στατιστικό σφάλµα 12 µετρήσεων. Η 
στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως + για P<0.02 µεταξύ των 6 και 48 ωρών και ως * P<0.02 
σε σχέση µε τις τιµές των αδιέγερτων κυττάρων. 
 

επώαση µε οκτρεοτίδη είχε παρόµοιο αποτέλεσµα επάγοντας ελαφρά την αύξηση της 

παραγωγής της MMP-1 στις 12 ώρες η οποία όµως δεν ήταν στατιστικώς σηµαντική 

(Γράφηµα 3). Ο συνδυασµός LPS και οκτρεοτίδης είχε συνεργιστική δράση που 

οδήγησε σε παρατεταµένη επαγωγή της παραγωγής MMP-1 από τα κύτταρα του 

Kupffer από τις 6 έως και τις 24 ώρες µετά τη διέγερση η οποία ήταν στατιστικώς 

σηµαντικά υψηλότερη σε σύγκριση µε τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer ή τη διέγερση 

µε την οκτρεοτίδη (Σχήµα 6, P<0,01 στις 6 ώρες, P<0,004 στις 12 ώρες και P<0,03 

στις 24 ώρες). ∆εν βρέθηκαν διαφορές στις 48 ώρες µετά τη διέγερση (Γράφηµα 3).  
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Γράφηµα 3: Η παραγωγή κολλαγενάσης (MMP-1) από κύτταρα Kupffer που έχουν διεγερθεί είτε µε 
οκτρεοτίδη (1 ng/ml), ή µε συνδυασµό οκτρεοτίδης µε 1 µg/ml LPS. Το κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει 
τον µέσο όρο ± το στατιστικό σφάλµα 12 διαφορετικών µετρήσεων. * και **: Βλέπε κείµενο για τις 
τιµές των P. 
 

 

Β. Παραγωγή uPA 

 

Τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer παράγουν βασική ποσότητα uPA η οποία είναι 

σταθερή στη διάρκεια των 48 ωρών. Η διέγερση µε LPS ή οκτρεοτίδη επάγει την 

αύξηση της παραγωγής uPA και φτάνει σε στατιστικά σηµαντικά επίπεδα στις 48 

ώρες (Γράφηµα 4, P<0,001). Παρόµοια αποτελέσµατα προκύπτουν µε το συνδυασµό 

οκτρεοτίδης και LPS στα οποία παράγονται αυξηµένα επίπεδα uPA, που γίνονται 

στατιστικώς σηµαντικά 48 ώρες µετά τη διέγερση (Γράφηµα 4, P<0,003). Ο 

συνδυασµός οκτρεοτίδης και LPS επάγει την παραγωγή uPA φτάνοντας σε 

στατιστικώς σηµαντική διαφορά στις 48 ώρες (Γράφηµα 4, P<0,03).  
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Γράφηµα 4: Η παραγωγή του uPA που παράγεται από τα κύτταρα Kupffer στο υπερκείµενο 
καλλιεργειών προ και µετά από επώαση µε LPS και οκτρεοτίδη. Τα αποτελέσµατα είναι παρόµοια 
όταν διεγερθούν µε οκτρεοτίδη ή/και µε LPS. Το κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τον µέσο όρο ± το 
στατιστικό σφάλµα 12 διαφορετικών µετρήσεων. Οι αστερίσκοι συµβολίζουν τη στατιστική 
σηµαντικότητα σε σύγκριση µε τις τιµές της οµάδας ελέγχου (αδιέγερτα κύτταρα). Βλέπε κείµενο για 
τις τιµές των P. 
 

 

Γ. Παραγωγή TGF-β1 

 

Τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer παράγουν υψηλή ποσότητα TGF-β1 η οποία 

αυξάνεται κατά τη διάρκεια των 48 ωρών και η οποία είναι εµφανής 12 ώρες µετά 

την επώαση (Γράφηµα 5, P<0,05 στις 24 ώρες και P<0,0003 στις 48 ώρες). Η 

παρουσία LPS και οκτρεοτίδης, είτε µεµονωµένων είτε σε µεταξύ τους συνδυασµό, 

αναστέλλει σηµαντικά την αρχική παραγωγή TGF-β1 από τα κύτταρα του Kupffer 

στις 48 ώρες (Γράφηµα 6, P<0,01). 
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Γράφηµα 5: Η παραγωγή TGF-β1 από αδιέγερτα κύτταρα Kupffer σε συνάρτηση µε το χρόνο. . Το 
κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τον µέσο όρο ± το στατιστικό σφάλµα 12 διαφορετικών µετρήσεων. Η 
στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως * για P<0.05 και ** για  P<0.003 σε σχέση µε τις τιµές 
στις 12 ώρες από τη διέγερση. 
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Γράφηµα 6: Η παραγωγή TGF-β1 από τα κύτταρα Kupffer 24 και 48 ώρες µετά την επώαση µε LPS 
(1 µg/ml) ή/και οκτρεοτίδη (1 ng/ml). Το κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τον µέσο όρο ± το στατιστικό 
σφάλµα 12 διαφορετικών µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως** για P<0.01 σε 
σχέση µε την οµάδα ελέγχου. 
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∆. Παραγωγή λεπτίνης 

 

Τα κύτταρα Kupffer δεν παρήγαγαν λεπτίνη πριν ή µετά από τη διέγερσή τους µε 

LPS, οκτρεοτίδη ή τον συνδυασµό αυτών. 
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3. ΕΚΦΡΑΣΗ ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΑΝΤΙ-ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ. 

