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Συντµήσεις 
 
 
a-Sauv: anti-Sauvagine 
ACTH: Adrenocorticotropin Hormone (Αδρενοκορτικοτρόπος ορµόνη)  
AIF: Apoptosis inducing factor (Παράγοντα Επαγωγής της Απόπτωσης) 
ANOVA: Analysis of variance (Ανάλυση διασποράς)  
Ant: Antalarmin (Ανταλαρµίνη) 
AP1: Αctivating protein 1 (Ενεργοποιητική πρωτεΐνη 1) 
APS: Ammonium PerSulfate (Υπερθειϊκό αµµώνιο) 
BH: Bcl-2 Homology Domains (Τµήµατα οµόλογα της Bcl-2)  
bp: base pairs 
BSA: Bovine serum albumin Fraction V (Αλβουµίνη ορού βοός)  
cAMP: Cyclic adenosine monophosphate (Κυκλική µονοφωσφορική αδενοσίνη)  
cDNA: copy DNA (Αντίγραφο DNA)  
CEA: Carcinoembryonic antigen (Kαρκινοεµβρυικό αντιγόνο) 
CEACAM1: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 
(Σχετιζόµενο µε το καρκινοεµβρυικό αντιγόνο µόριο κυτταρικής προσκόλλησης 1) 
CRE: cAMP response element (Παράγοντας απάντησης στο cAMP)  
CREB: cAMP response element binding protein (Πρωτεΐνη συνδεόµενη µε τον 
παράγοντα απάντησης στο cAMP) 
CRH/CRF: Corticotropin Releasing Hormone / Corticotropin Releasing Factor 
(Εκλυτική ορµόνη / παράγοντας της κορτικοτροπίνης)  
CRFBP: CRF-Binding Protein (Συνδετική πρωτεΐνη του CRF) 
CRFR: CRF Receptor (Υποδοχέας του CRF)  
DAB: 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (τετραϋδροχλωρική 3,3’-
διαµινοβενζιδίνη)  
DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole (∆ιχλωριούχο 4',6-∆ιαµιδινο-2-φαινιλινδόλη)  
DD: Death Domain (Τµήµα που ενεργοποιεί τα αποπτωτικά σήµατα)  
DHEA: Dihydroepiandrosterone (∆ιυδροεπιανδροστερόνη)  
DHEAS: Dihydroepiandrosterone Sulphate (Θειΐκη ∆ιυδροεπιανδροστερόνη)  
DISC: Death Inducing Signaling Complex (Σύµπλοκο που σηµατοδοτεί την επαγωγή 
του κυτταρικού θανάτου) 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium (Θρεπτικό Υλικό)  
DMSO: Deimethyl sulfoxide (∆ιµεθυλσουλφοξύδιο)  
DNA: Desoribonucleic acid (∆εσοξυριβονουκλεϊκο οξύ)  
DNAse Ι: Deoxyribonecluase I (∆εοξυριβονουκλεάση τύπου Ι) 
dNTP: Deoxyribonucleoside triphosphate (Τριφωσφορικό δεοφυριβονουκλεοσίδιο) 
DRs: Death receptors (Yποδοχείς θανάτου) 
DTT: Dithiothreitol (∆ιθειοθρεϊτόλη)  
ECL: Enhanced Chemmiluninescence (Ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια)  
ECM: Εxtracellular matrix (Εξωκυττάρια ουσία) 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ)  
ELISA: Εzyme-linked immunoabsorbent assay (Ενζυµοσύνδετη ανοσοπροσροφητική 
µέτρηση) 
ΕΤΡ: Εlective termination of pregnancy (Επιλεκτική διακοπή κυήσεως) 
EVT: Εxtravillous trophoblast (Εξωλαχνωτή τροφοβλάστη) 
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GPCRs: G-protein coupled receptors (Συζευγµένοι µε G-πρωτεϊνη υποδοχείς)  
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ΥΥΕ: Υποθαλαµο-υποφυσο-επινεφριδιακός άξονας 
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Περίληψη 

 

Ο εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης (CRF) και τα οµόλογά του 

πεπτίδια ουροκορτίνες (UCNI, UCNII, UCNIII) αποτελούν τους κύριους ρυθµιστές 

και συντονιστές των συµπεριφορικών, ενδοκρινικών και ανοσολογικών αποκρίσεων 

του ανθρώπινου οργανισµού απέναντι στο στρες. Οι δράσεις τους διαµεσολαβούνται 

µέσω δύο κύριων τύπων υποδοχέων των CRFR1 και CRFR2. Τα πεπτίδια και οι 

υποδοχείς τους εντοπίζονται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα αλλά και σε πλήθος 

ιστών της περιφέρειας, συµπεριλαµβανοµένου σχεδόν του συνόλου των ιστών της 

αναπαραγωγικής οδού. 

Ο βιολογικός ρόλος του «αναπαραγωγικού» συστήµατος των CRF πεπτιδίων 

µελετάται και προσδιορίζεται τα τελευταία χρόνια. Μέχρι στιγµής έχει διαπιστωθεί η 

συµµετοχή των πεπτιδίων, ως παρακρινείς και αυτοκρινείς ρυθµιστές, σε σηµαντικές 

λειτουργίες του αναπαραγωγικού συστήµατος όπως η ωορρηξία, η ωχρινοποίηση, η 

εµφύτευση της βλαστοκύστης, η φθαρτοποίηση του στρώµατος του ενδοµητρίου, η 

λειτουργία της εµβρυο-πλακουντιακής κυκλοφορίας και η έναρξη του τοκετού. 

Επίσης προτείνεται ότι τοπική δυσλειτουργία του συστήµατος των CRF πεπτιδίων 

µπορεί να οδηγήσει σε διαταραχές των ανωτέρω διαδικασιών.  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή µελετήθηκε ο ρόλος των πεπτιδίων CRF 

και CEACAM1 στη φυσιολογία της τροφοβλαστικής διείσδυσης καθώς και ο ρόλος 

των πεπτιδίων CRF, Ucn και των προ-αποπτωτικών Fas/FasL, στην διαταραχή της 

εµφύτευσης της ανθρώπινης βλαστοκύστης, όπως αυτή εκδηλώνεται κλινικά µε τις 

αυτόµατες αποβολές. Η µελέτη επεκτάθηκε στη διερεύνηση της αλληλεπίδρασης 

εξωλαχνωτής τροφοβλάστης (ΕΛΤ) και φθαρτικών λεµφοκυττάρων ως πιθανό 

στοιχείο των κυτταρικών και µοριακών µηχανισµών που συνθέτουν την 

παθοφυσιολογία αυτής της κλινικής οντότητας.  

∆ιαπιστώθηκε ότι ο CRF ελαττώνει τη διεισδυτική ικανότητα αποµονωµένων 

κυττάρων ΕΛΤ. Η δράση αυτή ήταν ειδική µέσω του CRFR1 υποδοχέα και οφειλόταν 

σε ελάττωση της έκφρασης του διασυνδετικού µορίου CEACAM1 στην επιφάνεια 

των κυττάρων. Αποκλεισµός της λειτουργίας του CEACAM1 στα ίδια κύτταρα είχε 

σαν αποτέλεσµα σηµαντική µείωση της διεισδυτικότητάς τους. Επίσης 

χρησιµοποιήθηκε µια κυτταρική σειρά εξωλαχνωτνών τροφοβλαστών που δεν 
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εκφράζει το CEACAM1 µόριο. ∆ιαµόλυνση των κυττάρων αυτών µε το CEACAM1 

γονίδιο, οδήγησε σε σηµαντική αύξηση της διεισδυτικής τους ικανότητας. 

Η UCN εκφράζεται στη θέση εµφύτευσης του ανθρώπινου εµβρύου και 

συγκεκριµένα στην ΕΛΤ σε φυσιολογικούς πλακούντες πρώτου τριµήνου. Οι 

αυτόµατες αποβολές στον άνθρωπο σχετίζονται µε αυξηµένη έκφραση CRF και UCN 

στη θέση εµφύτευσης, αυξηµένη έκφραση FasL στα λευκοκύτταρα του φθαρτού και 

αυξηµένη έκφραση Fas στην ΕΛΤ. Τα ανωτέρω µόρια µελετήθηκαν σε επίπεδο 

πεπτιδίου και mRNA. Επιπρόσθετα, οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε αυξηµένη 

απόπτωση της διάµεσης ΕΛΤ. Τέλος, τα πεπτίδια CRF και UCN ενισχύουν την 

ικανότητα των φθαρτικών λεµφοκυττάρων να προκαλούν Fas-επαγώµενη απόπτωση 

στην κυτταρική σειρά εξωλαχνωτής τροφοβλάστης. 

Συµπερασµατικά, η παρούσα διατριβή παρουσιάζει νέα δεδοµένα στο ρόλο 

των CRF και UCN στην εµφύτευση της ανθρώπινης βλαστοκύστης και την ακόλουθη 

πλακουντιοποίηση, καθώς και στην διαταραχή των διαδικασιών αυτών. 
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Summary 
 

The corticotropin-releasing factor (CRF) and its family molecules the 

urocortins (UCNI, UCNII, UCNIII) are the major regulators and coordinators of the 

behavioral, endocrine and immune responses of the human organism to stress. The 

effects of these peptides are mediated by two types of receptors the CRFR1 and 

CRFR2. The peptides and their receptors are localized in the central nervous system, 

as well as in a variety of peripheral tissues, including almost all of the tissues of the 

reproductive tract.  

The biological role of the “reproductive” CRF system is under investigation. 

The peptides have been found to participate as paracrine and/or autocrine modulators 

in important functions of the reproductive system, such as ovulation, lutealizasion, 

blastocyst implantation, decidualization, function of embryo-placental circulation and 

parturition. In addition, defects of the local CRF system, is thought to be involved in 

the pathophysiology of the above functions. 

In the present study, the role of CRF and CEACAM1 peptides in the 

physiology of trophoblast invasion as well as the role of CRF, UCN and pro-apoptotic 

Fas/FasL peptides in implantation failure were investigated. The study also examined 

the effect of decidual lymphocytes on extravillous trophoblasts (EVT) as a potential 

element of the cellular and molecular mechanisms involved in the pathophysiology of 

miscarriages.   

The data presented here, report that CRF reduces the invasive potential of 

isolated EVT cells. This effect was mediated by CRFR1 and was owed to down-

regulation of the expression of the adhesion molecule CEACAM1 in the surface of 

the cells. Blocking of CEACAM1 in the same cells resulted to significant reduction of 

their invasiveness. In addition, an EVT-based cell line which does not express 

CEACAM1 was employed. Transfection of these cells with the CEACAM1 gene, led 

to significant increase of their invasiveness. 

Next, the following findings were reported. UCN is expressed at the 

implantation site of the human embryo and more specifically in the EVT of 1st 

trimester normal placentas. Spontaneous abortion in human is associated with 

increased expression of CRF and UCN at the implantation site, increased expression 

of FasL in the decidual leukocytes and increased expression of Fas in EVT cells. The 
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aforementioned molecules were examined both at the level of transcript and 

translational products. In addition, spontaneous abortions are associated with 

increased apoptosis of interstitial EVT cells. Finally, the CRF and UCN peptides 

augment the ability of decidual lymphocytes to induce Fas-mediated apoptosis in the 

EVT-based cell line. 

In conclusion, the present study reports novel findings on the role of CRF and 

UCN in human blastocyst implantation and subsequent placentation, as well as in the 

impairment of the above procedures. 
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1.1. Το αναπαραγωγικό σύστηµα του θήλεως  

 

1.1.1. Γενικά 

 

Το γεννητικό σύστηµα της γυναίκας απαρτίζεται από τα έσω και έξω 

γεννητικά όργανα. Τα έξω αποτελούνται από το αιδοίο, δηλαδή τα µικρά και µεγάλα 

χείλη του αιδοίου και την κλειτορίδα ενώ τα έσω περιλαµβάνουν τις ωοθήκες, τους 

ωαγωγούς, τις σάλπιγγες, την µήτρα και τον κόλπο (Εικόνα 1). 

 

 
 

Εικόνα 1. Τα γυναικεία έσω αναπαραγωγικά όργανα. 

 

1.1.2. Η µήτρα και το ενδοµήτριο 

 

Η µήτρα είναι ένα κοίλο µυώδες όργανο. Το τοίχωµά του ονοµάζεται 

µυοµήτριο και σχηµατίζεται από τρεις στιβάδες λείων µυϊκών ινών. Η κοιλότητα της 

µήτρας επενδύεται από βλενογόννο χιτώνα, το ενδοµήτριο. Το ενδοµήτριο 

αποτελείται από στρώµα και αδένες µε κυλινδρικό αδενικό επιθήλιο. Χωρίζεται σε 

τρεις στιβάδες, τη βασική, τη διάµεση και την επιφανειακή. Η επιφανειακή στιβάδα 
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αποτελείται από κυλινδρικό επιθήλιο, οι σωληνωειδείς καταδύσεις του οποίου προς 

το ενδοµήτριο σχηµατίζουν τους αδένες του ενδοµητρίου (Εικόνα 2).  

 

 
 

Εικόνα 2. Βιοψία του ενδοµητρίου (παραγωγική φάση) στην οποία παρουσιάζονται οι 

σωληνωειδείς καταδύσεις του επιθηλίου που σχηµατίζουν τους ενδοµήτριους αδένες (βέλη 

κάτω δεξιά). 

 

1.1.3. Η φυσιολογία του καταµήνιου κύκλου 

 

Στις γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας, τα αναπαραγωγικά όργανα 

υφίστανται κυκλικές αλλαγές κάτω από τον έλεγχο του υποθαλαµο-υποφυσιακο-

γοναδικού άξονα (ΥΥΓ άξονας). Ο υποθάλαµος εκκρίνει την εκλυτική ορµόνη των 

γοναδοτροπινών (gonadotropin releasing hormone, GnRH). Η GnRH ρυθµίζει την 

έκκριση των γοναδοτροπινών, δηλαδή της ωχρινοτρόπου (leutenizing hormone, LH) 

και της θυλακιοτρόπου ορµόνης (follicle stimulating hormone FSH) από την 

υπόφυση. Οι τελευταίες προάγουν την ωρίµανση των ωαρίων και διεγείρουν την 

παραγωγή οιστρογόνων και προγεστερόνης από τις ωοθήκες. Τα οιστρογόνα και η 

προγεστερόνη µε τη σειρά τους δρουν στα όργανα στόχους του αναπαραγωγικού 

συστήµατος (δηλαδή τους µαστούς, τη µήτρα και τον κόλπο) και προκαλούν τις 
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αλλαγές που συνιστούν τον καταµήνιο κύκλο. Ένας τυπικός κύκλος διαρκεί 28 

ηµέρες και φυσιολογικά χωρίζεται σε τρεις φάσεις. 

(α) Η θυλακιώδης φάση διαρκεί από την πρώτη ηµέρα της εµµήνου ρύσεως 

έως την ηµέρα πριν από την προ-ωορρηκτική αιχµή της LH. Κατά το πρώτο µισό 

αυτής της φάσης, η έκκριση της FSH από την υπόφυση αυξάνει ελαφρά, 

προκαλώντας έτσι την ανάπτυξη ενός αριθµού ωοθυλακίων (3 έως 30). Καθώς τα 

επίπεδα της FSH στο πλάσµα ελαττώνονται, ένα ωοθυλάκιο επιλέγεται για ωορρηξία 

και εξακολουθεί να ωριµάζει ενώ τα υπόλοιπα υφίστανται ατρησία. Παράλληλα τα 

επίπεδα της LH στο πλάσµα αυξάνουν µε αργό ρυθµό ενώ η έκκριση προγεστερόνης 

και οιστρογόνων από τις ωοθήκες παραµένει σε χαµηλά επίπεδα. Επτά ηµέρες πριν 

από την αιχµή της LH η έκκριση των οιστρογόνων από το επιλεγµένο ωοθυλάκιο 

αυξάνει σηµαντικά µέχρι την ηµέρα της αιχµής της LH. Νωρίς στην αρχή της 

θυλακιώδους φάσης το ενδοµήτριο είναι λεπτό (περίπου 2 mm), µε στενούς ευθύς 

αδένες και πυκνό στρώµα. Οι ανώτερες στιβάδες του ενδοµήτρίου έχουν αποπέσει, 

γεγονός που εκδηλώνεται ως έµµηνος ρύση. Κάτω από τη δράση των αυξανόµενων 

επιπέδων των οιστρογόνων το ενδοµήτριο εισέρχεται στη λεγόµενη παραγωγική 

φάση. Η βασική στιβάδα του ενδοµητρίου δίνει, µε εκτεταµένες µιτώσεις, γένεση σε 

νέο ιστό, την λειτουργική στιβάδα. Το ενδοµήτριο φτάνει σε πάχος τα 11 mm, οι 

αδένες του επιµηκύνονται και συσπειρώνονται (Εικόνα 3Α). 

(β) Η φάση της ωοθυλακιορρηξίας λαµβάνει χώρα την 14η ηµέρα ενός 

τυπικού κύκλου. Η υπόφυση απελευθερώνει στη κυκλοφορία µεγάλη ποσότητα της 

LH, µε αποτέλεσµα την πλήρη ωρίµανση του ωοθυλακίου και την ωορρηξία 36 µε 48 

ώρες µετά την αιχµή της LH.  

(γ) Στην τρίτη ωχρινική φάση του κύκλου, το ωοθυλάκιο οργανώνεται για να 

σχηµατίσει το ωχρό σωµάτιο. Το ωχρό σωµάτιο παράγει προγεστερόνη και 

οιστρογόνα για 14 περίπου ηµέρες. Στη φάση αυτή η προγεστερόνη δρα στο 

ενδοµήτριο και το προετοιµάζει για να δεχθεί τη βλαστοκύστη στη περίπτωση που 

συµβεί γονιµοποίηση του ωαρίου. Κατά την εκκριτική -όπως καλείται για το 

ενδοµήτριο- αυτή φάση, οι αδένες διατείνονται, εκκρίνουν πλήθος ουσιών, η 

αγγειοβρίθεια του οργάνου αυξάνει και το στρώµα αρχίζει να διαφοροποιείται προς 

φθαρτό (Εικόνα 3Β). Εάν δεν συµβεί γονιµοποίηση, το ωχρό σωµάτιο υποστρέφει 

σχηµατίζοντας το ανενεργό λευκό σωµάτιο. Η δράση της προγεστερόνης στο 

ενδοµήτριο παύει, το στρώµα γίνεται οιδηµατώδες, η λειτουργική στιβάδα του 
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ενδοµητρίου και οι αδένες της νεκρώνονται, αποπίπτουν και ακολουθεί η έµµηνος 

ρύση και ένας νέος κύκλος (Εικόνα 3C).  