 

Τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer βρέθηκε ότι εκφράζουν αποπτωτικά γονίδια (Εικόνα 

30). Η έκφραση των γονιδίων bax και bcl-xS βρέθηκε να αυξάνεται σε σχέση µε το 

χρόνο ως τις 48 ώρες (Γράφηµα 7α και 8α). Τα ευρήµατα αυτά συνοδεύτηκαν από 

αύξηση της έκφρασης της κασπάσης 3 (Γράφηµα 9α). Είναι ενδιαφέρον ότι µετά από 

48 ώρες τα κύτταρα Kupffer εξέφρασαν για πρώτη φορά το αντιαποπτωτικό γονίδιο 

bcl-2 (Γράφηµα 10α).  
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Εικόνα 30: Αποτελέσµατα mPCR: Έκφραση αποπτωτικών γονιδίων σε πήκτωµα αγαρόζης 2%, από 
αδιέγερτα κύτταρα Kupffer εντός 48 ωρών. Η έκφραση του γονιδίου bcl-2 είναι ορατή στις 48 ώρες.  
 

Η διέγερση µε LPS προκάλεσε αναστολή της έκφρασης των γονιδίων bax και bcl-xS 

η οποία ήταν αυξηµένη στις 12, 24 και 48 ώρες. (Γραφήµατα 7β και 8β, αντίστοιχα). 

Η έκφραση του αντιαποπτωτικού γονιδίου bcl-xL παρέµεινε χωρίς αλλαγή (Γράφηµα 

11β), ενώ το γονίδιο bcl-2 σταµάτησε να εκφράζεται στις 48 ώρες (Γράφηµα 10β). Το 

γονίδιο LICE (κασπάση 3) επέδειξε µειωµένη έκφραση σε σχέση µε το χρόνο 

(Γράφηµα 9β). 

 

Η διέγερση µε οκτρεοτίδη έδειξε να δρα µε διαφορετικό τρόπο στην έκφραση των 

αποπτωτικών γονιδίων από τα κύτταρα του Kupffer, αναλόγως της διάρκειας της 

έκθεσης των κυττάρων σε αυτήν. Η µελέτη στα δείγµατα αυτά έδειξε ότι η διέγερση 

µε οκτρεοτίδη προκάλεσε µείωση της έκφρασης των γονιδίων που προάγουν την 

απόπτωση (bax και bcl-xS, Γραφήµατα 7γ και 8γ), η οποία σχετιζόταν µε το χρόνο 

και συνοδευόταν από παρόµοια µείωση της έκφρασης του γονιδίου της κασπάσης 3 
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(Γράφηµα 9γ). Παρετηρήθη επίσης πρώιµη επαγωγή της έκφρασης (στις 6 και 12 

ώρες) του ανασταλτικού γονιδίου bcl-2 (Γράφηµα 10γ), και καθυστερηµένη χρονικά 

(24 και 48 ώρες) µείωση της έκφρασης του γονιδίου  bcl-xL (Γράφηµα 11γ). 

 