Στην περίπτωση που υπάρξει εγκυµοσύνη, οι ιστοί του αναπτυσσόµενου 

κυήµατος παράγουν την χοριακή γοναδοτροπίνη (human chorionic gonadotropin, 

hCG). Η ορµόνη αυτή αποτελεί το εµβρυικό σήµα που ειδοποιεί τον µητρικό 

οργανισµό ότι η εγκυµοσύνη έχει αρχίσει. Η hCG δρα στο ωχρό σωµάτιο 

διατηρώντας το σε λειτουργική κατάσταση, µε αποτέλεσµα η απαραίτητη για τη 

διατήρηση της κύησης παραγωγή προγεστερόνης και οιστρογόνων να συνεχίζεται 

µέχρι τον τοκετό (Εικόνες 4, 5). 

 

 
 

Εικόνα 3. Ιστολογική εικόνα του ενδοµητρίου. (Α) Παραγωγική φάση, (Β) Εκκριτική φάση, 

(C) 1η ηµέρα της εµµήνου ρήσεως: διακρίνεται η βασική και λειτουργική στιβάδα του 

ενδοµητρίου (stratum functionalis και stratum basalis αντίστοιχα), καθώς επίσης ένα τµήµα 

της λειτουργικής στιβάδας που αποπίπτει (αριστερά). Τα βέλη δείχνουν ενδοµήτριους αδένες. 
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Εικόνα 4. Σχηµατική απεικόνιση της φυσιολογίας του τυπικού καταµήνιου κύκλου, 

διάρκειας 28 ηµερών. Από πάνω προς τα κάτω απεικονίζονται η λειτουργία του υποθαλάµου, 

τα επίπεδα των γοναδοτροπινών της υποφύσεως στο πλάσµα, οι αλλαγές του ωοθηλακίου 

στην ωοθήκη, τα επίπεδα των στεροειδών της ωοθήκης στο πλάσµα και οι αλλαγές του 

ενδοµητρίου. 
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Εικόνα 5. Σχηµατική απεικόνηση ενός τυπικού κύκλου που διακόπτεται από εγκυµοσύνη. Η 

γονιµοποίηση του ωαρίου συµβαίνει τη 14η ηµέρα του κύκλου, η βλαστοκύστη εµφυτεύεται 

στο ενδοµήτριο την 10 ηµέρα µετά τη γονιµοποίηση και σχεδόν αµέσως αρχί ζει η παραγωγή 

hCG από την τροφοβλάστη (TB). 

 

 

1.2. Η εµφύτευση της βλαστοκύστης και η πλακουντιοποίηση 

 

1.2.1. Η γονιµοποίηση και τα πρώτα στάδια ανάπτυξης 

 

Μετά την ωορρηξία το ωάριο µετακινείται µέσω τις σάλπιγγας της σύστοιχης 

ωοθήκης προς τη µήτρα. Εάν συµβεί συνουσία στον κατάλληλο χρόνο, το ωάριο 

γονιµοποιείται από τα σπερµατοζωάρια µέσα στη σάλπιγγα 24 µε 48 ώρες µετά την 

ωορρηξία. Συνεπώς, τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης του κυήµατος, από τον ζυγώτη 

(γονιµοποιηµένο ωάριο) έως το µορίδιο (στάδιο των 16 κυττάρων), επισυµβαίνουν 

καθώς το κύηµα κατέρχεται στον ωαγωγό. Στο στάδιο αυτό το κύηµα περιβάλλεται 

από τη διαφανή ζώνη, ένα προστατευτικό κάλυµµα που εµποδίζει τη προσκόλληση 

του αναπτυσσόµενου εµβρύου στο τοίχωµα των ωαγωγών. Το µορίδιο εισέρχεται στη 

κοιλότητα της µήτρας περίπου 2-3 ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση. Η εµφάνιση της 
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γεµάτης υγρό εσωτερικής κοιλότητας ανάµεσα στη κυτταρική µάζα σηµατοδοτεί τη 

µετάβαση του εµβρύου από το στάδιο του µοριδίου σε αυτό της βλαστοκύστης. Αυτό 

το γεγονός συνοδεύεται από τη διαφοροποίηση των εµβρυικών κυττάρων σε 

τροφοβλάστη και σε έσω κυτταρική µάζα. Η πρώτη θα δώσει γένεση στις 

εξωεµβρυικές δοµές συµπεριλαµβανοµένου του πλακούντα, ενώ η δεύτερη θα 

σχηµατίσει το έµβρυο. Η τροφοβλάστη διαφοροποιείται περαιτέρω προς 

συγκυτιοτροφοβλάστη προς τα έξω και κυτταροτροφοβλάστη προς τα έσω. Μέσα σε 

72 ώρες από την είσοδο της βλαστοκύστης στη κοιλότητα της µήτρας, η διαφανής 

ζώνη αποµακρύνεται και αποκαλύπτεται το εξωτερικό περίβληµα της βλαστοκύστης 

αποτελούµενο από ένα µονό στοίχο συγκυτίου (πολυπυρηνικός σχηµατισµός) την 

συγκυτιοτροφοβλάστη (Εικόνα 6). 

 

 
 

Εικόνα 6. Η πρώτη εβδοµάδα της κύησης. Το κύηµα κατέρχεται τον ωαγωγό και 

εµφυτεύεται στη µήτρα την 6η-7η ηµέρα µετά την γονιµοποίηση του ωαρίου. 

 

Η εµφύτευση της βλαστοκύστης στη µήτρα συµβαίνει περίπου 6 µε 7 ηµέρες 

µετά από τη γονιµοποίηση. Σε αντιστοιχία µε ό,τι έχει διαπιστωθεί σε πολλά είδη 

πρωτευόντων, η εµφύτευση στον άνθρωπο περιλαµβάνει τρία στάδια (Εικόνα 7). Το 

πρώτο ονοµάζεται επίθεση (apposition) και είναι η αρχική, ασταθής προσκόλληση 

της βλαστοκύστης στο ενδοµήτριο. Η προσκόλληση επιτυγχάνεται µε την 

αλληλεπίδραση µικρολαχνών της επιφάνειας της συγκυτιοτροφοβλάστης µε 

µικροπροσεκβολές της επιφάνειας του επιθηλίου της µήτρας, γνωστές ως πινοπόδια. 

Η απόθεση, και συνεπώς η εµφύτευση, συνήθως συµβαίνουν στο άνω και πρόσθιο 
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τοίχωµα της µήτρας. Το δεύτερο στάδιο, η σταθερή προσκόλληση (attachment), 

χαρακτηρίζεται από αυξηµένη φυσική αλληλεπίδραση ανάµεσα στη βλαστοκύστη και 

το επιθήλιο της µήτρας. Σύντοµα µετά το στάδιο αυτό, η συγκυτιοτροφοβλάστη 

διαπερνά το επιθήλιο της µήτρας και αρχίζει η διείσδυση (invasion). Όταν η 

διαδικασία της εµφύτευσης φτάνει στο τελευταίο αυτό στάδιό της, ο εµβρυικός πόλος 

της βλαστοκύστης έχει ήδη στραφεί προς το ενδοµήτριο (Hertig et al, 1959). 

 

 
 

Εικόνα 7. Τα τρία στάδια της εµφύτευσης. Από πάνω προς τα κάτω επίθεση (apposition), 

σταθερή προσκόλληση (attachment) και διείσδυση (invasion). 

 

Κατά την 10η ηµέρα µετά τη γονιµοποίηση, η βλαστοκύστη έχει πλήρως 

εµφυτευτεί µέσα στο στρωµατικό ιστό (φθαρτός) του ενδοµητρίου και το επιθήλιο 

έχει αναπτυχθεί εκ νέου για να επικαλύψει τη θέση της εµφύτευσης. Από την 10η 

ηµέρα έως και την ολοκλήρωση των τριών πρώτων εβδοµάδων της εγκυµοσύνης, ο 

τροφοβλαστικός ιστός παρουσιάζει µεγάλη πολλαπλασιαστική δραστηριότητα και 

ενισχύεται σταδιακά από µια µεσεγχυµατική στιβάδα. Ο σχηµατισµός που προκύπτει 

ονοµάζεται χόριο. Από το χόριο εφορµούν προς τον φθαρτό µε ακτινοειδή διάταξη, 

σχηµατισµοί οι οποίοι καλούνται χοριακές λάχνες. Κάθε λάχνη έχει έναν αγγειοφόρο 
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µεσεγχυηµατικό πυρήνα που καλύπτεται από κυτταροτροφοβλάστη και 

συγκυτιοτροφοβλάστη. Ορισµένες από τις χοριακές λάχνες σταδιακά εµφανίζουν στη 

κορυφή τους πυκνούς σωρούς τροφοβλαστικών κυττάρων που ονοµάζονται 

κυτταροτροφοβλαστικές κυτταρικές στήλες (cytotrophoblastic cell columns) και 

έρχονται σε επαφή µε το διαβρωµένο ενδοµήτριο. Ο πυρήνας των συγκεκριµένων 

λαχνών επεκτείνεται µέσα στις κυτταρικές στήλες για να προσκολληθεί στο φθαρτό 

σχηµατίζοντας τελικά τις καθηλωµένες λάχνες (anchoring villi). Οι τελευταίες 

παρέχουν την απαραίτητη στήριξη του αναπτυσσόµενου πλακουντιακού ιστού πάνω 

στο τοίχωµα της µήτρας. Οι περισσότερες λάχνες ωστόσο, διατηρούν ελεύθερες 

κορυφές στον µεσολάχνιο χώρο αποτελώντας έτσι τις ελεύθερες λάχνες (floating 

villi). Πέρα από τη στηρικτική λειτουργία των καθηλωµένων λαχνών, οι λάχνες στο 

σύνολό τους είναι υπεύθυνες για την ανταλλαγή αερίων ανάµεσα στη µητρική και 

εµβρυική κυκλοφορία καθώς και τη πρόσληψη των απαραίτητων για το έµβρυο 

θρεπτικών ουσιών. Η λειτουργική ανάπτυξη των χοριακών λαχνών ολοκληρώνεται µε 

το τέλος του πρώτου τριµήνου της εγκυµοσύνης (Εικόνες 8, 9). 

 

 
 

Εικόνα 8. Απλοποιηµένο σχήµα µε τα τα γεγονότα της 2ης και 3ης εβδοµάδας που οδηγούν 

στο σχηµατισµό του πλακούντα. Η κυτταροτροφοβλάστη παράγει την συγκυτιοτροφοβλάστη, 

εµφανίζονται οι αιµόκολποι, σχηµατίζεται το χόριο και αναπτύσσονται οι χοριακές λάχνες. 
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Εικόνα 9. Η ανάπτυξη του πλακούντα. Α: Τρίτη εβδοµάδα της εγκυµοσύνης. Οι λάχνες 

έχουν σχηµατιστεί και ο φθαρτός διακρίνεται σε βασικό, θυλακοειδή και τοιχωµατικό. Στο 

Α’ φαίνονται τα περιεχόµενα του οµφαλικού δακτυλίου. Β: Όγδοη εβδοµάδα της 

εγκυµοσύνης. Το εξωεµβρυικό κοίλωµα εξαφανίζεται και η µητριαία κοιλότητα περιορίζεται. 

Σχηµατίζεται το λαχνωτό και άλαχνο χόριο. Στο Β’ φαίνεται ο οµφαλικός δακτύλιος και η 

φυσιολογική οµφαλοκήλη. 

 

1.2.2. Το εµβρυοµητρικό όριο  

 

1.2.2.1. Γενικά 

 

Το σηµείο όπου οι µητρικοί και οι προερχόµενοι από τη βλαστοκύστη 

εξωεµβρυικοί ιστοί έρχονται σε άµεση επαφή, χαρακτηρίζεται ως εµβρυοµητρικό 

όριο. Πρόκειται για µια ζώνη κυττάρων διαφορετικών τύπων µε προέλευση είτε από 

τη µητέρα (ενδοµήτριο και µυοµήτριο) είτε από το έµβρυο (τροφοβλάστη). Οι 

κυτταρικοί τύποι που απαντώνται στο εµβρυοµητρικό όριο είναι η εξωλαχνωτή 

τροφοβλάστη, τα φθαρτικά κύτταρα, κύτταρα του µητρικού ανοσοποιητικού 

συστήµατος, καθώς και τα κύτταρα που δοµούν τους ενδοµήτριους αδένες και αγγεία 

και το µυοµήτριο (Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9. Σχηµατική απεικόνιση της ιστολογίας του εµβρυοµητρικού ορίου. Οι 

πλακουντιακές λάχνες καλύπτονται από την συγκυτιοτροφοβλάστη (έξω στίχος κυττάρων) 

και τη κυτταροτροφοβλάστη (έσω). Το στρώµα κάθε λάχνης περιέχει εµβρυικά αγγεία, 

ινοβλάστες και εµβρυικά µακροφάγα (κύτταρα Hofbauer). Το µητρικό αίµα στον µεσολάχνιο 

χώρο φτάνει στον πλακούντα µέσω των µητρικών σπειροειδών αρτηριών (Α). Η λαχνωτή 

κυτταροτροφοβλάστη αυξάνεται εστιακά στις κορυφές των καθηλωµένων λαχνών 

σχηµατίζοντας τις κυτταροτροφοβλαστικές κολώνες (CT). Στο εµβρυοµητρικό όριο, οι 

κολώνες αυτές σχηµατίζουν ένα κατά τόπους συνεχόµενο κάλυµµα. Από αυτές τις θέσεις η 

ΕΛΤ εισέρχεται στο φθαρτό ως διάµεση ΕΛΤ (Τ) για να περιβάλλει και να καταστρέψει το 

µυικό ιστό των µητριαίων αρτηριών και να τον αντικαταστήσει µε ινώδες υλικό (F). Η 

ενδαγγειακή ΕΛΤ (Ε) µετακινείται προς τα κάτω στις αρτηρίες αντικαθιστώντας τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα. Η ΕΛΤ φτάνει µέχρι το έσω µυοµήτριο όπου συντήκονται και 

σχηµατίζουν τα γιγαντιαία κύτταρα του εδάφους του πλακούντα (GC). Κάτω και δεξιά 
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παρουσιάζεται σε µεγέθυνση το στρώµα του ενδοµητρίου στο εµβρυοµητρικό όριο. 

∆ιακρίνονται τα κύτταρα της διάµεσης ΕΛΤ (Τ) µεταξύ των µεγάλων στρωµατικών 

κυττάρων (S). Τα µητρικά λευκοκύτταρα περιλαµβάνουν τα uNK κύτταρα (Κ), µερικά 

µακροφάγα (Μ) και λίγα Τ κύτταρα (L). 

 

1.2.2.2. Τα κύτταρα του εµβρυοµητρικού ορίου 

 

(i) Οι στήλες των τροφοβλαστικών κυττάρων στις κορυφές των καθηλωµένων 

λαχνών δίνουν γένεση στην εξωλαχνωτή ή διεισδυτική τροφοβλάστη (extravillous 

ή invasive trophoblast) (ΕΛΤ) (Pijnenborg et al, 1981) (Εικόνα 9). Με τον όρο ΕΛΤ 

χαρακτηρίζονται όλα τα τροφοβλαστικά κύτταρα τα οποία βρίσκονται έξω από τις 

πλακουντιακές λάχνες. Πρόκειται για κύτταρα που έχουν χάσει την ικανότητα να 

πολλαπλασιάζονται, αλλά διαθέτουν την ικανότητα να διεισδύουν στον µητρικό ιστό 

φτάνοντας σε βάθος ως το έσω τριτηµόριο του µυοµητρίου. Η ΕΛΤ διακρίνεται σε 

δύο κύριους πληθυσµούς: (α) την διάµεση τροφοβλάστη (interstitial trophoblast), η 

οποία διεισδύει στο διάµεσο ιστό της µήτρας δηλαδή το φθαρτό, φτάνοντας ως το 

έσω τριτηµόριο του µυοµητρίου, και (β) την ενδαγγειακή τροφοβλάστη (endovascular 

trophoblast), η οποία εισέρχεται και µετακινείται µέσα στις µητριαίες αρτηρίες 

αντικαθιστώντας σταδιακά το ενδοθήλιό τους. Τα κύτταρα της διάµεσης ΕΛΤ που 

φτάνουν στο µυοµήτριο, συντήκωνται µεταξύ τους σχηµατίζοντας τα γιγαντιαία 

κύτταρα του εδάφους πλακούντα (placental-bed giant cells).  

Ο πληθυσµός της ΕΛΤ εξασφαλίζει αφ’ ενός την ισχυρή πρόσφυση του 

πλακούντα  –και άρα την απαραίτητη στήριξη του εµβρύου– στη µήτρα, αφ’ ετέρου 

την επάρκεια της παροχής µητρικού αίµατος προς το έµβρυο. Το τελευταίο 

επιτυγχάνεται µε το µετασχηµατισµό των µητριαίων σπειροειδών αρτηριών 

(Pijnenborg et al, 1983). Η διάµεση τροφοβλάστη περιβάλει τα τοιχώµατα των 

µητριαίων αγγείων και συµµετέχει στην καταστροφή του µυικού τους ιστού. 