Η διέγερση των κυττάρων του Kupffer µε το συνδυασµό LPS και οκτρεοτίδης, έδειξε 

διαφοροποιηµένη δράση της οκτρεοτίδης στην όψιµη έκφραση της αναστολής του 

γονιδίου bcl-xL καθώς και του γονιδίου του bcl-2 στις 12 ώρες (Γραφήµατα 11δ και 

10δ, αντίστοιχα). Η σύγκριση της συνδυασµένης (µε LPS και οκτρεοτίδη) διέγερσης 

σε σχέση µε την οκτρεοτίδη µόνη της, έδειξε παρόµοια συµπεριφορά στην αναστολή 

της έκφρασης των γονιδίων bax και bcl-xS, τα οποία προάγουν την απόπτωση 

(Σχήµατα 7δ και 8δ, αντίστοιχα), µε εξαίρεση την όψιµη χρονικά (48 ώρες) αύξηση 

και των δύο. Με παρόµοιο τρόπο, η έκφραση του γονιδίου της κασπάσης 3 

εµφανίζεται µειωµένη στις 6, 12 και 24 ώρες, ενώ αυξάνεται στις 48 ώρες (Γράφηµα 

9δ). 
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Γραφήµατα 7α-7δ: Πυκνοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων mPCR για την έκφραση του γονιδίου 
bax από τα κύτταρα του Kupffer. Οι µετρήσεις έχουν εκφρασθεί ως ο λόγος του bax προς το 
housekeeping γονίδιο (GAPDH). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο µέσος όρος ± στατιστικό 
σφάλµα, και είναι ενδεικτικά 12 συνολικά µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως * 
για P<0.05 και ** για P<0.01 σε σύγκριση την έκφραση στις 6 ώρες. 
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Γραφήµατα 8α-8δ: Πυκνοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων mPCR για την έκφραση του γονιδίου 
bcl-xS από τα κύτταρα του Kupffer. Οι µετρήσεις έχουν εκφρασθεί ως ο λόγος του bcl-xS προς το 
housekeeping γονίδιο (GAPDH). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο µέσος όρος ± στατιστικό 
σφάλµα, και είναι ενδεικτικά 12 συνολικά µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως * 
για P<0.05 και ** για P<0.01 σε σύγκριση µε την έκφραση στις 6 ώρες.
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Γραφήµατα 9α-9δ: Πυκνοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων mPCR για την έκφραση του γονιδίου 
LICE (Κασπάση 3)από τα κύτταρα του Kupffer. Οι µετρήσεις έχουν εκφρασθεί καταστεί ως ο λόγος 
του LICE προς το housekeeping γονίδιο (GAPDH). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο µέσος όρος ± 
στατιστικό σφάλµα, και είναι ενδεικτικά 12 συνολικά µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα 
συµβολίζεται ως * για P<0.05 και ** για P<0.01 σε σύγκριση µε την έκφραση στις 6 ώρες. 
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Γραφήµατα 10α-10δ: Πυκνοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων mPCR για την έκφραση του 
γονιδίου bcl-2 από τα κύτταρα του Kupffer. Οι µετρήσεις έχουν εκφρασθεί ως ο λόγος του bcl-2 προς 
το housekeeping γονίδιο (GAPDH). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο µέσος όρος ± στατιστικό 
σφάλµα, και είναι ενδεικτικά 12 συνολικά µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως * 
για P<0.05 και ** για P<0.01 σε σύγκριση µε την έκφραση στις 6 ώρες.  
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Γραφήµατα 11α-11δ: Πυκνοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων mPCR για την 
έκφραση του γονιδίου bcl-xL από τα κύτταρα του Kupffer. Οι µετρήσεις έχουν 
εκφρασθεί ως ο λόγος του bcl-xL προς το housekeeping γονίδιο (GAPDH). Τα 
αποτελέσµατα εκφράζονται ως ο µέσος όρος ± στατιστικό σφάλµα, και είναι ενδεικτικά 
12 συνολικά µετρήσεων. Η στατιστική σηµαντικότητα συµβολίζεται ως * για P<0,05 και 
** για P<0,01 σε σύγκριση µε την έκφραση στις 6 ώρες. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Α. Η επίδραση του συνθετικού αναλόγου της σωµατοστατίνης (οκτρεοτίδη) και 

του LPS στην έκκριση παραγόντων που σχετίζονται µε την ίνωση. Πρωτογενής 

ανοσολογική απάντηση των κυττάρων του Kupffer. 

 

Η ηπατική ίνωση είναι µια περίπλοκη διαδικασία στην οποία εµπλέκονται πολλά 

κύτταρα των κολποειδών του ήπατος. Συσχετισµοί που καθορίζονται από την νόσο 

υπάρχουν επίσης µεταξύ διαφόρων κυτταροκινών που παράγονται κυρίως από τα 

κύτταρα του ηπατικού κολποειδούς. Ο ρόλος του ενεργοποιητού του πλασµινογόνου 

του τύπου της ουροκινάσης (urokinase-type Plasminogen Activator (uPA)) έχει 

διερευνηθεί διεξοδικά. Η πλασµίνη ενεργοποιεί την πρώιµη µορφή της Γελατινάσης 

Β (pro-MMP-9) σε ενεργό MMP-9 ένζυµο. Η πλασµίνη σχηµατίζεται από το uPA 

στην παρουσία του πλασµινογόνου. Το uPA έχει αναφερθεί ότι παράγεται από τα 

κύτταρα του Ito (359). 

 

Οι µεταλλοπρωτεάσες του διάµεσου ιστού (MMPs) και η δράση του uPA έχουν 

αναφερθεί ότι αυξάνονται κατά τα πρώιµα στάδια της ίνωσης (360). Όµως, στο 

στάδιο της κίρρωσης, τα αυξηµένα επίπεδα του αναστολέα του πλασµινογόνου PAI-1 

µαζί µε τα µειωµένα επίπεδα uPA και tPA σχετίζονται µε την καθολική αναστολή του 

καταβολισµού της εξωκυτταρίου ουσίας, ενώ η παραγωγή µεταλλοπρωτεασών είναι 

µειωµένη (361). Παρότι τα αστροκύτταρα του ήπατος (κύτταρα Ito) θεωρούνται ως 

σηµαντική πηγή του PAI και των µεταλλοπρωτεασών κατά την ινόλυση του ήπατος 

(362), (270), έχει παρατηρηθεί ότι τα διεγερµένα κύτταρα του Kupffer εκκρίνουν 

µεταλλοπρωτεάσες. Έτσι, η επίδραση µε gadolinium chloride επί των κυττάρων του 

Kupffer οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση MMP-13 και MMP-9 στο επίπεδο του mRNA 

και µερικώς αντιρροπούµενη ηπατική ίνωση που προκαλείται από επίδραση 

διµεθυλονιτροζαµίνης (363). Επιπλέον, έµµεσα πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν ότι 

τα κύτταρα του Kupffer παράγουν αντί-ινωτικούς παράγοντες και οι προσπάθειες να 

ανασταλεί η απελευθέρωση προφλεγµονωδών κυτταροκινών, ίσως οδηγούν σε 

µείωση της ινώσεως. (364;365). Τα κύτταρα του Kupffer έχουν σηµαντικό ρόλο και 

στην ίνωση λόγω της παραγωγής του TGF-β, του HGF (366), (367), (368) και της 

παραγωγής του TNF-α καθώς και του νιτρικού οξειδίου τα οποία µε τη σειρά τους 
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ενεργοποιούν τα κύτταρα του Ito (αστροκύτταρα) (284). Η απενεργοποίηση των 

κυττάρων του Kupffer αποδυναµώνει τη διαδικασία της ίνωσης, πιθανόν µέσω της 

µείωσης της παραγωγής TGF-β (369). 