Παράλληλα, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι ένας υποπληθυσµός της διάµεσης 

τροφοβλάστης, ακολουθεί ένα παρακλάδι της αρχικής οδού διάµεσης διείσδυσης, για 

να διαπεράσει τα τοιχώµατα των παρακείµενων στο εµβρυοµητρικό όριο αρτηριών 

και να εισέρθει στον αυλό τους (Hees et al, 1987; Kam et al, 1999; Blankenship et al, 

1993). Πιστεύεται δηλαδή, ότι τα κύτταρα της ενδαγγειακής τροφοβλάστης 

αντιπροσωπεύουν ένα τελικό στάδιο διαφοροποίησης των διάµεσων τροφοβλαστών, 

των προερχόµενων από τις κυτταροτροφοβλαστικές κολώνες (Pijnenborg et al, 1983; 
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Damsky et al, 1992; Fisher et al, 1993) (Εικόνα 10). Εκεί, η ενδαγγειακή πλέον 

τροφοβλάστη αντικαθιστά τα ενδοθηλιακά κύτταρα και ο µετασχηµατισµός αυτός 

των αρτηριών φτάνει φυσιολογικά σε τέτοιο βάθος µέσα στο µυοµήτριο όπως και η 

διάµεση τροφοβλάστη. Παράλληλα η ενδαγγειακή τροφοβλάστη επιπωµατώνει τον 

αυλό των µητριαίων αρτηριών µε αποτέλεσµα να παρεµποδίζεται η ροή του µητρικού 

αίµατος προς τους µεσολάχνιους χώρους κατά το µεγαλύτερο µέρος του πρώτου 

τριµήνου της εγκυµοσύνης (Hustin et al, 1987; Jauniaux et al, 1991; Jaffe et al, 1993; 

Burton et al, 1999). Η πλήρης έναρξη της εµβρυοµητρικής κυκλοφορίας συµβαίνει 

προς το τέλος του πρώτου τριµήνου (10η µε 12η εβδοµάδα), µε την αποµάκρυνση 

των τροφοβλαστικών «πωµάτων». Η διαδικασία αυτή εξασφαλίζει την προστασία του 

πλακούντα από το οξειδωτικό στρες κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξής του, οπότε 

και είναι ιδιαίτερα ευάλωτος (Watson et al, 1998). Ο µετασχηµατισµός των 

µητριαίων σπειροειδών αρτηριών είναι καίριος για την οµαλή ανάπτυξη του 

κυήµατος. Το τελικό αποτέλεσµα είναι η διάµετρος των αγγείων να αυξάνει ενώ η 

ενδοτικότητά τους να ελαττώνεται σηµαντικά. Με τη δράση της ΕΛΤ στο σύνολό 

της, οι µητριαίες σπειροειδής αρτηρίες µετατρέπονται σε σωλήνες χαµηλής 

ενδοτικότητας που έχουν την ικανότητα να ανταποκρίνονται στις ολοένα 

αυξανόµενες απαιτήσεις αίµατος της εµβρυο-πλακουντιακή µονάδας (Pijnenborg et 

al, 1980; Brosens et al, 2002; Kam et al, 1999). 
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Εικόνα 10. Σχηµατική απεικόνιση της επικρατούσας θεωρίας για την προέλευση της 

ενδαγγειακής τροφοβλάστης. Τα βέλη απεικονίζουν την πορεία που ακολουθεί η ΕΛΤ 

διεισδύοντας στο διάµεσο ιστό (φθαρτός, µυοµήτριο) και στα αγγεία. 

 

(ii) Η αντίδραση της φθαρτοποίησης, δηλαδή της διαφοροποίησης του 

στρώµατος του ενδοµητρίου σε φθαρτό, βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο της 

προγεστερόνης και είναι καίρια για την επιτυχία της εµφύτευσης της βλαστοκύστης. 

Ο τύπος του κυττάρου που προκύπτει ονοµάζεται φθαρτοποιηµένο ή φθαρτικό 

στρωµατικό κύτταρο (Εικόνα 9). Ένας σηµαντικός αριθµός δεδοµένων σχετικά µε 

τα χαρακτηριστικά και τη λειτουργία των κυττάρων αυτών έχει ανακοινωθεί έως 

σήµερα (Brar A, 2002). Είναι πλέον σαφές ότι ο φθαρτός λειτουργεί σαν ένα 

ενδοκρινές όργανο παράγοντας πληθώρα ορµονών, αυξητικών παραγόντων, 

ιντερλευκινών και άλλων κυττοκινών, πολλές µάλιστα από τις οποίες απαντώνται 

φυσιολογικά στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Με τον τρόπο αυτό πιστεύεται ότι τα 

φθαρτικά κύτταρα έχουν σηµαντικό ρόλο στην ρύθµιση και προαγωγή της 

εµφύτευσης αλληλεπιδρώντας παρακρινώς αλλά και µε άµεση κυτταρική επαφή τόσο 

µε τα ανοσοποιητικά κύτταρα του φθαρτού όσο και µε τη διεισδύουσα ΕΛΤ και 

ρυθµίζοντας ποικίλες λειτουργίες τους (Dunn et al, 2003).  

(iii) Το ενδοµήτριο του ανθρώπου φιλοξενεί έναν σηµαντικό αριθµό 

λευοκυττάρων, ο οποίος µεταβάλλεται κατά τη διάρκεια του καταµήνιου κύκλου 
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(King et al, 2000). Στην παραγωγική φάση του ενδοµητρίου, τα λευκοκύτταρα 

αποτελούν περίπου το 10% των κυττάρων στο στρώµα, στην εκκριτική φάση το 20%, 

ενώ στα πρώτα στάδια της κύησης ο αριθµός τους ανεβαίνει στο 30% των κυττάρων 

του φθαρτού (Bulmer et al, 1991). O µεγαλύτερος λευκοκυτταρικός πληθυσµός του 

ενδοµητρίου, αποτελείται από κύτταρα φυσικοί φονείς (natural killer cells, NK cells) 

που ονοµάζονται µεγάλα κοκκώδη λεµφοκύτταρα, ή αλλιώς µητριαία NK κύτταρα 

(uterine NK cells, uNK cells). Τα κύτταρα αυτά συνιστούν πάνω από το 70% του 

πληθυσµού των λυκοκυττάρων που βρίσκονται στον φθαρτό κατά το πρώτο τρίµηνο 

της εγκυµοσύνης. Το υπόλοιπο 30% αποτελείται από τα µακροφάγα του πλακούντα 

και λίγα Τ λεµφοκύτταρα (περίπου 20% και 10% του συνολικού λευκοκυτταρικού 

πληθυσµού αντίστοιχα) (Εικόνα 9). Η διαδικασία της διήθησης του ενδοµητρίου από 

λευκοκύτταρα βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο των στεροειδών της ωοθήκης και 

κυρίως της προγεστερόνης, όπως και η ίδια η φθαρτοποίηση. 

Ο ρόλος των uNK κυττάρων στη λειτουργία του ενδοµητρίου και την 

εµφύτευση της βλαστοκύστης δεν έχει πλήρως διαλευκανθεί. Μελέτες που έχουν 

γίνει πάνω σε ανθρώπινο υλικό προτείνουν δύο βασικές λειτουργίες για τα κύτταρα 

αυτά. Πρώτον η ρύθµιση της πλακουντιακής και τροφοβλαστικής ανάπτυξης µέσω 

της παραγωγής κυττοκινών, οι οποίες συµµετέχουν στη διαµόρφωση του 

µικροπεριβάλλοντος του φθαρτού και συνεπόµενα της ΕΛΤ (Jokhi et al, 1994; Saito 

et al, 1993). Η δεύτερη σηµαντική λειτουργία που αποδίδεται στα ΝΚ κύτταρα, είναι 

τοπικός ανοσορυθµιστικός ρόλος. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από την πρόσφατη 

ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης των uΝΚ κυττάρων, η οποία κατέδειξε την 

υπερπαραγωγή µορίων µε ανοσορυθµιστικό ρόλο, όπως είναι η galectin-1 και η 

glycodelin A (Koopman et al, 2003). Τέλος, µια πιθανή λειτουργία των uNK 

κυττάρων είναι η συµµετοχή στη ρύθµιση της διείσδυσης των τροφοβλαστών στη 

µήτρα, µέσω της κυτταρο-εξαρτώµενης κυττοτοξικότητας. Τα ανθρώπινα uNK έχουν 

κυττοτοξική δράση απέναντι σε κλασικά κύτταρα-στόχους των NK κυττάρων, αν και 

λιγότερο ισχυρή από τα περιφερικά NK κύτταρα (Ritson et al, 1989; Manaseki et al, 

1989). Οι ανθρώπινοι τροφοβλάστες είναι ανθεκτικοί στη λύση από φυσιολογικά 

uNK κύτταρα in vitro εκτός κι αν τα τελευταία ενεργοποιηθούν µε ιντερλευκίνη-2 

(IL-2) (King et al, 1990). Η τελευταία ωστόσο δε συντίθεται σε σηµαντικά ποσά στον 

πλακούντα (Jokhi et al, 1994). Επίσης µοντέλα ποντικών στερούµενα της 

κυττοτοξικής δράσης των ΝΚ κυττάρων παρουσιάζουν φυσιολογικές θέσεις 

εµφύτευσης (Croy et al, 1990; Stallmach et al, 1995). Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι 
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κάτω από φυσιολογικές συνθήκες η κυττοτοξικότητα κατά της τροφοβλάστης δεν 

είναι µια από τις πρωταρχικές λειτουργίες των ΝΚ κυττάρων.  

Ανεξαρτήτως των επιµέρους λειτουργιών του κάθε ενός από τους τύπους 

κυττάρων που ανευρίσκονται στο εµβρυοµητρικό όριο, η ανάγκη της παρουσίας του 

φθαρτού για την οµαλή εξέλιξη της εµφύτευσης και πλακουντιοποίησης είναι σαφής. 

Το γεγονός αυτό γίνεται εύκολα αντιληπτό από το παράδειγµα των έκτοπων κυήσεων 

ή των περιπτώσεων όπου η βλαστοκύστη εµφυτεύεται πάνω από τον ινώδη ιστό της 

ουλής µιας προηγούµενης καισαρικής τοµής. Σε αυτές τις καταστάσεις, η διείσδυση 

των τροφοβλαστών στους υποκείµενους ιστούς είναι ανεξέλεγκτη (Wheeler JE et al, 

2002). 

  

 

1.3. Οι αυτόµατες αποβολές 

 

1.3.1. Γενικά 

 

Ο όρος «αυτόµατη αποβολή» αναφέρεται στην απώλεια του κυήµατος πριν 

από την ολοκλήρωση των 20 εβδοµάδων κυήσεως και χωρίς την παρεµβολή 

εξωγενών ιατρογενών παραγόντων. Περίπου το 20% των εγκύων γυναικών 

παρουσιάζονται µε διάφορου βαθµού αιµορραγία πριν από την ολοκλήρωση της 20ης 

εβδοµάδας της κύησής τους. Τα µισά περίπου από αυτά τα περιστατικά καταλήγουν 

σε αυτόµατη αποβολή (Everett et al, 1997). Eπίσης, υπολογίζεται ότι το 20% των 

διαγνωσµένων κυήσεων καταλήγουν σε αυτόµατη αποβολή. Ωστόσο όταν οι γυναίκες 

παρακολουθήθηκαν µε τακτικές µετρήσεις χοριακής γοναδοτροπίνης, διαπιστώθηκε 

ότι το ποσοστό αυτό ανερχόταν σε 31% (Wilcox et al, 1988). Σήµερα είναι γνωστό 

ότι ένας µεγάλος αριθµός κυήσεων χάνονται προτού γίνει δυνατή η εντόπισή τους. Τα 

κλινικά συµπτώµατα των απωλειών αυτών εκλαµβάνονται ως καθυστερηµένη ή 

έντονη έµµηνος ρύση. Με βάση τα ανωτέρω στοιχεία, το αποτέλεσµα των 

συλλήψεων παρουσιάζεται µε τη µορφή πυραµίδας όπου στη βάση βρίσκονται οι 

διάφορες µορφές απώλειας της κυήσεως και στη κορυφή οι επιτυχείς εγκυµοσύνες 

(Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11. Σχηµατική παρουσίαση της πορείας των συλλήψεων στον άνθρωπο. Περίπου 

70% των συλλήψεων χάνονται προτού ολοκληρωθεί η εγκυµοσύνη. Στη πλειονότητά τους οι 

απώλειες αυτές συµβαίνουν πριν από την «καθυστέρηση» του φυσιολογικού κύκλου και έτσι 

δεν γίνονται αντιληπτές. 

 

1.3.2. Αιτιολογικοί παράγοντες και κλινική κατάταξη 

 

Οι παράγοντες οι οποίοι έχουν ενοχοποιηθεί σαν αίτια αποβολών χωρίζονται 

σε µητρικούς και εµβρυικούς. Οι  µητρικοί παράγοντες παράγοντες περιλαµβάνουν 

ανεπάρκεια του τραχήλου, ανωµαλίες της µήτρας, υποθυρεοειδισµός, σακχαρώδης 

διαβήτης, χρόνια νεφρίτις, οξεία λοίµωξη, τραύµα, χρήση κοκαΐνης, ανοσολογικοί 

παράγοντες και ισχυρό συναισθηµατικό σοκ. Στα εµβρυικά αίτια συγκαταλέγονται η 

παθολογική ανάπτυξη του γονιµοποιηµένου ωαρίου, οι χρωµοσωµικές ανωµαλίες, 

ενώ επίσης παρατηρούνται αποβολές φυσιολογικών εµβρύων χωρίς να είναι δυνατή η 

εντόπιση κάποιου αιτιολογικού παράγοντα (Cunningham FG et al, 2001; Garcia-

Enguidanos et al, 2002; Rasch et al, 2003). 

Οι αυτόµατες αποβολές κατηγοριοποιούνται κλινικά σε απειλούµενες (όπου 

παρουσιάζεται κολπική αιµόρροια κατά το πρώτο τρίµηνο της εγκυµοσύνης), 

αναπόφευκτες (διάταση του τραχήλου χωρίς αποβολή των προϊόντων της κύησης), 

ατελής (αποβολή µέρους των προϊόντων της κύησης), τελείες (αποβολή όλων των 

προϊόντων της κύησης), παλίνδροµες (κατακράτηση στη µήτρα νεκρού κυήµατος), 
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σηπτικές (επιπλοκή της εγκυµοσύνης από ενδοµήτρια µόλυνση) και καθ’ έξη (τρεις ή 

περισσότερες συνεχόµενες απώλειες κυήσεως). 

 

1.3.3. Παθοφυσιολογία 

 

Όπως αναφέρθηκε ανωτέρω, το εµβρυο-µητρικό όριο αποτελεί ένα 

σύµπλεγµα ιστών στο σχηµατισµό των οποίων συµµετέχουν κύτταρα που ανήκουν 

στο ανοσοποιητικό σύστηµα της µητέρας καθώς και µη άνοσα κύτταρα µητρικής και 

εµβρυϊκής προέλευσης. Ξεκινώντας από το σχηµατισµό ενός υποδεκτικού 

ενδοµητρίου και την εµφύτευση της βλαστοκύστης, µέχρι την διείσδυση της 

τροφοβλάστης στη µήτρα και το σχηµατισµό του πλακούντα, ένα περίπλοκο δίκτυο 

τοπικά δρώντων πεπτιδίων είναι υπεύθυνο για την οµαλή εξέλιξη των πρώτων 

σταδίων της εγκυµοσύνης (de Ziegler et al, 1998; Ma et al, 2003; Ertzeid et al, 2001; 

Valbuena et al, 2001). 

Οι µοριακοί µηχανισµοί οι οποίοι λειτουργούν στο εµβρυο-µητρικό όριο και 

ενέχονται στην παθοφυσιολογία των αυτόµατων αποβολών είναι σε µεγάλο µέρος 

άγνωστοι. Παλαιότερες µελέτες συσχέτισαν τις αυτόµατες αποβολές µε µια ιδιαίτερα 

ελαττωµατική –συγκεκριµένα ελλιπή– διείσδυση της τροφοβλάστης στη µήτρα στους 

ιστούς της µήτρας και κυρίως τις σπειροειδής αρτηρίες (Hustin et al, 1990; Michel et 

al, 1990). Πιο πρόσφατα καταδείχθηκε η πρόωρη έναρξη της ροής του µητρικού 

αίµατος προς τον πλακούντα σαν ένα πολύ σηµαντικό στοιχείο της παθοφυσιολογίας 

των αποβολών (Jauniaux et al, 2003; Hempstock et al, 2003). 