 

Ο TGF-β είναι µία ισχυρή ινογόνος κυτταροκίνη που παράγεται κυρίως από τα 

κύτταρα του Kupffer και εν µέρει από τα αστροκύτταρα του ήπατος (370). Στη 

φυσιολογικό και ινωτικό ήπαρ, το mRNA του TGF-β1 εκφράζεται κυρίως από τα 

κύτταρα του Kupffer, έχοντας τιµές που προσεγγίζουν τις 9-πλάσιες από αυτές των 

αστροκυττάρων (371). 

 

Ένας άλλος παράγοντας που έχει πρόσφατα συσχετισθεί µε την ίνωση είναι η 

λεπτίνη. Τελευταία ερευνητικά δεδοµένα έχουν καταδείξει τη συµµετοχή της 

λεπτίνης στην ινωτική αντίδραση του ήπατος και έχουν αποδείξει ότι τα κύτταρα του 

Kupffer εµπεριέχουν υποδοχείς λεπτίνης (Ob-Rb), µέσω των οποίων η λεπτίνη 

ρυθµίζει την έκφραση των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη σύνθεση του διάµεσου 

ιστού, συµπεριλαµβανοµένου και του TGF-β1 (372). 

 

Στην παρούσα µελέτη, έχει διερευνηθεί η παραγωγή δύο ινωτικών (TGF-β1 και 

λεπτίνης) και δύο αντί-ινωτικών παραγόντων (MMP-1 και uPA) από αποµονωµένα 

κύτταρα Kupffer αρουραίου πριν και µετά την επίδραση µε λιποπολυσακχαρίδη 

(LPS). Επιπλέον, διερευνήθηκε η δράση της οκτρεοτίδης, του συνθετικού αναλόγου 

της φυσικής σωµατοστατίνης, η οποία χρησιµοποιείται ευρύτατα στην καταστολή της 

κιρσορραγίας και στη θεραπεία του ηπατοκυτταρικού καρκίνου (373;374). 

 

Τα ευρήµατα της µελέτης αυτής, δείχνουν ότι τα κύτταρα του Kupffer δεν παράγουν 

λεπτίνη είτε αδιέγερτα είτε διεγερµένα µε LPS. Όµως είναι σηµαντική πηγή 

παραγωγής του TGF-β1 ακόµη και αδιέγερτα, εύρηµα που έχει αναφερθεί και στο 

παρελθόν (366), (367), (368). 

 

Η επίδραση µε LPS είχε ως αποτέλεσµα την στατιστικώς σηµαντική µείωση της 

παραγωγής TGF-β1, αλλά το πιο σηµαντικό εύρηµα της µελέτης ήταν η σηµαντική 

µείωση που προκλήθηκε στην παραγωγή του TGF-β από την επώαση µε οκτρεοτίδη. 

Η δράση της οκτρεοτίδης στην απελευθέρωση του TGF-β είναι µείζονος σηµασίας. 
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Στα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής φαίνεται ότι η οκτρεοτίδη αναστέλλει την 

παραγωγή του TGF-β τουλάχιστον στον αρουραίο και κατά συνέπεια, εάν το ίδιο 

καταδειχθεί και στα κύτταρα Kupffer του ανθρώπου, θα µπορούσε να καταστήσει την 

οκτρεοτίδη ως την εναλλακτική θεραπεία στη µείωση της ηπατικής ίνωσης. 

  

Στη µελέτη αυτή, τα ευρήµατα στη διαδικασία της παραγωγής κολλαγενάσης (MMP-

1), σηµαντικότατου ενζύµου στην αποσύνθεση του κολλαγόνου που έχει εναποτεθεί 

στο ήπαρ είναι πολύ σηµαντικά. Η οκτρεοτίδη προκαλεί µια πρώιµη, σηµαντική 

επαγωγή της παραγωγής κολλαγενάσης από τα κύτταρα του Kupffer και υπάρχει 

συνεργιστικό αποτέλεσµα όταν αυτή συνδυαστεί µε τη δράση του LPS. Έχοντας 

υπόψη ότι η ενδοτοξιναιµία είναι ένα κοινό εύρηµα στους κιρρωτικούς ασθενείς, τα 

αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η οκτρεοτίδη ίσως έχει ευεργετική δράση στην 

ηπατική ίνωση και µε έτερο πλην της αναστολής του TGF-β1 µηχανισµό, αφού 

επηρεάζει εκλεκτικά την κολλαγονολυτική  διαδικασία. Η οκτρεοτίδη επηρεάζει την 

παραγωγή MMP-1 από τα κύτταρα του Kupffer και το εύρηµα αυτό είναι παρόµοιο 

µε την προαναφερθείσα αύξηση της παραγωγής των MMP-13 και MMP-9 από τα 

κύτταρα του Kupffer που έπεται της επώασης µε gadolinium chloride (375). 

 

Στη µελέτη αυτή παρατηρήθηκε επίσης σταθερή παραγωγή uPA από τα κύτταρα του 

Kupffer, η οποία ήταν σηµαντικά ηυξηµένη µετά την επώαση µε LPS ή οκτρεοτίδη. 

Το uPA εµπλέκεται, όπως προανεφέρθη, στην ενεργοποίηση της proMMP-9 σε 

MMP-9 µέσω της πλασµίνης (376). Τα ευρήµατα αυτά συµφωνούν µε τη µελέτη αυτή 

καθώς η επίδραση του LPS προκαλεί αύξηση της παραγωγής του uPA και της MMP-

9. Υπ’ αυτά τα αποτελέσµατα είναι δικαιολογηµένο να εικάζεται ότι το uPA που 

παράγεται από τα κύτταρα του Kupffer εµπλέκεται στην ενεργοποίηση της MMP-9, 

του σηµαντικού αυτού ενζύµου στην αποδιάταξη της εξωκυτταρίου ουσίας. Όµως, η 

δράση της οκτρεοτίδης στην παραγωγή της MMP-9 είναι διαφορετική όταν συγκριθεί 

µε αυτήν της MMP-1, καθώς η οκτρεοτίδη µειώνει την παραγωγή MMP-9 άσχετα 

από την αύξηση των επιπέδων του uPA. Η άµεση αναστολή της παραγωγής της 

MMP-9 ίσως να είναι η λύση που απαιτείται σε µελλοντικές µελέτες. Η MMP-9 

εµπλέκεται στην µετάδοση των ηπατικών όγκων µέσω της καταστροφής του 

κολλαγόνου της βασικής µεµβράνης. Ως εκ τούτου, η δράση της οκτρεοτίδης ίσως εν 
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µέρει δύναται να εξηγήσει την αντίδραση της οκτρεοτίδης σε ασθενείς µε 

ηπατοκυτταρικό καρκίνο, όπως έχει στο παρελθόν αναφερθεί (373) (374). 

 

Συµπερασµατικά, τα ανωτέρω ευρήµατα δείχνουν ότι ίσως ο ρόλος των κυττάρων του 

Kupffer επεκτείνεται όχι µόνο στην εναπόθεση εξωκυτταρίου ουσίας µέσω της 

υπερπαραγωγής TGF-β1, αλλά και στην ινόλυση µέσω της παραγωγής 

µεταλλοπρωτεασών του διάµεσου ιστού και uPA. Επιπλέον, η οκτρεοτίδη ίσως 

αποτελεί χρήσιµο θεραπευτικό µέσο για τη µείωση της ινώσεως στη νόσο του ήπατος 

και χρήζει περαιτέρω διερεύνησης.  

 

Β. Η επίδραση του συνθετικού αναλόγου της σωµατοστατίνης (οκτρεοτίδη) και 

του LPS στην έκφραση αποπτωτικών γονιδίων από τα κύτταρα του Kupffer. 

  

Τα κύτταρα Κupffer, ως µακροφάγα κύτταρα του ήπατος, έχουν σηµαντικό ρόλο στη 

ρύθµιση του ανοσοποιητικού συστήµατος και συµµετέχουν ενεργά στην αµυντική 

διαδικασία του οργανισµού κατά των ιών και των καρκινικών κυττάρων. Η 

ενεργοποίηση των κυττάρων του Kupffer εικάζεται ότι είναι ο κύριος µηχανισµός της 

αντικαρκινικής δράσης του ήπατος (377).  

 

Πρώιµα πειραµατικά δεδοµένα έχουν καταδείξει ότι η οκτρεοτίδη, το συνθετικό 

ανάλογο της φυσικής σωµατοστατίνης, αναστέλλει το ινωσάρκωµα και τις ηπατικές 

µεταστάσεις του αδενοκαρκινώµατος (378;379;379). Οι παρατηρήσεις αυτές 

επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω µε πειραµατικά µοντέλα, συµπεριλαµβανοµένου αυτού 

της επαγόµενης ηπατοκαρκινογένεσης µε νιτροσοµορφολίνη (380) και της 

συνεπώασης σε ήπαρ αρουραίων κυττάρων ηπατώµατος του Morris 3924A (381). 

Κατά το πρόσφατο παρελθόν, έχει αναφερθεί ότι η οκτρεοτίδη έχει βελτιώσει 

σηµαντικά τη βιωσιµότητα ασθενών µε ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα (373) (374). 

Όµως ο τρόπος δράσης της οκτρεοτίδης παραµένει άγνωστος. Σε µία ενδιαφέρουσα 

µελέτη, εισήχθη νευροενδοκρινής πληθυσµός κυττάρων σε γυµνά ποντίκια τα οποία 

στη συνέχεια έλαβαν θεραπεία µε οκτρεοτίδη και ιντερφερόνη-α. (382). 