Με τα ως τώρα διαθέσιµα στοιχεία, η προτεινόµενη υπόθεση για την 

αλληλουχία των γεγονότων που οδηγούν στην αυτόµατη αποβολή περιγράφεται ως 

εξής: Ελαττωµένη διείσδυση της ΕΛΤ έχει σαν αποτέλεσµα την ατελή φραγή του 

αυλού των σπειροειδών αρτηριών κατά τις πρώτες εβδοµάδες της εγκυµοσύνης 

(Jauniaux et al, 2005). Ο περιορισµός της τροφοβλαστικής διείσδυσης µπορεί να 

αφορά τόσο την διάµεση όσο και την ενδαγγειακή ΕΛΤ, αφού η ενδαγγειακή 

διείσδυση πιστεύεται ότι συνιστά παρακλάδι της διάµεσης διείσδυσης. Συνεπώς, 

διαταραχή της τελευταίας πιθανόν προηγείται της αποτυχίας της ενδαγγειακής 

διείσδυσης (Kaufmann et al, 2003). Τα ανωτέρω µπορεί να οδηγήσουν σε πρώιµη 

διάνοιξη του αυλού των µητριαίων αρτηριών λόγω απελευθέρωσης του ανεπαρκούς 

τροφοβλαστικού βύσµατος και έναρξη της ροής του µητρικού αίµατος προς τον 

µεσολάχνιο χώρο. Αυτά τα φαινόµενα είναι κοινά τόσο σε ευπλοειδικά όσο και σε 
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ανευπλοειδικά αποβληθέντα κυήµατα (Greenwold et al, 2003). Όπως είναι 

αναµενόµενο, η αθρόα είσοδος του µητρικού αίµατος στο µεσολάχνιο χώρο προκαλεί 

βλάβη στις λάχνες τόσο άµεσα µε τη µηχανική δράση της αιµατικής ροής, όσο και 

έµµεσα µε τη δράση του οξειδωτικού στρες. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, το 

οξειδωτικό στρες που αναπόφευκτα ασκείται στον πλακούντα µε την έναρξη της 

αιµατικής ροής κατά τη 10η-12η εβδοµάδα της κύησης, θεωρείται σηµαντικό για την 

οµαλή περαιτέρω ανάπτυξη του οργάνου (Chen et al, 2003; Genbacev et al, 1997; 

Graham et al, 2000; Frendo et al, 2001; Kudo et al, 2003; Burton et al, 2004). Στην 

περίπτωση όµως των αυτόµατων αποβολών, το οξειδωτικό στρες συµβαίνει 

νωρίτερα, σε µια περίοδο κατά την οποία πιθανολογείται ότι οι αντι-οξειδωτικοί 

προστατευτικοί µηχανισµοί του πλακούντα δεν έχουν αναπτυχθεί επαρκώς (Watson 

et al, 1997; Watson et al, 1998; Jauniaux et al, 2000). Σαν αποτέλεσµα οι λάχνες 

αρχίζουν να ατροφούν, ο πλακούντας σταδιακά µετατρέπεται σε ένα λεπτό κέλυφος 

και η κύηση διακόπτεται. Αυτά τα γεγονότα θεωρούνται υπεύθυνα για ένα µεγάλο 

ποσοστό αυτόµατων αποβολών ανεξαρτήτως της ύπαρξης ή όχι διαφορετικών 

αιτιολογικών παραγόντων (Jauniaux et al, 2000; Jauniaux et al, 2005). Τέλος, η 

περιγραφόµενη υπόθεση µπορεί να προσφέρει µια µηχανιστική ερµηνεία για 

ορισµένες όψιµες επιπλοκές της κύησης που σχετίζονται µε ελαττωµένη 

τροφοβλαστική διείσδυση, και συγκεκριµένα την προεκλαµψία και την ενδοµήτρια 

καθυστέρηση της ανάπτυξης του εµβρύου (intrauterine growth retardation, IUGR). 

Έχει µάλιστα προταθεί, ότι οι αυτόµατες αποβολές, η IUGR και η προεκλαµψία 

αντιπροσωπεύουν ένα φάσµα διαταραχών δευτερογενών της διαφόρου βαθµού 

ανεπάρκειας της τροφοβλαστικής διείσδυσης και του συνεπόµενου πλακουντιακού 

οξειδωτικού στρες (Burton et al, 2004) (Εικόνα 12). 
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Εικόνα 12. Σχηµατική παρουσίαση της θεωρίας για τη σχέση ανάµεσα στην έκταση της 

τροφοβλαστικής διείσδυσης, στο οξειδωτικό στρες του πλακούντα και στην έκβαση της 

κυήσεως. Προς τα δεξιά απεικονίζεται η επαρκής τροφοβλαστική διείσδυση, η οποία 

παρεµποδίζει την ανάπτυξη πρώιµου οξειδωτικού στρες στον πλακούντα και επιτρέπει την 

φυσιολογική ολοκλήρωση της κυήσεως. Στα αριστερά, ανεπαρκής τροφοβλαστική διείσδυση 

συνεπάγεται πρώιµη έναρξη της ροής αίµατος και οξειδωτικού στρες στον πλακούντα, µε 

τελικό αποτέλεσµα την αποβολή. Ανάµεσα στα δυό αυτά όρια τοποθετείται ένα φάσµα 

διαταραχών της τροφοβλαστικής διείσδυσης που µπορεί να οδηγήσει σε προεκλαµψία ή/και 

IUGR. 

 

 

1.4. Η απόπτωση 

 

1.4.1. Τα χαρακτηριστικά της απόπτωσης  

 

Ο όρος «απόπτωση» χαρακτηρίζει τον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο, 

ο οποίος έχει σαν αποτέλεσµα την οργανωµένη αποµάκρυνση των θανόντων 

κυττάρων. Η απόπτωση αναγνωρίζεται σαν ένα σηµαντικό στοιχείο στην 

αποµάκρυνση κυττάρων που έχουν εκτεθεί σε τοξικούς παράγοντες καθώς και στην 

ανάπτυξη και διατήρηση της δοµής και οργάνωσης των διαφόρων ιστών (Kerr et al, 

1972).  
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Σε αντίθεση µε την νέκρωση όπου το κύτταρο διαρρηγνύεται 

απελευθερώνοντας τα συστατικά του και προκαλώντας τοπική φλεγµονή και 

νέκρωση παρακείµενων κυττάρων, η απόπτωση χαρακτηρίζεται ως «σιωπηλός» 

κυτταρικός θάνατος. Μελέτες µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο έχουν αποκαλύψει τα 

ιδιαίτερα µορφολογικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης (Kerr et al, 1972; Searle et al, 

1975) (Εικόνα 13). Στα πρώτα στάδια παρατηρείται σύµπτυξη της χρωµατίνης, η 

οποία ενώνεται σε πυκνές µάζες µέσα στον πυρήνα. Στη συνέχεια το κυτταρόπλασµα 

συρρικνώνεται και τα οργανίδια του κυττάρου συγκεντρώνονται στον διαρκώς 

µειούµενο όγκο του κυττάρου. Παράλληλα χάνονται τα εξειδικευµένα µεµβρανικά 

στοιχεία του κυττάρου, (µικρολάχνες, σύνδεσµοι µε γειτονικά κύτταρα) και η επαφή 

του µε γειτονικά κύτταρα, και το κυτταρόπλασµα γίνεται κενοτοπιόδες (blebbing). Το 

πυρηνικό περίβληµα του κυττάρου συστρέφεται και τελικά διασπάται σε ξεχωριστά 

τµήµατα, τα οποία διαχέονται στο κυτταρόπλασµα. Η κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

επίσης συστρέφεται µε τελικό αποτέλεσµα το σχηµατισµό µεµονωµένων ακέραιων 

τµηµάτων που ονοµάζονται αποπτωτικά σωµάτια και περιέχουν τα διάφορα 

συστατικά του κυττάρου. Τα αποπτωτικά σωµάτια τέλος φαγοκυτταρώνονται και 

καταστρέφονται ταχέως από τα γειτονικά κύτταρα.   

 

 

 

 

 



 23

 
 

Εικόνα 13. Φωτογραφία ηλεκτρονικού µικροσκοπίου ενός αποπτωτικού καρκινικού 

κυττάρου. ∆ιακρίνεται η συµπήκνωση της χρωµατίνης (µαύρες µάζες στον πυρήνα), η 

συµπήκνωση του κυτταροπλάσµατος, και η εµφάνιση περιφερικά πολυάριθµων κενοτοπίων 

(blebs) σε αυτό.  

 

Πέρα από τις µορφολογικές αλλαγές, η διαδικασία της απόπτωσης διακρίνεται 

από συγκεκριµένες βιοχηµικές αλλαγές στις οποίες υπόκειται το αποπτωτικό 

κύτταρο. Η πλέον χαρακτηριστική από αυτές είναι ο κατακερµατισµός του γενώµατος 

του κυττάρου σε ολιγοµερή των 180-200 bp. Το φαινόµενο αυτό αποτελεί κεντρικό 

γνώρισµα της απόπτωσης και για το λόγο αυτό η εντόπιση του κατακερµατισµένου 

σε ολιγοµερή DNA ενός κυττάρου, το ταυτοποιεί σαν αποπτωτικό (Wyllie et al, 

1987). Παράλληλα µε τον κατακερµατισµό του γενώµατος, ένας µεγάλος αριθµός 

πρωτεϊνών του κυττάρου κόβονται είτε διασπόνται προκειµένου να προχωρήσει η 

διαδικασία της απόπτωσης. Σηµαντική επίσης θεωρείται η οξινοποίηση του 

κυτταροπλάσµατος, πιθανόν από την ενεργοποίηση εξαρτώµενων από το pH ενζύµων 

(Meisenholder et al, 1996). Τέλος, ανάµεσα στα σηµαντικά βιοχηµικά 

χαρακτηριστικά της απόπτωσης, συγκαταλλέγεται η αναστροφή στοιχείων της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης και συγκεκριµένα των φωσφατιδυλσερινών. Τα 

µόρια αυτά φυσιολογικά βρίσκονται στο έσω πέταλο της δίστιβης µεµβράνης, αλλά 

µετακινούνται στο έξω από τα πρώτα µόλις στάδια της απόπτωσης µε αποτέλεσµα να 
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ευοδώνεται η φαγοκυττάρωση των αποπτωτικών κυττάρων (Fadok et al, 1992; 

Schlegel et al, 1993) (Εικόνα 14). 

 

 
 

Εικόνα 14. Σχηµατική απεικόνιση των κυρίων γεγονότων της απόπτωσης, έως την 

φαγοκυττάρωση των αποπτωτικών σωµατίων.  

  

1.4.2. Μοριακοί µηχανισµοί της απόπτωσης 

 

1.4.2.1. Τα κύρια µοριακά µονοπάτια της απόπτωσης 

 

Η διαδικασία της απόπτωσης ελέγχεται αυστηρά από συγκεκριµένα γονίδια. 

Έχει περιγραφεί ένα πλήθος αποπτωτικών µοριακών µονοπατιών τα οποία 

διαπλέκονται µεταξύ τους και αλληλεξαρτώνται κατά τέτοιο ώστε γίνεται σαφές ότι 

δεν είναι δυνατή η περιγραφή τους ξεχωριστά. Ωστόσο διακρίνονται δύο κύρια 

αποπτωτικά µονοπάτια, το ενδογενές και το εξωγενές (Εικόνα 15). 

Α) Το ενδογενές αποπτωτικό µονοπάτι ενεργοποιείται από κάποια διαταραχή 

στην οµοιόσταση του ίδιου του κυττάρου. Στο µονοπάτι αυτό τα µιτοχόνδρια έχουν 

κεντρικό ρόλο και γι’ αυτό χαρακτηρίζεται και ως µιτοχονδριακό µονοπάτι. Όταν 

δοθεί το ερέθισµα από ένα αποπτωτικό σήµα, τα µιτοχόνδρια απελευθερώνουν από το 

εσωτερικό τους µια σειρά από πεπτίδια που συµπεριλαµβάνουν το κυτόχρωµα c και 

την Smac/DIABLO (Ashe et al, 2003; Du et al, 2000; Verhagen et al, 2000). Τα µόρια 

αυτά ενεργοποιούν συγκεκριµένες πρωτεάσες, τις κασπάσες, οι οποίες αποτελούν τις 

πρωτεϊνες-εκτελεστές της απόπτωσης. Επίσης οι µιτοχονδριακές πρωτεϊνες 

ενεργοποιούν τον Παράγοντα Επαγωγής της Απόπτωσης  (AIF, apoptosis inducing 

factor), ο οποίος µεταναστεύει στον πυρήνα και προκαλεί τον κατακερµατισµό του 

DNA  (Susin et al, 1999; Lorenzo et al, 1999). 

Β) Το εξωγενές µονοπάτι ενεργοποιείται µε τη σύνδεση µορίων-σηµάτων σε 

υποδοχείς της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης του αποπτωτικού κυττάρου, τους 
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λεγόµενους «υποδοχείς θανάτου» (death receptors, DRs). Τα δυο καλύτερα 

µελετηµένα µοντέλα είναι του υποδοχέα Fas µε τον προσδέτη FasL (Fas Ligand) και 

του υποδοχέα TNFR µε τον προσδέτη TNF (Tumor Necrosis Factor). Η σύνδεση του 

προσδέτη µε τον υποδοχέα του, προκαλεί την άµεση ενεργοποίηση µορίων στο 

εσωτερικό του κυττάρου (κασπάσες, IKK-inhibitor of ΝFkΒ kinase complex) και την 

έναρξη αποπτωτικών σηµατοδοτικών µονοπατιών (Kaufmann et al, 2001; Hengartner 

et al, 2000). 

 

 
 

Εικόνα 15. Περιληπτική παρουσίαση του εξωγενούς (death receptor pathway) και 

ενδογενους (mitochondrial pathway) αποπτωτικού µονοπατιού.   

 

1.4.2.2. Η οικογένεια των Bcl-2 πρωτεϊνών 

 

Οι πρωτεϊνες της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών διακρίνονται σε αντι-

αποπτωτικές (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, BOO/DIVA, A1/Bfl-1, NR-13) και προ-

αποπτωτικές πρωτεΐνες (χωρίζονται περαιτέρω σε δυο οµάδες, τις multidomain 

proteins: Bax, Bak, Bok/Mtd και τις «ΒΗ3 domain only» πρωτεΐνες: Bid, Bim, Bik, 

Bad, Blk, Hrk, Nix, BNip3, Noxa, PUMA). Οι περισσότερες Bcl-2 πρωτεϊνες 

περιέχουν τέσσερα κοινά τµήµατα, τα Bcl-2 homology (BH) domains 1-4 (BH1, 

BH2, BH3, BH4). Τα τµήµατα BH1, BH2 και BH4 είναι απαραίτητα για την αντι-

αποπτωτική δράσης των πρωτεϊνών, ενώ το BH3 για την προ-αποπτωτική δράση. 
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Επίσης, σχεδόν όλες οι Bcl-2 πρωτεϊνες περιέχουν ένα υδρόφοβο C-τελικό τµήµα 

που πιστεύεται ότι είναι απαραίτητο για τη σύνδεσή τους µε τις ενδοκυττάριες 

µεµβράνες (Hengartner et al, 2000). 

Ο µηχανισµός δράσης των Bcl-2 πρωτεϊνών είναι ιδιαίτερα περίπλοκος και 

δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως. Τα πεπτίδια αυτά έχουν την ιδιότητα να 

οµοδιµερίζονται ή να ετεροδιµερίζονται µεταξύ τους και φαίνεται ότι µε αυτόν τον 

τρόπο ρυθµίζεται η δράση τους στην απόπτωση. Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bax 

και Bad ετεροδιµερίζονται µε τις αντι-αποπτωτικές Bcl-2 και Bcl-xL (Reed et al, 

1997). Η αναλογία ανάµεσα στην έκφραση της Bcl-2 και της Bax φαίνεται να είναι 

ένα κρίσιµο σηµείο για την αποπτωτική διαδικασία. Οι αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες 

Bcl-2 και Bcl-xL συνδέονται και µε άλλες πρωτεΐνες εκτός από τα προ-αποπτωτικά 

µέλη της οικογένειας, γεγόνος που πιθανόν αποτελεί τµήµα ενός ρυθµιστικού 

µηχανισµού της βιολογικής δράσης των πρωτεϊνών αυτών (Hacker et al, 1995). 

Οι αντι-αποπτωτικές Bcl-2πρωτεΐνες χρησιµοποιούν διάφορους µηχανισµούς 

για να προστατεύσουν τα κύτταρα από τα κυτταροτοξικά ερεθίσµατα. Οι Bcl-2 και 

Bcl-xL δρουν σαν κανάλια, µεταφέροντας ιόντα και πρωτεΐνες µέσω των µεµβρανών 

του κυττάρου {Muchmore et al, 1996}. Έτσι, είναι πιθανό οι πρωτεΐνες Bcl-2 να 

λαµβάνουν µέρος στην διάνοιξη πόρων στα µιτοχόνδρια («megapore» openings) και 

στην απελευθέρωση πρωτεασών (κυτόχρωµα c, apoptosis-inducing factor), οι οποίες 

ενεργοποιούν την απόπτωση. Επιπρόσθετα, µε τη διάνοιξη των πόρων στα 

µιτοχόνδρια, παράγονται ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και απελευθερώνονται στο 

κυτταρόπλασµα αποθηκευµένα ιόντα Ca2+ και µιτοχονδριακές πρωτεΐνες. Η 

απελευθέρωση των µορίων αυτών οδηγεί στην ενεργοποίηση των πρωτεασών 

κυστεΐνης-ασπαραγινικού (κασπάσες), τα µόρια-εκτελεστές της απόπτωσης. Έχει 

προταθεί ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 αναχαιτίζει τη διάνοιξη οπών στην 

µιτοχονδριακή µεµβράνη, ενώ αντίθετα η υπερέκφραση της Bax την αυξάνει (Susin 

et al, 1996). Πρέπει να σηµειωθεί ότι η υπερέκφραση της Bcl-2 ή της Bcl-xL 

αναστέλλει την προ-αποπτωτική δράση του Bax. Παραδόξως, έχει αναφερθεί ότι 

µεγάλη ποσότητα της πρωτεΐνης Bcl-2 µπορεί να επάγει τον κυτταρικό θάνατο σε 

ορισµένες περιπτώσεις. Αντίστοιχα, αυξηµένες συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών Bax 

και Bak έχουν και κυτταροπροστατευτική δράση, αναδεικνύοντας έτσι την 

πολυπλοκότητα του συστήµατος (Yuan et al, 2000). 
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1.4.2.3. Το σύστηµα Fas/FasL  

 

Το Fas/FasL σύστηµα είναι από τα πλέον µελετηµένα συστήµατα που 

σχετίζονται µε την απόπτωση. Ο υποδοχέας Fas είναι µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη 

τύπου Ι µεγέθους ~ 45kDa, η οποία ανήκει στην υπερ-οικογένεια των υποδοχέων του 

TNF (TNFR-1, Fas, CD40, CD27, RANK, TRAIL). Οι υποδοχείς αυτοί έχουν 

παραπλήσιες δοµές και µία ενδοκυτταρική αλληλουχία στο C-τελικό άκρο του µορίου 

που καλείται «αλληλουχία θανάτου» (death domain, DD). Ενεργοποίηση των 

υποδοχέων αυτών από τους προσδέτες τους επάγει απόπτωση στο κύτταρο που φέρει 

τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα. Στην περίπτωση του υποδοχέα Fas, ο προσδέτης 

ονοµάζεται Fas Ligand (FasL) και είναι µια διαµεµβρανική τύπου ΙΙ πρωτεϊνη (Suda 

et al, 1993). 