Παρατηρήθηκε τριπλασιασµός των αποπτωτικών κυττάρων στην οµάδα που 

ελάµβανε οκτρεοτίδη, ενώ στην οµάδα που ελάµβανε ιντερφερόνη-α δεν υπήρξε 

µεταβολή. Η οκτρεοτίδη αναφέρθηκε ότι επάγει τη δράση των κυττάρων του Kupffer 

και η δράση της αυτή συνοδεύτηκε από τη σηµαντική µείωση της ανάπτυξης 
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ηπατικών όγκων που είχαν προκληθεί πειραµατικά (383;384). Φαίνεται ότι οιαδήποτε 

µεταβολή της απόπτωσης στα κύτταρα του Kupffer δύναται να επηρεάσει αυτή την 

αντικαρκινική τους δράση. Στην παρούσα µελέτη, µελετήθηκε η έκφραση των 

πρωτεϊνών οι οποίες σχετίζονται µε την απόπτωση σε αποµονωµένα κύτταρα 

Kupffer, τα οποία καλλιεργήθηκαν παρουσία LPS ή/ και οκτρεοτίδης. Ως δείκτης της 

απόπτωσης χρησιµοποιήθηκε η κασπάση-3 (LICE στον αρουραίο), ένζυµο 

σηµαντικότατο στη ρύθµιση της αποπτωτικής διαδικασίας. 

 

Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer εκφράζουν στο επίπεδο 

του RNA τις αποπτωτικές πρωτεΐνες bax και bcl-xS, και ότι η έκφραση τους αυτή 

επαγόταν συνεχώς µε το πέρας του χρόνου. Η παρατήρηση αυτή ήταν αναµενόµενη 

λόγω της κλιµακούµενης αποπτώσεως που λαµβάνει χώρα φυσιολογικά στο σύστηµα 

καλλιεργείας. Επιπλέον, η αύξηση αυτή συνοδεύτηκε από παρόµοια επαγωγή στην 

έκφραση του LICE. Μετά από 48 ώρες καλλιέργειας, εµφανίστηκε το 

αντιαποπτωτικό γονίδιο bcl-2 να έχει αυξηµένη έκφραση, γεγονός που ίσως είναι 

ενδεικτικό της ικανότητος των κυττάρων του Kupffer να σταµατούν την πρόοδο της 

αποπτωτικής διαδικασίας µε την έκφραση αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών. Στο σηµείο 

αυτό απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση. 

 

Η διέγερση των κυττάρων του Kupffer µε λιποπολυσακχαρίδη, οδηγεί σε αναστολή 

της έκφρασης του RNA των αποπτωτικών πρωτεϊνών bax και bcl-xS και αυτό 

πιθανόν εξηγεί την αυξηµένη δραστηριότητα των κυττάρων του Kupffer υπό αυτές 

τις συνθήκες, όπως έχει αναφερθεί (357;385;386). Η αντιαποπτωτική πρωτεΐνη bcl-2, 

η οποία εµφανίσθηκε στις 48 ώρες καλλιέργειας αδιέγερτων κυττάρων Kupffer, δεν 

εµφανίσθηκε µετά από την επίδραση µε LPS. Η έκφραση του LICE βρέθηκε ελαφρώς 

µειωµένη στις 6, 12 και 24 ώρες, ενώ στις 48 ώρες παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση, 

δείχνοντας µε αυτόν τον τρόπο ότι η επίδραση του LPS πιθανόν να µειώνει την 

απόπτωση στα κύτταρα Kupffer. 

 

Το πιο ενδιαφέρον εύρηµα της παρούσας µελέτης της απόπτωσης στο επίπεδο του 

RNA είναι η επίδραση της οκτρεοτίδης επί των πρωτεϊνών που σχετίζονται µε την 

απόπτωση. Στο πρώιµο στάδιο της επώασης (στις 6 και 12 ώρες) παρετηρήθη 

επαγωγή της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης bcl-2 ενώ η παρατεταµένη επώαση οδήγησε 

σε µείωση της έκφρασης των bcl-2 και bcl-xL. Αντιθέτως, η έκφραση στο επίπεδο 
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του RNA των αποπτωτικών bax και bcl-xS, έδειξε σταθερή µείωσή τους στο πέρασµα 

του χρόνου. Παρόµοια χρονοεξαρτώµενη µείωση παρουσίασε και η έκφραση του 

LICE υπό την επίδραση της οκτρεοτίδης. Τα αποτελέσµατα αυτά ίσως αποτελούν µία 

ένδειξη ότι η αύξηση της δραστηριότητας των κυττάρων του Kupffer η οποία έχει 

αναφερθεί σε πειραµατικά µοντέλα ηπατοκυτταρικού καρκίνου υπό την επίδραση της 

οκτρεοτίδης ίσως οφείλεται σε αυτήν ακριβώς την αντιαποπτωτική της δράση. 