Με την πρόσδεση του FasL στον υποδοχέα Fas, ο τελευταίος τριµερίζεται και 

επάγει το σχηµατισµό του συµπλόκου που σηµατοδοτεί την επαγωγή του θανάτου 

(Death Inducing Signaling Complex, DISC). Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται από τα 

πεπτίδια Fas, FasL, FADD (Fas-associated death domain protein) και την κασπάση 8 

ή 10 (Kischkel et al, 1995). Ακολούθως, ο ολιγοµερισµός των ανωτέρω εκκινητών 

κασπασών οδηγεί στην πρωτεολυτική τους ενεργοποίηση και στην εκτέλεση του 

αποπτωτικού προγράµµατος µε την ενεργοποίηση επόµενων πεπτιδίων-στόχων 

(Wajant et al, 2002). 

Ο επαγόµενος από το Fas/FasL σύστηµα κυτταρικός θάνατος έχει διάφορους 

ρόλους, τόσο προστατευτικούς όσο και επιζήµιους για τον οργανισµό (Green et al, 

1997). Ο πιο καλά µελετηµένος ρόλος του συστήµατος αφορά την περιφερική 

απαλοιφή Τ κυττάρων, µια προστατευτική διαδικασία κατά την οποία περίσσεια 

λεµφοκυτάρων αποµακρύνεται µετά από µια ανοσολογική αντίδραση. Σαν 

αποτέλεσµα της ενεργοποίησης των Τ λεµφοκυττάρων, επάγεται η έκφραση των 

πεπτιδίων Fas και FasL στην επιφάνειά τους και έτσι προκαλείται απόπτωση των 

ενεργοποιηµένων Τ κυττάρων µε την µεταξύ τους αλληλεπίδραση (Green et al, 1997; 

Singer et al, 1994; Ettinger et al, 1995).  

Μια επιπρόσθετη προστατευτική δράση του συστήµατος είναι η συµµετοχή 

στην εξασφάλιση του «ανοσολογικού προνοµίου» περιοχών όπως ο οφθαλµός, ο 

κερατοειδής, ο εγκέφαλος, οι όρχεις και η µήτρα. Σε όλες αυτές τις περιοχές 

εκφράζεται το σύστηµα Fas/FasL και υποστηρίζεται ότι χρησιµοποιείται από τα 

κύτταρα των αντίστοιχων ιστών για την προστασία τους από µια ενδεχόµενη 
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εντοπισµένη ανοσολογική αντίδραση. Τα εισερχόµενα στη περιοχή λεµφοκύτταρα 

και κοκκιοκύτταρα δέχονται επίθεση από το τοπικά παραγόµενο FasL, υφίστανται 

απόπτωση και έτσι προστατεύεται ο ιστός από µια φλεγµονώδη αντίδραση και 

καταστροφή (Wajant et al, 2002; Abrahams et al, 2004; Griffith et al, 1996; Bellgrau 

et al, 1995). Χρησιµοποιώντας το ίδιο σύστηµα, αντίστοιχη διαφυγή από το 

ανοσολογικό σύστηµα –επιζήµια για τον οργανισµό αυτή τη φορά– αποκτούν 

διάφοροι τύποι καρκίνου. Με αυτό τον τρόπο τα καρκινικά κύτταρα προστατεύονται 

από την κυτταροτοξική δράση των διηθούντων τον όγκο λεµφοκυττάρων (Houston et 

al, 2004). 

Τέλος ένας σαφώς αναγνωρισµένος ρόλος του Fas/FasL συστήµατος αφορά 

τη συµµετοχή του στη κυτταροτοξική δράση των Τ και ΝΚ λεµφοκυττάρων και την 

επαγωγή από αυτά του θανάτου των κυττάρων στόχων (Brunner et al, 2003). 

 

1.4.2.4. Οι κασπάσες 

 

Οι κασπάσες αποτελούν µια οικογένεια ενδοκυττάριων πρωτεϊνών που 

ενέχονται τόσο στην εκκίνηση όσο και στην εκτέλεση της απόπτωσης. Ονοµάζονται 

κασπάσες διότι είναι ειδικές πρωτεάσες µε στόχους κατάλοιπα κυστεϊνης (cysteine 

aspartate-specific proteases, caspases). ∆ιακρίνονται σε κασπάσες εκκινητές και 

κασπάσες εκτελεστές. Η ενεργοποίηση των τελευταίων αναφέρεται συχνά σαν το 

σηµείο του µονοπατιού όπου το κύτταρο είναι υποχρεωµένο να οδηγηθεί σε 

απόπτωση. Έως σήµερα έχουν αναγνωριστεί 14 κασπάσες στα θηλαστικά, από τις 

οποίες 11 οµόλογες παρουσιάζονται στον άνθρωπο (Ashe et al, 2003). Οι κασπάσες 

εκφράζονται ως προένζυµα και ωριµάζουν σε πλήρως λειτουργικές πρωτεάσες µε δύο 

διαδοχικά γεγονότα πρωτεόλυσης. Έχουν την ικανότητα να αυτό-ενεργοποιούνται ή 

να ενεργοποιούνται από άλλες κασπάσες, στα πλαίσια ενός καταρράκτη 

αλληλεπιδράσεων. Οι κασπάσες-εκκινητές ενεργοποιούνται είτε από το ενδογενές, 

είτε από το εξωγενές αποπτωτικό µονοπάτι. Οι υποδοχείς θανάτου µε τη βοήθεια 

πρόσθετων µορίων ενεργοποιούν τις κασπάσες 2, 8, ή 10, ενώ ενδογενή αποπτωτικά 

σήµατα καταλήγουν στην ενεργοποίηση της κασπάσης 9. Η ενεργοποίηση των 

κασπασών-εκκινητών είναι το πρώτο βήµα ενός αυστηρά ελεγχόµενου, µη 

αντιστρεπτού, αυτο-ενισχυόµενου πρωτεολυτικού µονοπατιού. Οι κασπάσες-

εκκινητές είναι ικανές να ενεργοποιήσουν τοσο τις κασπάσες-εκτελεστές όσο και τις 

ίδιες ενισχύοντας έτσι τον καταρράκτη της ενεργοποίησης αυτής της οικογένειας 
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πρωτεασών. Συνεπώς, η ενεργοποίηση των κασπασών-εκτελεστών είναι κοινή τόσο 

για το εξωγενές όσο και για το ενδογενές µονοπάτι (Ashe et al, 2003). Έως σήµερα, 

έχει αναγνωριστεί ένας µεγάλος αριθµός µορίων-στόχων των εκτελεστών κασπασών. 

Εν συντοµία, µέσω πρωτεολυτικών διαδικασιών, οι κασπάσες ενεργοποιούν είτε 

αναστέλλουν πρωτεϊνες-στόχους οι οποίες έχουν σηµαντικούς ρόλους στην 

διατήρηση της κυτταρικής µορφολογίας (Sahara et al, 1999; Kothakota et al, 1997), 

στον κυτταρικό θάνατο (Clem et al, 1998; Cheng et al, 1997), στο µεταβολισµό του 

DNA (Sakahira et al, 1998; Enari et al, 1998), στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου 

(Levkau et al, 1998; Zhou et al, 1998) και στην ενδοκυττάρια σηµατοδότηση 

(Widmann et al, 1998; Rudel et al, 1997). 

 

1.4.3. Η απόπτωση στην τροφοβλάστη 

 

Όπως αναφέρθηκε ανωτέρω, η τροφοβλάστη διακρίνεται σε δύο κύριους 

πληθυσµούς: (α) την λαχνωτή τροφοβλάστη, η οποία αποτελεί το επιθηλιακό 

κάλυµµα των λαχνών, και (β) την εξωλαχνωτή τροφοβλάστη που διεισδύει στο 

µητρικό ιστό και έρχεται σε άµεση επαφή µε τα κύτταρα του φθαρτού, 

συµπεριλαµβανοµένων κυττάρων του µητρικού ανοσοποιητικού συστήµατος. Τα 

τελευταία χρόνια, έχει ανακοινωθεί σε ένα αριθµό µελετών η εντόπιση αποπτωτικών 

κυττάρων, ή/και στοιχείων της απόπτωσης και στους δύο τροφοβλαστικούς 

πληθυσµούς.  

 

1.4.3.1. Η απόπτωση στην λαχνωτή τροφοβλάστη 

 

Στην λαχνωτή τροφοβλάστη πιστεύεται ότι η απόπτωση έχει σηµαντικό 

φυσιολογικό ρόλο στη διαδικασία ανανέωσης των τροφοβλαστικών κυττάρων, καθώς 

και στη διαδικασία σχηµατισµού του συγκυτίου, µια διαδικασία που χαρακτηρίζει τη 

συγκυτιοτροφοβλάστη. Ο σχηµατισµός του συγκυτίου φαίνεται ότι σχετίζεται µε την 

ενεργοποίηση των εναρκτήριων σταδίων του αποπτωτικού µονοπατιού στα 

υποκείµενα κυτταροτροφοβλαστικά κύτταρα. Παράλληλα, η ενεργοποίηση των 

τελικών σταδίων της απόπτωσης στην συγκυτιοτροφοβλάστη, έχει συσχετιστεί µε την 

αποµάκρυνση των συγκυτιακών κόµβων (syncytial knots) από τα συγκεκριµένα 

κύτταρα. Η διαδικασία αυτή θεωρείται σηµαντική για την ανανέωση του λαχνωτού 

τροφοβλαστικού ιστού (Huppertz et al, 1998; Huppertz et al, 1999; Huppertz et al, 
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2001; Black et al, 2004; Mayhew et al, 2001). Τέλος, έχει ανακοινωθεί ότι η 

απόπτωση στη λαχνωτή τροφοβλάστη αυξάνεται στις δύο πιο κοινές σχετιζόµενες µε 

τον πλακούντα νόσους, δηλαδή την προεκλαµψία και την ενδοµήτρια καθυστέρηση 

της ανάπτυξης. Ωστόσο η σηµασία του φαινοµένου αυτού στην παθοφυσιολογία των 

δύο νόσων δεν είναι γνωστή (Smith et al, 1997; Allaire et al, 2000; Erel et al, 2001; 

Ishihara et al, 2002). 

 

1.4.3.2. Η απόπτωση στην εξωλαχνωτή τροφοβλάστη 

 

Ο ρόλος της απόπτωσης στην φυσιολογία της εξωλαχνωτής τροφοβλάστης, 

έχει προσελκύσει το ερευνητικό ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια. Τα πεπτίδια Fas και 

FasL έχουν εντοπιστεί στην εξωλαχνωτή τροφοβλάστη σε πλακούντες πρώτου αλλά 

και τρίτου τριµήνου (Murakoshi et al, 2003; Uckan et al, 1997; Hammer et al, 2000). 

Η αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 εντοπίζεται κυρίως στα ανώτερα τµήµατα των 

τροφοβλαστικών κολωνών, δηλαδή στους πολλαπλασιαζόµενους τροφοβλάστες και 

στα πρώτα θυγατρικά κύτταρα που έχουν χάσει την ικανότητα για διαίρεση. Επίσης η 

πολλαπλασιαζόµενη τροφοβλάστη δεν παρουσιάζει κανένα σηµείο απόπτωσης ή 

έκφρασης των υποδοχέων θανάτου Fas και TNF-R1. Οι τελευταίοι κάνουν την 

εµφάνισή τους χαµηλότερα στο µονοπάτι διείσδυσης της ΕΛΤ και συγκεκριµένα στον 

πρώτο πληθυσµό των θυγατρικών κυττάρων που έχουν χάσει την ικανότητα 

πολλαπλασιασµού. Στα βαθύτερα στρώµατα του φθαρτού καθώς και στο µυοµήτριο, 

εντοπίζονται λίγοι µεµονωµένοι εξωλαχνωτοί τροφοβλάστες σε τελικά στάδια της 

απόπτωσης (Huppertz et al, 1998; Kadyrov et al, 2003; von Rango et al, 2003). Η 

ρύθµιση της απόπτωσης της ΕΛΤ είναι άγνωστη, αλλά πιστεύεται ότι τα φθαρτικά 

κύτταρα και τα ανοσοκύτταρα του φθαρτού παίζουν σηµαντικό ρόλο. Αυτή η 

αλληλεπίδραση ανάµεσα στην τροφοβλάστη και στα µητρικά κύτταρα αυξάνει την 

πολυπλοκότητα της ρύθµισης του κυτταρικού θανάτου στον πλακούντα (Parham et 

al, 2004). 

Η απόπτωση της ΕΛΤ στην προεκλαµψία και στην IUGR έχει µελετηθεί από 

διάφορες οµάδες ερευνητών, ωστόσο οι µελέτες δεν συµφωνούν µεταξύ του. Έχει 

ανακοινωθεί ότι σε περιπτώσεις IUGR και προεκλαµψίας, η ΕΛΤ παρουσιάζει 

ιδιαίτερα αυξηµένα ποσοστά απόπτωσης. ∆εδοµένου ότι, όπως αναφέρθηκε ανωτέρω, 

οι νόσοι αυτές σχετίζονται µε ελαττωµένη τροφοβλαστική διείσδυση, θεωρήθηκε ότι 

η παρατηρούµενη αύξηση της απόπτωσης αποτελεί σηµαντικό αιτιολογικό 
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παράγοντα (Dempsey et al, 1972; Demir et al, 1989; DiFederico et al, 1999). Πιο 

πρόσφατα ωστόσο, τα ανωτέρω ευρήµατα αµφισβητήθηκαν, καθώς παρατηρήθηκε 

ότι η απόπτωση της ΕΛΤ ελαττώνεται σε περιπτώσεις IUGR και προεκλαµψίας, σε 

σύγκριση µε φυσιολογικούς πλακούντες (Kadyrov et al, 2003). Η ακριβής 

συµπεριφορά των τροφοβλαστικών κυττάρων σε αυτές τις νόσους, καθώς και η 

σηµασία της απόπτωσης στην παθοφυσιολογία τους απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. 

 

 

1.5. Η οικογένεια των CRF νευροπεπτιδίων και οι υποδοχείς τους 

 

1.5.1. Γενικά 

 

Η οικογένεια των CRF νευροπεπτιδίων περιλαµβάνει τα πεπτίδια εκλυτικό 

παράγοντα/ορµόνη της κορτικοτροπίνης (corticotropin-releasing factor/hormone, 

CRF/CRH) και τις ουροκορτίνες 1, 2, 3 (urocortins, UCN1, UCN2, UCN3) στα 

θηλαστικά, καθώς και τις urotensin1 (στους ιχθείς) και sauvagine (στα αµφίβια). 

Πρόκειται για οµόλογα πεπτίδια µε αρκετά συντηρηµένη αµινοξική ακολουθία 

(εικόνα 16).  

 

 
 

Εικόνα 16. Η αλληλουχία των µελών της οικογένειας των πεπτιδίων του CRF. Τα αµινοξέα 

τα οποία συντηρούνται σε όλα τα πεπτίδια είναι χρωµατισµένα µε πράσινο χρώµα. 
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1.5.2. Ο εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης (CRF) 

 

Ο CRF, ένα πεπτίδιο 41 αµινοξέων, αποµονώθηκε για πρώτη φορά από 

πρόβειο υποθάλαµο και χαρακτηρίστηκε από τον Vale και τους συνεργάτες του (Vale 

et al, 1981; Spiess et al, 1981). Οφείλει την ονοµασία του στην ιδιότητά του να 

παρουσιάζει in vivo και in vitro ισχυρή επαγωγική δράση στην έκλυση της 

κορτικοτροπίνης (adrenocorticotropin hormone, ACTH) από την υπόφυση. Γι’ αυτό 

το λόγο αναγνωρίστηκε αρχικά ως υποθαλαµικό νευροπεπτίδιο και κύριος ρυθµιστής 

του άξονα υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων (ΥΥΕ άξονας). Συγκεκριµένα, ο 

CRF συντίθεται στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάµου και εκκρίνεται στην 

πυλαία κυκλοφορία για να ρυθµίσει την έκφραση του γονιδίου της 

προοπιοµελανοκορτίνης (POMC) και την παραγωγή και έκκριση της ACTH από την 

υπόφυση (Vale et al, 1983). Εκτός του υποθαλάµου ο CRF παράγεται σε µια ποικιλία 

νευρωνικών και µη κυττάρων σε ολόκληρο το σώµα. Το πεπτίδιο ανευρίσκεται σε 

πολλές περιοχές του κεντρικού νευρικού συστήµατος, στο φλοιό των επινεφριδίων, 

στα λεµφοκύτταρα, στο πάγκρεας, στους πνεύµονες, στο ήπαρ, στη γαστρεντερική 

οδό, στο δέρµα και σχεδόν σε όλους τους ιστούς που σχετίζονται µε την 

αναπαραγωγή συµπεριλαµβανοµένων των γονάδων, της µήτρας και του πλακούντα 

(Dautzenberg et al, 2002). Σήµερα είναι γνωστό ότι ο CRF καθώς και τα οµόλογά του 

πεπτίδια αποτελούν τους κύριους ρυθµιστές και συντονιστές των συµπεριφορικών, 

ενδοκρινικών και ανοσολογικών αποκρίσεων του ανθρώπινου οργανισµού απέναντι 

στο στρες (Chrousos et al, 1995). 

 

1.5.3. Οι ουροκορτίνες (UCNs) 

 

Η UCN1 (ή απλά UCN) αποτελείται από 40 αµινοξέα και παρουσιάζει ~ 45% 

οµολογία µε τον ανθρώπινο CRF (Vaughan et al, 1995). Το πεπτίδιο εντοπίζεται σε 

ορισµένες περιοχές του εγκεφάλου και κυρίως στον ιππόκαµπο, σε ένα µικρός 

πληθυσµό νευρώνων του µετωπιαίου φλοιού, και στην περιοχή Edinger-Westphal 

(Bittencourt et al, 1999). Περισσότερο ευρεία είναι η έκφρασή της στην περιφέρεια 

όπου το πεπτίδιο ανευρίσκεται σε διάφορους ιστούς συµπεριλαµβανοµένων του 

δέρµατος, του λιπώδους ιστού και των συστηµάτων ανοσοποιητικό, γαστρεντερικό, 

καρδιαγγειακό, αναπαραγωγικό (Slominski et al, 2001; Seres et al, 2004; Bamberger 
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et al, 1998; Bamberger et al, 2000; Baigent et al, 2001; Parkes et al, 2001; Florio et al, 

2004). 

Η UCN2 ή stresscopin-related peptide είναι ένα πεπτίδιο 38 αµινοξέων (Reyes 

et al, 2001). Εκφράζεται σε πολύ συγκεκριµένες περιοχές στον εγκέφαλο. Στα 

τρωκτικά έχει εντοπιστεί στο µακροκυτταρικό τµήµα του παρακοιλιακού πυρήνα του 

υποθάλαµου, τον υπεροπτικό και τοξοειδή πυρήνα και τους κινητικούς πυρήνες του 

στελέχους και του νωτιαίου µυελού (Mano-Otagiri et al, 2004). Στην περιφέρεια, το 

mRNA της UCN2 έχει ανιχνευτεί στη καρδιά, στον πνεύµονα, στους µύες, στο 

στοµάχι, στο δέρµα, στα επινεφρίδια, στο ενδοµήτριο και στον πλακούντα (Chen et 

al, 2004; Hsu et al, 2001; Imperatore et al, 2006; Slominski et al, 2004). 

Η UCN3 ή stresscopin (Lewis et al, 2001) αποτελείται επίσης από 38 

αµινοξέα. Εκφράζεται κεντρικά κυρίως στον υποθάλαµο, στον µέσο πυρήνα της 

αµυγδαλής και στο στέλεχος (Suda et al, 2004). Στην περιφέρεια το mRNA της 

UCN3 ανιχνεύεται στους µύες, στο δέρµα, στα επινεφρίδια, στον γαστρεντερικό 

σωλήνα, στην καρδιά, στα β-κύτταρα του παγκρέατος και στο λιπώδη ιστό (Hsu et al, 

2001; Saruta et al, 2005; Takahashi et al, 2004; Li et al, 2003; Zhao et al, 1998). 

 

1.5.4. Χαρακτηριστικά και ρύθµιση των γονιδίων CRF και UCN   

 

Tα γονίδια των CRF και UCN αποτελούνται από δύο εξόνια και ένα ιντρόνιο. 

Τα προ- πεπτίδια και των δύο κωδικοποιούνται από το αντίστοιχο δεύτερο τους 

εξόνιο, ενώ το πρώτο εξόνιο περιέχει το µεγαλύτερο µέρος της 5΄-µη 

µεταφραζόµενης περιοχής (Zhao et al, 1998). Τα δύο γονίδια περιέχουν παρόµοιες 

θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στους υποκινητές τους. Έχει δειχθεί ότι 

για να ενεργοποιηθεί η έκφραση του CRF στον υποθάλαµο απαιτείται 

φωσφορυλίωση του CREB (cAMP response element binding protein) (Chen et al, 

2001). Μελέτες σε κύτταρα PC12 για τη ρύθµιση της έκφρασης της UCN1 από τον 

CREB υποστηρίζουν ανάλογο λειτουργικό ρόλο του CRE στον υποκινητή της UCN 

(Zhao et al, 1998). Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι το REST/NRSF ρυθµίζει την έκφραση 

του CRF (Seth et al, 2001), ενώ η αλληλουχία τύπου NRSE/RE1 στον υποκινητή της 

UCN φαίνεται να ρυθµίζει αρνητικά την έκφρασή της (Zhao et al, 1998). Και τα δύο 

γονίδια περιέχουν θέσεις πρόσδεσης για τον µεταγραφικό παράγοντα Brn-2, ο οποίος 

ρυθµίζει την έκφραση του CRF (Ramkumar et al, 1999). Όσον αφορά την UCN δεν 

υπάρχει ανάλογη πληροφορία. Επιπλέον, τα γονίδια των πεπτιδίων CRF περιέχουν 
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στοιχεία απόκρισης των γλυκοκορτικοειδών. Έχει αναφερθεί ρύθµιση του mRNA της 

UCN1 και της UCN2 σε περιφερικούς ιστούς από γλυκοκορτικοειδή (Chen et al, 

2003). 

 

1.5.5. Οι υποδοχείς των CRF πεπτιδίων (CRFRs, CRF-BP) 

 

1.5.5.1. Γενικά 

 

Οι δράσεις των CRF πεπτιδίων διαµεσολαβούνται ειδικών υποδοχέων (CRF 

Receptors, CRFRs) και τροποποιούνται από την CRF-προσδένουσα πρωτεϊνη (CRF-

binding protein, CRFBP). Οι CRFRs ανήκουν στην υπεροικογένεια των συζευγµένων 

µε G-πρωτεϊνη διαµεµβρανικών υποδοχέων (G-protein coupled receptors, GPCRs), 

µε το τυπικό πρότυπο 7 διαµεµβρανικών περιοχών. Στα περισσότερα είδη, 

συµπεριλαµβανοµένου του ανθρώπου, έχουν ανιχνευθεί δύο υποδοχείς, οι CRFR1 

(Chen et al, 1993) και CRFR2 (Liaw et al, 1996), οι οποίοι κωδικοποιούνται από δύο 

διαφορετικά γονίδια και παρουσιάζουν περίπου 70% αµινοοξική οµολογία. Το 

µεγαλύτερο ποσοστό οµολογίας παρουσιάζεται στο διαµεµβρανικό και ενδοκυττάριο 

τµήµα τους (80-85%), ενώ το εξωκυττάριο τµήµα και ειδικά το αµινοτελικό άκρο 

παρουσιάζει ένα µόλις 40% οµολογίας (Dautzenberg et al, 2002). Απαντώνται σε 

διάφορες ισοµορφές ο καθένας, γεγονός που προκύπτει από εναλλακτικό µάτισµα. 

Στους τελεοϊχθύες έχει αποµονωθεί και ένας τρίτος CRF υποδοχέας (CRFR3) ο 

οποίος είναι περίπου 85% οµόλογος µε τον CRFR1 (Arai et al, 2001). Οι CRFRs 

παρουσιάζουν διαφορετική κατανοµή στους διάφορους ιστούς και διαφορετικές 

φαρµακολογικές ιδιότητες όσον αφορά τους προσδέτες τους. 

 

1.5.5.2. Ο CRFR1 

 

Ο CRFR1 αποτελείται από 415-420 αµινοξέα και είναι ο κύριος τύπος στα 

κορτικοτρόφα κύτταρα της υπόφυσης όπου µεσολαβεί για τη δράση του CRF στην 

επαγωγή της έκκρισης ACTH. Υπάρχει µια λειτουργική ισοµορφή του CRFR1 και 

πολλές µη λειτουργικές (Hauger et al, 2003). O CRFR1 προσδένει τον CRF και τις 

UCN1, urotensin I και sauvagine µε περίπου όµοια συνάφεια (Kd ~ 1-2nM), αλλά δεν 

αναγνωρίζει τις UCN2 και 3. Ο υποδοχέας ανευρίσκεται σε διάφορες περιοχές του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος, κυρίως στο φλοιό, στέλεχος, ιππόκαµπο, αµυγδαλή, 
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υπόφυση και υποθάλαµο. Η έκφρασή του στον υποθάλαµο επάγεται από το στρες 

(Sanchez et al, 1999). Στην περιφέρεια, εντοπίζεται σε ποικίλες περιοχές, µεταξύ των 

οποίων στα συστήµατα του ανοσοποιητικού, γαστρεντερικού, αναπαραγωγικού, στα 

επινεφρίδια, στο δέρµα, και στο λιπώδη ιστό, (Chatzaki et al, 2004; Slominski et al, 

2004; Seres et al, 2004). Τέλος ο CRFR1 έχει ανιχνευθεί σε διάφορους ανθρώπινους 

καρκίνους (Reubi et al, 2003) (Εικόνα 17). 

 

 
 

Εικόνα 17. Ο υποδοχέας CRFR1. Οι διακεκοµµένες γραµµές δείχνουν τις θέσεις όπου 

υπάρχουν αλλαγές στην αµινοξική αλληλουχία της πρωτεϊνης µεταξύ των διαφόρων 

ισοµορφών. 

 

1.5.5.3. Ο CRFR2 

 

Ο CRFR2, µια πρωτεϊνη 397-438 αµινοξέων, έχει τρεις λειτουργικές 

ισοµορφές, τις CRFR2α-γ. Παρόλο που το αµινοτελικό άκρο καθώς και η ιστική 

κατανοµή των τριών ισοµορφών διαφέρει, δεν παρουσιάζουν σηµαντικές 

φαρµακολογικές διαφορές µεταξύ τους. Η UCN1 έχει 40 φορές περίπου µεγαλύτερη 

συγγένεια για τον CRFR2 απ’ ότι έχει ο CRF. Τα πεπτίδια UCN2 και UCN3 

προσδένονται αποκλειστικά και µε µεγάλη συγγένεια στον CRF2  (Reyes et al, 2001; 

Lewis et al, 2001). Το γεγονός πάντως ότι η συγγένεια της UCN3 για τον CRF2 είναι 

10 φορές περίπου µικρότερη από εκείνη της UCN1 ή της UCN2 δηµιουργεί υπόνοιες 

για την ύπαρξη κάποιου τρίτου CRF υποδοχέα και στα θηλαστικά (Hoare et al, 2005). 

Ο CRF2α, εκφράζεται κυρίως στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (υποθάλαµος, πλάγιο 
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διάφραγµα, ραφιοειδής πυρήνας στον µεσεγκέφαλο, οσφρητικός βολβός) και στην 

υπόφυση (Lovenberg et al, 1995). Ο CRF2β ανιχνεύεται κατά κύριο στην περιφέρεια 

(καρδιά, σκελετικός µυς, γαστρεντερικός σωλήνας, αναπαραγωγικό σύστηµα) και 

λιγότερο στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (χοριοειδές πλέγµα, εγκεφαλικές αρτηρίες) 

(Perrin et al, 1999). Ο CRF2c έχει ανιχνευθεί µόνο στην µεταιχµιακή περιοχή του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος του ανθρώπου (Kostich et al, 1998). Τέλος, ο 

CRFR2, όπως και ο CRFR1, έχει ανιχνευθεί σε διάφορους ανθρώπινους καρκίνους 

(Reubi et al, 2003) (Εικόνα 18). 

 

 
 

Εικόνα 18. Ο υποδοχέας CRFR2. Οι ισοµορφές CRFR2β και γ διαφέρουν στο αµινοτελικό 

τους άκρο (το οποίο φαίνεται να είναι σηµαντικό για τη πρόσδεση του προσδέτη) αλλά 

διαθέτουν ταυτόσηµες εξωκυττάριες και ενδοκυττάριες έλικες καθώς και διαµεµβρανικά 

τµήµατα. 

 

Πρόσφατα αναφέρθηκε η ύπαρξη µίας διαλυτής µορφής του υποδοχέα CRFR2 στον 

εγκέφαλο ποντικού, o sCRFR2α (Chen et al, 2005). Πρόκειται για προϊόν 

εναλλακτικού µατίσµατος (splice variant) του mRNA του CRFR2 στο οποίο λείπει το 

εξόνιο 6. Η συγγένειά του για τα πεπτίδια CRF και UCN1 είναι µεγάλη και η 

παρουσία του µεταβάλλει την ικανότητα των CRF και UCN1 να επάγουν την 

ενεργοποίηση των διαµεµβρανικών CRF. 
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1.5.5.4. Η CRFBP 

 

Oι δράσεις των CRF πεπτιδίων τροποποιούνται από την CRF-προσδένουσα 

πρωτεϊνη (CRF-binding protein, CRF-BP), µια γλυκοπρωτεΐνη 37 kDa. Στον 

άνθρωπο η CRF-BP εκφράζεται σε περιοχές του εγκεφάλου (φλοιός, αµυγδαλή, 

υποθάλαµος), αλλά συντίθεται και στην περιφέρεια, όπως στον πλακούντα, στο ήπαρ 

και στα επινεφρίδια, και εκλύεται στην κυκλοφορία (Chatzaki et al, 2002). Φαίνεται 

ότι η πρωτεϊνη αυτή δρα σαν ένας τροποποιητής της ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ 

και των ενδοκρινικών, αυτοκρινών και παρακρινών δράσεων του CRF, περιορίζοντας 

τη βιοδιαθεσιµότητα του ελεύθερου προσδέτη και επάγοντας την ενδοκύττωση και 

καταβολισµό του πεπτιδίου (Suda et al, 1988; Westphal et al, 2006). 

 

1.5.5.5. Σηµατοδότηση µέσω των CRFRs 

 

Η πρόσδεση των αγωνιστών στα εξωκυττάρια τµήµατα των CRFRs έχει σαν 

αποτέλεσµα τη αλλαγή της στερεοδιάταξης των υποδοχέων σε µια ενεργή 

κατάσταση, αυξάνοντας έτσι την συγγένειά τους για την Gs πρωτεϊνη. Κατά συνέπεια 

ενεργοποιείται η αδενυλική κυκλάση και η πρωτεϊνική κινάση A (protein kinase A, 

PKA) καθώς και άλλα εξαρτώµενα από το κυκλικό AMP (cAMP) ενδοκυττάρια 

µονοπάτια  (Dautzenberg et al, 2000). Επιπρόσθετοι δεύτεροι αγγελιοφόροι µπορεί να 

επιπλέκονται στη σηµατοδότηση των CRFRs. Έχει παρατηρηθεί ότι πολλές G 

πρωτεϊνες προσδένονται σε CRFR1 υποδοχείς ενδογενώς εκφραζόµενους στον 

πλακούντα και στον εγκεφαλικό φλοιό, ή υπερκφραζόµενους σε ΗΕΚ 293 κύτταρα 

(Grammatopoulos et al, 2000; Grammatopoulos et al, 2001; Karteris et al, 2001). Στα 

κύτταρα Leydig και στον πλακούντα οι CRFR1 υποδοχείς µπορεί να σηµατοδοτούν 

επίσης µέσω των Gq πρωτεϊνών, ενεργοποιώντας έτσι την φωσφολιπάση C (PLC) και 

το σχηµατισµό φωσφατιδίων ινοσιτόλης (Grammatopoulos et al, 2000). Ο CRFR2β 

επίσης επάγει το σχηµατισµό τριφωσφορικής ινοσιτόλης [Ins(1,4,5)P3] (Kiang et al, 

1998), ενώ έχει δειχθεί ακόµη ότι CRFR1 υποδοχείς στον εγκεφαλικό φλοιό µπορούν 

να συζευχθούν µε Gs και µε Gq πρωτεϊνες, ενεργοποιώντας έτσι τόσο το µονοπάτι 

του cAMP όσο και της PLC (Dieterich et al, 1996) (εικόνα 19).  
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Εικόνα 19. Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια του CRF και η ρύθµισή τους. Οι CRFRs 

µεταβιβάζουν το σήµα τους κυρίως µέσω των Gs πρωτεϊνών γεγονός που οδηγεί σε αυξηµένα 

επίπεδα cAMP. Επιπρόσθετα, και οι δύο CRFRs µπορούν να συζευχθούν µε Gq πρωτεϊνες µε 

αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του µονοπατιού της PLC.  

 

1.5.6. Τα CRF πεπτίδια και οι υποδοχείς τους στον πλακούντα 

 

1.5.6.1. Έκφραση στον πλακούντα 

 

Όλα τα CRF πεπτίδια και οι υποδοχείς τους έχουν εντοπιστεί σε διάφορες 

περιοχές της γυναικείας αναπαραγωγικής οδού ή/και στον πλακούντα. 

Ο CRF εκφράζεται στους ενδοµήτριους αδένες κατά την εκκριτική φάση του 

ενδοµητρίου, στο µυοµήτριο, στον φθαρτό, στα ανοσοκύτταρα και αγγεία της 

περιοχής και στη λαχνωτή και εξωλαχνωτή τροφοβλάστη, (Petraglia et al, 1987; 

Clifton et al, 1998; Petraglia et al, 1992; Makrigiannakis et al, 2001; Riley et al, 1991; 
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Warren et al, 1995; Zoumakis et al, 2001). Επίσης εκκρίνεται στη κυκλοφορία της 

εγκύου γυναίκας και η συγκέντρωσή του αυξάνει µε εκθετικό ρυθµό κατά τη πρόοδο 

της κύησης (Goland et al, 1986; Campbell et al, 1987). 

Η UCN εκφράζεται σε αντίστοιχες θέσεις µε τον CRF στο αναπαραγωγικό 

σύστηµα. Έτσι έχει εντοπιστεί στους ενδοµήτριους αδένες, στο µυοµήτριο, στο 

φθαρτό, στα ανοσοκύτταρα και αγγεία της περιοχής και στη λαχνωτή τροφοβλάστη. 

Η έκφρασή της στην εξωλαχνωτή τροφοβλάστη δεν έχει ακόµη µελετηθεί. (Clifton et 

al, 2000; Petraglia et al, 1996; Sehringer et al, 2004; Florio et al, 2002). Η UCN 

επίσης ανιχνεύεται σε χαµηλά επίπεδα στη κυκλοφορία της εγκύου, αλλά η 

συγκέντρωσή της δε µεταβάλλεται κατά τη διάρκεια της κύησης (Clifton et al, 2000). 

Πρόσφατα, οι UCN2 και UCN3 εντοπίστηκαν στη λαχνωτή τροφοβλάστη 

στον ανθρώπινο πλακούντα. Η UCN2, αλλά όχι η UCN3, εντοπίστηκε επίσης στα 

µητρικά και εµβρυικά αγγεία. Τέλος η UCN2 εντοπίστηκε στο µυοµήτριο της εγκύου 

µήτρας (Imperatore et al, 2006; Karteris et al, 2004). 