  

Τέλος, τα αποτελέσµατα της συνδυασµένης επίδρασης µε οκτρεοτίδη και LPS 

δείχνουν παρόµοια µείωση της έκφρασης του LICE στις 6, 12 και 24 ώρες. Η 

έκφραση του αντιαποπτωτικού bcl-xL παρέµεινε σταθερά σε υψηλά επίπεδα σε όλα 

τα χρονικά διαστήµατα, γεγονός που ίσως είναι ενδεικτικό της, τουλάχιστον σε 

πρώιµη φάση, συνεργιστικής δράσης του LPS στην αναστολή της απόπτωσης από 

την οκτρεοτίδη. Όµως, σε αντίθεση µε τη µεµονωµένη επίδραση του LPS ή της 

οκτρεοτίδης, εµφανίζεται αύξηση της έκφρασης του LICE στις 48 ώρες, πιθανόν 

λόγω της αυξηµένης έκφρασης των bax και bcl-xS στον ίδιο χρόνο. Αυτό σηµαίνει µε 

κλινικούς όρους ότι στην ενδοτοξιναιµία (κοινό εύρηµα σε ασθενείς σε τελικό στάδιο 

κίρρωσης του ήπατος ή ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα), η αντικαρκινική δράση της 

οκτρεοτίδης ίσως αµβλύνεται όταν η κατάσταση αυτή διαρκεί για παρατεταµένο 

χρονικό διάστηµα. Όµως, απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση για να διασαφηνιστεί η 

περίπτωση αυτή. 

 

Με βάση τα ανωτέρω, η οκτρεοτίδη προκαλεί µείωση της έκφρασης των 

αποπτωτικών πρωτεϊνών εντός διαστήµατος 48 ωρών, που συνοδεύεται από πρώιµη 

επαγωγή της έκφρασης αντιαποπτωτικών γονιδίων. Τα αποτελέσµατα αυτά ίσως εν 

µέρει εξηγούν την ευεργετική δράση της οκτρεοτίδης σε πειραµατικά µοντέλα 

ηπατοκυτταρικού καρκίνου και στη θεραπεία καρκινοπαθών. 

 

 

 185



ΠΕΡΙΛΗΨΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Τα κύτταρα του Kupffer, ως µακροφάγα κύτταρα του ήπατος, έχουν σηµαντικό ρόλο 

στην πρωτογενή ανοσολογική αντίδραση του ήπατος συµµετέχοντας ενεργά στην 

αµυντική διαδικασία κατά των ιών και των καρκινικών κυττάρων. Επιπλέον, τα 

κύτταρα αυτά εµπλέκονται και στο µηχανισµό ινώσεως µέσω της παραγωγής 

µεταλλοπρωτεασών και TGF-β. Ο ρόλος των κυττάρων του Kupffer στη διαδικασία 

της ινόλυσης παραµένει αδιευκρίνιστος, ενώ η ενεργοποίησή τους θεωρείται ως ο 

κύριος µηχανισµός αντικαρκινικής δράσης του ήπατος. 

 

Η οκτρεοτίδη, το συνθετικό ανάλογο της φυσικής σωµατοστατίνης, χρησιµοποιείται 

ευρέως σε ασθενείς µε ηπατική κίρρωση και θεωρείται ότι παρατείνει τη βιωσιµότητα 

των ασθενών µε ηπατοκυτταρικό καρκίνο µέσω αδιευκρινίστου, έως σήµερα, 

µηχανισµού. 

 

Στην παρούσα µελέτη, διερευνήθηκε η παραγωγή δύο ινωτικών (TGF-β1 και 

λεπτίνης) και δύο αντι-ινωτικών (MMP-1 και uPA) παραγόντων, καθώς και η 

έκφραση πρωτεϊνών που σχετίζονται µε την απόπτωση, σε καλλιέργειες κυττάρων 

του Kupffer που αποµονώθηκαν από ήπαρ αρουραίου υπό την επίδραση ενδοτοξίνης 

ή/ και οκτρεοτίδης. 

 

Τα αποµονωµένα κύτταρα Kupffer του αρουραίου επιβεβαιώθηκε ότι αποτελούν 

σηµαντική πηγή TGF-β1, ενώ παράγουν MMP-1 και uPA, αλλά όχι λεπτίνη. Η 

επίδραση της ενδοτοξίνης µειώνει την παραγωγή του TGF-β1, ενώ το ίδιο συµβαίνει 

όταν στα κύτταρα επιδράσει η οκτρεοτίδη. Η οκτρεοτίδη προκαλεί σηµαντική 

αύξηση της παραγωγής MMP-1 από τα κύτταρα του Kupffer και ο συνδυασµός της 

οκτρεοτίδης µε την ενδοτοξίνη δρα συνεργιστικά στην παραγωγή MMP-1. Στη 

µελέτη αυτή παρατηρήθηκε επίσης σταθερή παραγωγή uPA από τα κύτταρα του 

Kupffer, η οποία ήταν σηµαντικά ηυξηµένη µετά την επώαση µε LPS ή/ και 

οκτρεοτίδη.  