Οι CRFRs εκφράζονται στους ιστούς του αναπαραγωγικού συστήµατος µε τις 

διάφορες ισοµορφές τους να παρουσιάζουν ξεχωριστή χωροχρονική ρύθµιση. Οι 

CRFR1α, CRFR2α και σε µικρότερο βαθµό ο CRFR1β, εκφράζονται στο ανθρώπινο 

ενδοµήτριο (Karteris et al, 2004). Το µυοµήτριο της µη-εγκύου γυναίκας εκφράζει 

τους CRFR1α, CRFR1β και CRFR2β. Στην έγκυο µήτρα, και µετά το πρώτο τρίµηνο 

της εγκυµοσύνης, στο µυοµήτριο εµφανίζεται ο CRFR2α, ενώ στο τρίτο τρίµηνο της 

εγκυµοσύνης ανιχνεύονται επιπρόσθετα στο µυοµήτριο οι CRFR1γ και CRFR1δ 

(Grammatopoulos et al, 1999; Grammatopoulos et al, 1998). Οι CRFR1α, CRFR1γ, 

CRFR1δ και CRFR2β έχουν εντοπιστεί στη συγκύτιοτροφοβλάστη, σε λίγα 

κυτταροτροφοβλαστικά κύτταρα, στο φθαρτό καθώς και στις εµβρυικές µεµβράνες, 

ενώ στα αγγεία των λαχνών εντοπίζεται µόνο ο CRFR2β (Karteris et al, 2000; Florio 

et al, 2000). Ο CRFR1 (χωρίς να διακρίνεται κάποιος ξεχωριστός υπότυπος), αλλά 

όχι ο CRFR2, εκφράζεται στην εξωλαχωντή τροφοβλάστη (Makrigiannakis et al, 

2001). 

Η CRF-BP, τέλος, έχει εντοπιστεί στο µυοµήτριο, στο φθαρτό και στον 

πλακούντα (Wetzka et al, 2003; Sehringer et al, 2005; Klimaviciute et al, 2006). 
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1.5.6.2. Συµµετοχή στη φυσιολογία του πλακούντα 

 

Ο βιολογικός ρόλος των CRF πεπτιδίων στη φυσιολογία της εγκυµοσύνης, 

έχει αρχίσει να µελετάται και να προσδιορίζεται τα τελευταία χρόνια. ∆εδοµένης της 

έκφρασης των CRF πεπτιδίων στο ανοσοποιητικό σύστηµα και των ποικίλων ρόλων 

τους στη λειτουργία του (Gravanis and Margioris, 2005), έχει προταθεί ότι τα 

πεπτίδια αυτά ελέγχουν σηµαντικές αναπαραγωγικές λειτουργίες µε φλεγµονώδη 

χαρακτήρα, όπως η φθαρτοποίηση, η εµφύτευση και ο τοκετός (Kalantaridou et al, 

2003). Οι περισσότερες πληροφορίες από τις µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί ως 

τώρα, αφορούν τον πλακουντιακό CRF, λιγότερες την UCN1 και ελάχιστες την 

UCN2, ενώ καµία µελέτη δεν έχει περιγράψει κάποια λειτουργία για την 

πλακουντιακή UCN3. 

Ο CRF έχει σηµαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση του στρώµατος του 

ενδοµητρίου σε φθαρτό. Συγκεκριµένα, ο CRF επάγει τη φθαρτοποίηση των 

στρωµατικών ενδοµήτριων κυττάρων και ενισχύει την αντίστοιχη δράση της 

προγεστερόνης. Παράλληλα ρυθµίζει την έκφραση των ιντερλευκινών 1 και 6 και της 

προσταγλανδίνης Ε2 (PGΕ2) που παράγονται τοπικά και επηρεάζουν την αυτή 

διαδικασία (Ferrari et al, 1995; Zoumakis et al, 2000; Makrigiannakis et al, 1999). 

Παράλληλα, υποστηρίζεται ένας ρόλος για τον CRF στην εµφύτευση της 

βλαστοκύστης στο ενδοµήτριο και τη συνεπόµενη διείσδυση της εξωλαχνωτής 

τροφοβλάστης στους ιστούς της µήτρας. Είναι χαρακτηριστικό το γεγονός ότι κατά 

την εµφύτευση, η απόκριση του ενδοµητρίου στη διείσδυση του εµβρυικού 

ηµιαλλοµοσχεύµατος έχει τα χαρακτηριστικά µίας οξείας, άσηπτης φλεγµονώδους 

αντίδρασης. Ωστόσο, το έµβρυο µόλις εµφυτευτεί, καταστέλλει την αντίδραση αυτή 

και εµποδίζει την απόρριψη. Ταυτόχρονα, το ανοσολογικό σύστηµα της µητέρας 

καταστέλλει την αντίδραση µοσχεύµατος κατά του ξενιστή (graft versus host 

reaction) η οποία προέρχεται από το ανοσολογικό σύστηµα του εµβρύου (Gill et al, 

1986). Οι µηχανισµοί που ενεργοποιούνται προκειµένου να αποφευχθεί η απόρριψη 

του εµβρύου από το ανοσολογικό σύστηµα της µητέρας έχουν αποτελέσει ένα 

ιδιαίτερα ενδιαφέρον πεδίο έρευνας. ∆ιάφορες οµάδες έχουν περιγράψει και προτείνει 

µια σειρά από τέτοιους µηχανισµούς (Ober et al, 1998; Mellor et al, 2001; Thellin et 

al, 2000). Μελετώντας το ίδιο ερώτηµα, προηγούµενα αποτελέσµατα της δικής µας 

οµάδας, έδειξαν ότι ο CRF επάγει την έκφραση του FasL στην ΕΛΤ. Με τον τρόπο 

αυτό ο CRF ενισχύει την ικανότητα της ΕΛΤ να προκαλεί την απόπτωση των 
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γειτονικών ενεργοποι ηµένων µητρικών Τ λεµφοκυττάρων, τα οποία εκφράζουν τον 

υποδοχέα Fas (Makrigiannakis et al, 2001). Αυτός ο µηχανισµός λειτουργεί τοπικά 

κατασταλτικά απέναντι στην ενεργοποίηση του µητρικού ανοσοποιητικού 

συστήµατος και προστατευτικά απέναντι στην εµβρυικής προέλευσης ΕΛΤ (εικόνα 

20). 

 

 
 

Εικόνα 20. Σχηµατική απεικόνιση των πρώτων σταδίων της εµφύτευσης. Ο CRF που 

πράγεται τοπικά από την ΕΛΤ και τα φθαρτικά κύτταρα δρα παρακρινώς και αυτοκρινώς 

µέσω του CRFR1 επάγοντας την έκφραση του FasL και ενισχύει την ικανότητα των 

κυττάρων ΕΛΤ να προκαλούν απόπτωση των ενεργοποιηµένων µητρικών Τ κυττάρων 
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(εκφράζουν τον υποδοχέα Fas στην επιφάνειά τους). DC: φθαρτικό κύτταρο, EVT: ΕΛΤ, αT: 

ενεργοποιηµένο T κύτταρο. 

 

Ο πιθανός φυσιολογικός ρόλος των ουροκορτινών στα ανωτέρω 

περιγραφόµενα φαινόµενα (φθαρτοποίηση, εµφύτευση και τροφοβλαστική 

διείσδυση), παραµένει άγνωστος. Ωστόσο, είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι οι 

συγκεκριµένες δράσεις του CRF µεσολαβούνται µέσω του CRFR1 (Makrigiannakis 

et al, 2001) και η UCN1 ενεργοποιεί τον υποδοχέα αυτό µε αντίστοιχη µε τον CRF 

ισχύ (Perrin et al, 1998). Για το λόγο αυτό έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι η UCN1 

είναι πολύ πιθανό να ενέχεται µαζί µε τον CRF στη ρύθµιση των φαινοµένων αυτών 

(Florio et al, 2004). 

Επιπρόσθετα, κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης, o CRF και η UCN φαίνεται 

να ελέγχουν από κοινού έναν αριθµό λειτουργιών: 

(α) Τα δύο νευροπεπτίδια συµµετέχουν στη ρύθµιση της συσπαστικότητας του 

µυοµητρίου παρουσιάζοντας τόσο άµεση όσο και έµµεση (για παράδειγµα ο CRF 

προάγει την παραγωγή µυοσυσπαστικών προσταγλανδινών και οξυτοκίνης από τον 

πλακούντα) δράση στα µυικά κύτταρα (Grammatopoulos et al, 1994; 

Grammatopoulos et al, 1996; Grammatopoulos et al, 1998; Jones et al, 1989; Florio et 

al, 1996; Grammatopoulos et al, 2000). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στη µη-έγκυο µήτρα και στα 

πρώτα στάδια της κύησης, τα νευροπεπτίδια ασκούν µυοχαλαρωτική δράση στο 

µυοµήτριο. Αντίθετα, στα τελευταία στάδια της κύησης ο ρόλος τους στρέφεται προς 

τη µυοσύσπαση (Hillhouse et al, 2002).  

(β) Oι CRF και UCN ενέχονται στη ρύθµιση της αιµατικής ροής της εµβρυο-

πλακουντιακής µονάδας λειτουργώντας σαν αγγειοδιασταλτικοί παράγοντες. Η 

δράση τους φαίνεται να διαµεσολαβείται από ένα εξαρτώµενο από το οξείδιο του 

αζώτου/cGMP ενδοκυττάριο µονοπάτι, µε τη UCN να παρουσιάζεται σαν ο 

περισσότερο ισχυρός αγγειοδιασταλτικός παράγοντας (Clifton et al, 1995; Leitch et 

al, 1998).  

(γ) Τέλος, ο πλακουντιακός CRF συµµετέχει στη ρύθµιση της λειτουργίας των 

εµβρυικών επινεφριδίων µέσω της επαγωγής απελευθέρωσης θειικής 

δεϋδροεπιανδροστερόνης (DHEA-S), αλλά και της ενεργοποίησης του εµβρυικού 

ΥΥΕ άξονα και της απελευθέρωσης εµβρυικής κορτιζόλης. Ο ανθρώπινος 

πλακούντας χρησιµοποιεί την παρεχόµενη από τα εµβρυικά επινεφρίδια DHEA-S σαν 
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το κύριο υπόστρωµα για τη σύνθεση οιστρογόνων, τα οποία είναι απαραίτητα για τις 

φυσιολογικές αλλαγές που οδηγούν στον τοκετό. Ως εκ τούτου το νευροπεπτίδιο CRF 

συµµετέχει στους µηχανισµούς τους υπεύθυνους για την ωρίµανση διαφόρων 

εµβρυικών οργάνων και την προετοιµασία του τοκετού (Karteris et al, 2001; Smith et 

al, 1998). 

Λόγω των ανωτέρω περιγραφόµενων λειτουργιών, έχει προταθεί ότι οι CRF 

και UCN ενέχονται στους φυσιολογικούς µηχανισµούς που ελέγχουν τον χρόνο 

τοκετού (Grammatopoulos et al, 1999; McLean et al, 1995; Challis et al, 1995). Στην 

υπόθεση αυτή συνάδουν επίσης τα αποτελέσµατα µιας πρόσφατης µελέτης η οποία 

προτείνει ότι οι πλακουντιακοί CRF και UCN αυξάνουν τοπικά την δράση 

πρωτεασών που διασπούν τη µεσοκυττάρια ουσία (matrix metalloproteinases, 

MMPs). Με το τρόπο αυτό τα νευροπεπτίδια ευοδώνουν την ρήξη των µεµβρανών 

και συνεπώς την έναρξη και πρόοδο του τοκετού (Li et al, 2005). 

 

1.5.6.3. Συµµετοχή στη παθοφυσιολογία του πλακούντα  

 

∆εδοµένου του πολύπλευρου φυσιολογικού ρόλου των CRF πεπτιδίων στον 

πλακούντα, είναι αναµενόµενο διαταραχές στην έκφραση και λειτουργία του 

συστήµατος, να προκαλούν διαταραχές στη λειτουργία του πλακούντα και συνεπώς 

στην πορεία της κύησης. 

Σε συµφωνία µε την υπόθεση ότι τα CRF πεπτίδια ελέγχουν τον χρόνο 

τοκετού, αναφέρονται αυξηµένα επίπεδα CRF στο πλάσµα γυναικών µε πρόωρο 

τοκετό (Warren et al, 1992; Majzoub et al, 1999; Korebrits et al, 1998; Hobel et al, 

1999). Επίσης έχουν εντοπιστεί ελαττωµένα επίπεδα CRF-BP στο µητρικό πλάσµα σε 

περιπτώσεις πρόωρου τοκετού, ενώ ιδιαίτερα χαρακτηριστικό είναι το εύρηµα ότι η 

χορήγηση ανταλαρµίνης, ενός CRFR1 ειδικού ανταγωνιστή, µπορεί να καθυστερήσει 

τον τοκετό στο πρόβατο (Berkowitz et al, 1996; Chan et al, 1998). Για το λόγο αυτό 

έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι πρόωρη υπερ-ενεργοποίηση του CRF συστήµατος 

κατά τα τελικά στάδια της κύησης µπορεί να συσχετίζεται µε τη παθογένεση του 

πρόωρου τοκετού (Challis et al, 1995). 

∆ιαταραχές του συστήµατος των CRF πεπτιδίων έχουν επίσης συσχετιστεί µε 

την παθοφυσιολογία της προεκλαµψίας. Ένας αριθµός µελετών έχει εντοπίσει 

αυξηµένα επίπεδα CRF στο πλάσµα γυναικών µε προεκλαµψία (Laatikainen et al, 

1991; Jeske et al, 1990; Warren et al, 1995), άλλες µελέτες αναφέρουν υψηλά επίπεδα 
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CRF και παράλληλα χαµηλά επίπεδα CRF-BP (Petraglia et al, 1996; Perkins et al, 

1995), ενώ µια πρόσφατη µελέτη εντόπισε επίσης αυξηµένα επίπεδα UCN στο 

µητρικό και στο εµβρυικό πλάσµα (Florio et al, 2006). Αναφέρεται τέλος, ότι σε 

πλακούντες προεχρόµενους από κυήσεις µε προεκλαµψία ή/και IUGR, η ρύθµιση του 

τόνου των εµβρυο-πλακουντιακών αγγείων από τα CRF πεπτίδια είναι ελαττωµατική. 

Το πρόβληµα αυτό προκύπτει πιθανόν λόγω της παρατηρούµενης ελάττωσης της 

έκφρασης του πλακουντιακού CRFR1 αλλά και διαταραχής της ρύθµισης του 

µονοπατιού του NO/cGMP από τους CRF και UCN (Karteris et al, 2005; Karteris et 

al, 2003). Η ακριβής σχέση των CRF πεπτιδίων µε τη παθοφυσιολογία της 

προεκλαµψίας δεν έχει αποσαφηνιστεί. Για παράδειγµα δεν είναι γνωστό εάν η 

αύξηση στην έκφραση του CRF είναι ένας από τους αιτιολογικούς παράγοντες της 

νόσου, ή αποτέλεσµα της απάντησης του πλακούντα στο υποξικό περιβάλλον που 

προκύπτει από την ελαττωµατική πλακουντιακή κυκλοφορία. ∆εδοµένης της 

αγγειοδιασταλτικής δράσης του CRF, έχει προταθεί η υπόθεση ότι στην προεκλαµψία 

ο υποξικός πλακούντας παίρνει µέρος σε ένα σύνδροµο στρες απελευθερώνοντας 

CRF. O τελευταίος µπορεί να βελτιώνει την παροχή αίµατος από τη µήτρα προς τον 

πλακούντα, προστατεύοντας έτσι το έµβρυο από ένα εχθρικό περιβάλλον (Florio et al, 

2002). 

Πρόσφατα, τα CRF πεπτίδια συσχετίστηκαν µε τις αυτόµατες αποβολές στον 

άνθρωπο. Οι Madhappan και συνεργάτες µελέτησαν την έκφραση των πεπτιδίων 

CRF, UCN, τρυπτάση και IL-8 σε οµογενοποιηµένο πλακουντιακό υλικό, 

προερχόµενο από γυναίκες µε αυτόµατες αποβολές, ή καθ’ έξιν αυτόµατες αποβολές. 

∆ιαπιστώθηκε σηµαντική αύξηση στην έκφραση των πεπτιδίων αυτών σε όλες τις 

περιπτώσεις γυναικών µε αποβολές συγκριτικά µε τα φυσιολογικά επίπεδα. Οι 

παρατηρήσεις αυτές ερµηνεύτηκαν από τους µελετητές ως αποτέλεσµα συστηµικών ή 

ενδοµήτριων στρεσσογόνων συνθηκών που είχαν σαν αποτέλεσµα την υπερέκφραση 

των πλακουντιακών CRF και UCN. Σύµφωνα µε την υπόθεση, τα νευροπεπτίδια µε 

τη σειρά τους επάγουν την απελευθέρωση τρυπτάσης και IL-8 από τα µαστικά 

κύτταρα, µορίων δηλαδή που µπορούν να οδηγήσουν την κύηση σε αποβολή 

(Madhappan et al, 2003). 
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1.6. Τα διασυνδετικά µόρια 

 

1.6.1. Γενικά 

 

Ένας µεγάλος αριθµός οµάδων µορίων διασύνδεσης έχουν εντοπιστεί στη 

θέση εµφύτευσης του ανθρώπινου εµβρύου και πιστεύεται ότι παίζουν ρόλο στη 

διαδικασία της εµφύτευσης και της πλακουντιοποίησης. Τα µόρια που έχουν 

µελετηθεί ως τώρα είναι οι σελεκτίνες, γκαλεκτίνες, προτεογλυκάνες θειικής 

ηπαράνης, ιντεγκρίνες, καντχερίνες, Muc-1, και το σύµπλοκο των τροφινίνη-ταστίνη-

βυστίνη (Dey et al, 2004). Από τα µόρια αυτά τα πλέον µελετηµένα είναι οι 

ιντεγκρίνες, λόγω της ιδιότητάς τους να λειτουργούν ως υποδοχείς πρωτεϊνών της 

εξωκυττάριας ουσίας. Τα µόρια αυτά εµπλέκονται στις διαδικασίες αλληλεπίδρασης 

κυττάρου-εξωκυττάριας ουσίας, αλλά και κυττάρου-κυττάρου και έχουν ρυθµιστικό 

ρόλο σε αρκετά µονοπάτια µεταγωγής σηµάτων στα κύτταρα (Giancotti et al, 1999). 