 

Επιπλέον, η µελέτη σε µοριακό επίπεδο έδειξε ότι τα κύτταρα του Kupffer εκφράζουν 

αποπτωτικά γονίδια. Τα αδιέγερτα κύτταρα Kupffer εκφράζουν στο επίπεδο του RNA 
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τις αποπτωτικές πρωτεΐνες bax και bcl-xS, η έκφραση των οποίων αυξάνεται συνεχώς 

µε το πέρας του χρόνου και συνοδεύεται από επαγωγή στην έκφραση του LICE. Η 

επίδραση της ενδοτοξίνης προκάλεσε αναστολή της έκφρασης των γονιδίων bax και 

bcl-xS, ενώ η έκφραση του LICE εµφανίσθηκε µειωµένη σε σχέση µε το χρόνο. Η 

επίδραση της οκτρεοτίδης έδειξε σταδιακή µείωση των αποπτωτικών γονιδίων η 

οποία συνοδεύθηκε από πρώιµη αύξηση και όψιµη µείωση των αντιαποπτωτικών 

γονιδίων bcl-2 και bcl-xL, µε σταδιακή µείωση της έκφρασης του LICE. Ο 

συνδυασµός ενδοτοξίνης και οκτρεοτίδης είχε παρόµοιο αποτέλεσµα µε εξαίρεση την 

όψιµη αύξηση της έκφρασης του LICE ίσως λόγω της χρονικά συµπίπτουσας 

αύξησης των αποπτωτικών γονιδίων bax και bcl-xS. 
 

Συµπερασµατικά, ο ρόλος των κυττάρων του Kupffer πιθανώς επεκτείνεται όχι µόνο 

στην εναπόθεση εξωκυτταρίου ουσίας µέσω της υπερπαραγωγής TGF-β1, αλλά και 

στην ινόλυση µέσω της παραγωγής µεταλλοπρωτεασών του διάµεσου ιστού και uPA. 

Επιπλέον, η οκτρεοτίδη ίσως αποτελεί χρήσιµο θεραπευτικό µέσο για τη µείωση της 

ινώσεως στη νόσο του ήπατος και χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. Στο µοριακό 

επίπεδο η επίδραση ενδοτοξίνη ή/ και οκτρεοτίδης δείχνουν να ανατρέπουν την 

αποπτωτική διαδικασία σε πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων του Kupffer, 

επηρεάζοντας την έκφραση και των αποπτωτικών και αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών 

στο επίπεδο του mRNA. Τα ανωτέρω αποτελέσµατα δείχνουν ότι η αντικαρκινική 

δράση της οκτρεοτίδης στο ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα ίσως µπορεί να ερµηνευθεί 

από την αντιαποπτωτική της δράση επί των κυττάρων του Kupffer. 
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SUMMARY - CONCLUSIONS 
 

Kupffer cells, the resident liver macrophages, play an important role in the primary 

immune response of the liver by actively participating in the defense mechanism 

against viruses and cancer cells. Moreover, these cells are implicated in fibrosis 

through the production of matrix metalloproteinases and TGF-β. The role of Kupffer 

cells in fibrolysis remains unclear, while Kupffer cell stimulation is considered the 

main mechanism of liver antitumour activity. 

 

Octreotide, the synthetic analogue of somatostatin, is widely used as therapeutic agent 

in cirrhotic patients and it is considered to prolong survival in patients suffering from 

hepatocellular carcinoma, though an identified, as yet, mechanism. 

 

In the present study, we investigated the production of two profibrotic (TGF-β1 and 

leptin) and two antifibrotic (MMP-1 and uPA) agents, as well as the expression of 

apoptotic proteins in rat liver isolated primary Kupffer cell cultures stimulated by 

lipopolysaccharide (LPS) and/ or octreotide. 

 

We found that isolated rat Kupffer cells produce TGF-β1 and uPA, but not leptin. 

LPS stimulation reduces TGF-β1 production and the same effect occurs by octreotide 

stimulation. Octreotide causes a significant increase on MMP-1 production by 

Kupffer cells. The concomitant stimulation by LPS and octreotide acts synergistically 

on MMP-1 production. We also observed a constant uPA production by unstimulated 

Kupffer cells which was significantly induced following stimulation by LPS and/ or 

octreotide. 

 

Moreover, mRNA studies revealed that Kupffer cells express apoptotic genes. 

Unstimulated Kupffer cells express bax and bcl-xS mRNA in a time dependent 

manner and this expression is paralleled by LICE. LPS stimulation inhibited the 

expression of proapoptotic bax and bcl-xS, while LICE expression showed a time-

dependent reduction. Stimulation by octreotide showed a constant reduction of the 

proapoptotic gene expression which was accompanied by early induction and a late 

decrease on the expression of antiapoptotic bcl-2 and bcl-xL genes with a constant 
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reduction of LICE. Concomitant stimulation by LPS and octreotide produced a similar 

result with the exception of early expression of LICE mRNA, which was probably 

due to the paralleled increase of the proapoptotic bax and bcl-xS. 
 

In conclusion, Kupffer cells exceed their role not only to the extracellular matix 

accumulation through the overproduction of TGF-β1, but also to fibrolysis by 

producing matrix metalloproteinases and uPA. Moreover, octreotide might be a useful 

therapeutic agent for reducing liver fibrosis, an issue which needs to be further 

investigated. Kupffer cell stimulation by LPS and/ or octreotide reverse the apoptotic 

process on the mRNA level, by influencing the proapoptotic and antiapoptotic protein 

expression. These results show that the antitumour activity of octreotide on patients 

with hepatocellular carcinoma may be due to its antiapoptotic activity on Kupffer 

cells. 
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