 

1.6.2. Το CEACAM1 

 

Το σχετιζόµενο µε το καρκινοεµβρυικό αντιγόνο διασυνδετικό µόριο 1 

(Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1, CEACAM1) ανήκει 

στην οικογένεια των καρινοεµβρυικών αντιγόνων (carcinoembryonic antigen, CEA) 

και στην υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών (Thompson et al, 1991). Οι 

γλυκοπρωτεϊνες που ανήκουν σε αυτή την οικογένεια εκφράζονται σε επιθηλιακούς 

ιστούς, όπως ο βλενογόννος του κόλου, όπως επίσης σε κύτταρα της µυελοειδούς 

σειράς (Thompson et al, 1991). Το CEACAM1 (CD66a, C-CAM, BGP) (Beauchemin 

et al, 1999) είναι το ανθρώπινο οµόλογο του διασυνδετικού µορίου cell-CAM (C-

CAM) του επίµυ (Aurivillius et al, 1990) το οποίο έχει προταθεί ότι λειτουργεί ως 

σύνδεσµος για το ενδοθηλιακό διασυνδετικό µόριο E-selectin (Kuijpers et al, 1992). 

Σε αντίθεση µε τα περισσότερα γονίδια της CEA οικογένειας, το CEACAM1 γονίδιο 

προϋποθέτει το σχηµατισµό ενός ενδοκυττάριου τµήµατος του τελικού πρωτεϊνικού 

προϊόντος, το οποίο περιέχει µοτίβα αλληλουχιών που αλληλεπιδρούν µε µόρια 

µεταγωγής ενδοκυττάριων σηµάτων, για παράδειγµα το pp60 και το c-src (Barnett et 

al, 1989; Brummer et al, 1995; Hinoda et al, 1988). Έχει προηγούµενα δειχθεί ότι το 

CEACAM1 εκφράζεται στον φυσιολογικό ανθρώπινο πλακούντα και συγκεκριµένα 

στην ΕΛΤ, ενώ απουσιάζει από τα υπόλοιπα κύτταρα ατου εµβρυο-µητρικού ορίου 
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(Bamberger et al, 2000). Λόγο της παρατήρησης αυτής έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι 

το CEACAM1 πιθανά εµπλέκεται στις αλληλεπιδράσεις της ΕΛΤ µε τα µητρικά 

ιστικά στοιχεία κατά την εµφύτευση και πλακουντιοποίηση (Bamberger et al, 2000). 
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2. ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΕΡΩΤΗΜΑ 
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Τα CRF πεπτίδια παράγονται από διάφορους πληθυσµούς κυττάρων του 

πλακούντα, από τα πρώτα στάδια της ανάπτυξής του. Ο ρόλος τους στη φυσιολογία 

της κύησης είναι πολυδιάστατος. Έως τώρα έχει περιγραφεί ένας αριθµός 

µηχανισµών µε τους οποίους τα CRF πεπτίδια συµµετέχουν στη ρύθµιση σηµαντικών 

διαδικασιών όπως για παράδειγµα η φθαρτοποίηση, η εµφύτευση, η 

πλακουντιοποίηση, η λειτουργία του µυοµητρίου και των µητριαίων αγγείων και ο 

τοκετός. Η σηµασία δε της απώλειας της εύρυθµης λειτουργίας του CRF συστήµατος 

στις ανωτέρω διαδικασίες, µόλις έχει αρχίσει να διερευνάται και να αποσαφηνίζεται.  

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστίασε στα πρώτα στάδια της κύησης, 

χρησιµοποιώντας πλακουντιακό υλικό 1ου τριµήνου και πιο ειδικά ηλικίας 7-10 

εβδοµάδων, προερχόµενο είτε από αυτόµατες αποβολές είτε από φυσιολογικές 

κυήσεις. Είναι γνωστό ότι στη περίοδο αυτή, ο CRF παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

ρύθµιση της εµφύτευσης της βλαστοκύστης και της διείσδυσης της ΕΛΤ στη µήτρα, 

µέσω της ρύθµισης της έκφρασης του προ-αποπτωτικού µορίου FasL 

(Makrigiannakis et al, 2001). Ο πλακούντας ολοκληρώνει ουσιαστικά την ανάπτυξή 

του µέσα στο πρώτο τρίµηνο της εγκυµοσύνης, και συνεπώς το συγκεκριµένο 

διάστηµα είναι καίριας σηµασίας για την οµαλή εξέλιξη της κυήσεως. 

Χαρακτηριστικά, η χορήγηση ανταλαρµίνης στους αρουραίους κατά την πρώτη 

εβδοµάδα της κύησης έχει σαν αποτέλεσµα την µείωση των θέσεων εµφύτευσης κατά 

~50%. Παράλληλα, ανακοινώθηκε πρόσφατα αύξηση της έκφρασης των πεπτιδίων 

CRF και Ucn σε πλακούντες αποβληθέντων κυηµάτων, υποδεικνύοντας την 

διαταραχή της λειτουργίας του CRF συστήµατος σαν ένα παράγοντα σχετιζόµενο µε 

διαταραχές της εµφύτευσης (Madhappan et al, 2003). Επιπρόσθετα, η παρουσία του 

µορίου διασύνδεσης CEACAM1 ειδικά στα κύτταρα της διεισδυτικής ΕΛΤ 

τροφοβλάστης, υποδηλώνει πιθανό ρόλο για το µόριο αυτό στη διαδικασία 

διείσδυσης της ΕΛΤ στον µητρικό ιστό. 

Στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποτέλεσε: (α) η διερεύνηση 

του ρόλου των πεπτιδίων CRF και CEACAM1 στη φυσιολογία της τροφοβλαστικής 

διείσδυσης, (β) η διερεύνηση του ρόλου των πεπτιδίων CRF, Ucn και των προ-

αποπτωτικών Fas/FasL, στην διαταραχή της εµφύτευσης της ανθρώπινης 

βλαστοκύστης, όπως αυτή εκδηλώνεται κλινικά µε τις αυτόµατες αποβολές. Η µελέτη 

επεκτάθηκε στη διερεύνηση της αλληλεπίδρασης ΕΛΤ και φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων ως πιθανό στοιχείο των κυτταρικών και µοριακών µηχανισµών που 

συνθέτουν την παθοφυσιολογία αυτής της κλινικής οντότητας.  
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Συγκεκριµένα µελετήθηκαν: 

 

• η ρύθµιση της έκφρασης του πεπτιδίου CEACAM1 από το CRF. 

• η ρύθµιση της διεισδυτικότητας των κυττάρων ΕΛΤ από το CEACAM1 

και κατά συνέπεια από τον CRF. 

• η έκφραση της Ucn στη θέση εµφύτευσης σε φυσιολογικούς πλακούντες 

1ου τριµήνου. 

• η ρύθµιση του γονιδίου της Ucn από τα ενδοκυττάρια σηµατοδοτικά 

µονοπάτια των cAMP/PKA και diacylglycerol/PKC σε κύτταρα 

πλακουντιακής προέλευσης. 

• η έκφραση των CRF, Ucn, Fas, FasL σε πλακούντες 1ου τριµήνου 

προερχόµενους από αυτόµατες αποβολές σε σύγκριση µε την έκφραση 

των ίδιων µορίων σε φυσιολογικούς πλακούντες αναφοράς (επιλεκτική 

διακοπή κυήσεως) της ίδιας ηλικίας. 

• η απόπτωση της ΕΛΤ σε πλακούντες 1ου τριµήνου προερχόµενους από 

αυτόµατες αποβολές σε σύγκριση µε την απόπτωση της ΕΛΤ σε 

πλακούντες αναφοράς. 

• η έκφραση του FasL πεπτιδίου σε πρωτογενείς καλλιέργειες φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων αποµονωµένων είτε από πλακούντες αποβολών είτε από 

πλακούντες αναφοράς. 

• η ρύθµιση της έκφρασης του FasL πεπτιδίου από τα CRF και Ucn πεπτίδια 

σε πρωτογενείς καλλιέργειες φθαρτικών λεµφοκυττάρων. 

• η κυτταροτοτοξική δράση των πρωτογενών καλλιεργειών φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων απέναντι σε µια κυτταρική σειρά ΕΛΤ, καθώς και ο ρόλος 

των CRF, Ucn και FasL στη δράση αυτή. 

  

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν µονιµοποιηµένος και φρέσκος 

πλακουντιακός ιστός, καθώς και οι κυτταρικές σειρές JEG3 του ανθρώπινου 

χοριοκαρκινώµατος και AC1M88 της ανθρώπινης ΕΛΤ. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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3.1. Βιολογικά υλικά 

 

3.1.1. Υλικά και συσκευές για το χειρισµό των βιολογικών υλικών 

 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO-BRL Co,MD, USA)  

DMEM-F12 (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

RPMI 1640 (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Keratinocyte Growth Medium (KGM) (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Ορός εµβρύου βοός: FCS (Fetal Calf Serum) (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Πενικιλίνη/ Στρεπτοµυκίνη: Penicillin/Streptomycin (GIBCO-BRL Co,MD ,USA) 

Αλβουµίνη ορού βοός, Bovine Serum Albumin (BSA), (Sigma-Aldrich, USA) 

Τρυψίνη: Trypsin 0,25% (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Thioglycollate (Topley House, Wash Lane, Bury, England) 

PMA (Sigma-Aldrich, USA) 

Μικροσκόπιο ορατού φωτός: (Olympus, Japan) 

Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή (Neubauer)  

Επωαστικός κλίβανος Forma (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

DMSO (Sigma, USA) 

Χρωστική Trypan Blue (Seromed Biochrom, Germany). 

∆εοξυριβονουκλεάση τύπου Ι (DNAse Ι) (Boehringer Mannheim GmbH, Germany) 

ΗΕPES, Ν-2-υδροξυεθυλπιπεραζίνη Ν-2 αιθανοσουλφονικό οξύ (GIBCO-BRL, Life 

Technologies, UK). 

HBSS: Hanks Balanced Salt Solution (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

MgCl2 (Sigma-Aldrich, USA) 

Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sweden) 

PBS, phosphate buffered saline (pH = 7,4) (Sigma-Aldrich, USA) 

Φυκόλη Histo-Paque (Sigma-Aldrich, USA) 

Μεταλλικός ηθµός (sieve) µε πόρους διαµέτρου 45 µm 

 

3.1.2. Ανθρώπινοι πλακούντες 

 

Οι πλακούντες που χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη προέρχονταν από 

Καυκάσιες γυναίκες ηλικίας 22-35 ετών οι οποίες είτε απέβαλαν αυτόµατα (17 

περιπτώσεις) είτε υπεβλήθησαν σε επιλεκτική, νόµιµη διακοπή της εγκυµοσύνης τους 
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για κοινωνικο-οικονοµικούς λόγους (30 περιπτώσεις). Τα δείγµατα λήφθηκαν µε την 

ενυπόγραφη συγκατάθεση των γυναικών. Η ηλικία της κύησης και στις δύο οµάδες 

ήταν 7-12 εβδοµάδες, όπως καθορίστηκε από το ιστορικό της εµµήνου ρύσεως και µε 

τη βοήθεια υπερήχων. Οι γυναίκες προέρχονταν από τη µεσαία αστική τάξη και είχαν 

µέσο ή ανώτερο µορφωτικό επίπεδο. Τα δείγµατα συλλέχθηκαν µε απόξεση. Στις 

περιπτώσεις των αυτόµατων αποβολών, η απόξεση πραγµατοποιήθηκε µέσα σε 24 

ώρες από τη διάγνωση. Καµία από τις αποβολές δεν προκλήθηκε φαρµακευτικά. Τα 

ίδια κριτήρια αποκλεισµού εφαρµόσθηκαν και στις δύο οµάδες. Συγκεκριµένα, 

αποκλείσθηκαν: γυναίκες οι οποίες λάµβαναν οποιαδήποτε φαρµακευτική αγωγή, 

είχαν γενετικές ανωµαλίες, περιπτώσεις κυήσεων µε ανωµαλίες χρωµοσωµικές, 

ορµονικές, ή ανατοµικές, περιπτώσεις σχετιζόµενες µε µολύνσεις, αυτοάνοσες 

παθήσεις, ή άλλες συστηµικές ή τοπικές νόσους. Τα δείγµατα δεν είχαν κανένα 

διακριτικό που να αναφέρει τη γυναίκα από την οποία προέρχονταν.  

Αµέσως µετά τη λήψη τους τα δείγµατα: είτε βυθίστηκαν σε HBSS και 

χρησιµοποιήθηκαν στα in vitro πειράµατα εντός 20 λεπτών, είτε βυθίστηκαν απ’ 

ευθείας σε φορµόλη 10% για να εγκλειστούν αργότερα σε παραφίνη, είτε 

τοποθετήθηκαν σε υγρό άζωτο για αργότερη χρήση, είτε χρησιµοποιήθηκαν 

κατευθείαν για τη δηµιουργία κρυοτοµών σε κρυοστάτη. Οι κρυοτοµές πάχους 5-10 

µm λήφθηκαν σε σειρά, τοποθετήθηκαν σε γυάλινες αντικειµενοφόρους πλάκες, 

στέγνωσαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 2 ώρες, µονιµοποιήθηκαν σε ακετόνη για 5 

min σε θερµοκρασία δωµατίου και τελικά αποθηκεύτηκαν στους -40 oC εώς ότου 

χρησιµοποιηθούν. Οι τοµές παραφίνης πάχους 5-6 µm λήφθηκαν επίσης σε σειρά, 

τοποθετήθηκαν σε γυάλινες αντικειµενοφόρους πλάκες και αποθηκεύτηκαν στο 

σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου έως να χρησιµοποιηθούν.  

 

3.1.3. Κυτταρικές σειρές 

 

Χρησιµοποιήθηκαν η κυτταρική σειρά ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος JEG-

3 και η κυτταρική σειρά της ανθρώπινης εξωλαχνωτής τροφοβλάστης AC1M88.  

 

3.1.3.1. Κυτταρική σειρά ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος JEG-3 

 

Η κυτταρική σειρά JEG-3 προέρχεται από κύτταρα χοριοκαρκινώµατος του 

ανθρώπου. Τα κύτταρα αυτά προσοµοιάζουν τον γονότυπο της 
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κυτταροτροφοβλάστης. Καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό DMEM εµπλουτισµένο µε 

10% FCS και 1% Penicillin/Streptomycin σε επωαστικό κλίβανo ρυθµισµένο σε 

θερµοκρασία 37οC, ατµόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και υγρασία 100%. Τα 

πειράµατα γίνονται σε παρόµοιες συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων. Τα θρεπτικά 

υλικά των καλλιεργειών ανανεώνονται ανά 48 ώρες και τα κύτταρα 

χρησιµοποιούνται για πείραµα όταν φτάνουν σε πυκνότητα 80% περίπου. Η 

αποκόλληση των JEG-3 από τις φλάσκες καλλιέργειας γίνεται µε τη χρήση τρυψίνης. 

Ο προσδιορισµός του αριθµού των κυττάρων για επίστρωση σε κάθε πείραµα 

πραγµατοποιείται µε τη µέθοδο αιµοτοκυτταροµετρίας. Συγκεκριµένα, 10µl από τα 

ανασηκωµένα κύτταρα αναµιγνύονται µε 90µl Trypan Blue, τοποθετούνται σε πλάκα 

Neubauer και γίνεται καταµέτρηση των κυττάρων µε την βοήθεια µικροσκοπίου 

ορατού φωτός, σε µεγέθυνση 40x. Ο επιθυµητός αριθµός κυττάρων τοποθετείται σε 

νέες φλάσκες για ανακαλλιέργεια ή στα κατάλληλα υποστρώµατα για την εκτέλεση 

συγκεκριµένων πειραµάτων. Τα κύτταρα καταψύχονται σε τακτά χρονικά διαστήµατα 

στους -80 οC, έτσι ώστε να διατηρούνται σε χαµηλό αριθµό γενεών και τα πειράµατα 

να πραγµατοποιούνται στην ίδια φάση της λογαριθµικής αύξησης των κυττάρων και 

περίπου στον ίδιο αριθµό γενιάς. Η κατάψυξη των κυττάρων πραγµατοποιείται ως 

εξής: κυτταρικό εναιώρηµα συγκεντρώσεως 5x106 κυττάρων τοποθετείται σε 

σωληνάρια βαθιάς κατάψυξης, και τους προστίθεται στάγδην υπό συνεχή ανάδευση 

το κατάλληλο για κατάψυξη υλικό (FCS µε 20% DMSO) σε αναλογία 1:1. Η 

κατάψυξη των κυττάρων πραγµατοποιείται σταδιακά ώστε να εξασφαλιστεί η 

ακεραιότητά τους. Αντίθετα η απόψυξη τους είναι γρήγορη κι άµεση. Τα 

κατεψυγµένα σωληνάρια µε τα κύτταρα θερµαίνονται στους 37οC και διαλύονται 

άµεσα σε θρεπτικό υλικό καλλιέργειας ιδίας θερµοκρασίας. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 1500 στροφές ανά λεπτό για 10 λεπτά και επανακαλλιέργεια όπως 

ανωτέρω. 

 

3.1.3.2. Κυτταρική σειρά ανθρώπινης εξωλαχνωτής τροφοβλάστης AC1M88 

 

Η κυτταρική σειρά AC1M88 αποτελείται από έναν κλώνο υβριδικών 

κυττάρων για το σχηµατισµό των οποίων χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα εξωλαχνωτής 

τροφοβλάστης και κύτταρα χοριοκαρκινώµατος ανθρώπου (Gaus et al, 1997; 

Funayama et al, 1997). Η συγκεκριµένη κυτταρική σειρά δηµιουργήθηκε 

προκειµένου να ξεπεραστεί η τεχνική δυσκολία που προκαλεί η αδυναµία 
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πολλαπλασιασµού της πρωτογενούς ΕΛΤ στη µελέτη του κυτταρικού αυτού τύπου. 

Τα αρχικά κύτταρα ήταν ΕΛΤ προερχόµενη από ανθρώπινο πλακούντα. Για την 

αθανατοποίησή τους υβριδοποιήθηκαν µε τα κατάλληλα καρκινικά κύτταρα, δηλαδή 

τα κύτταρα του ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος. Προκειµένου να αποµακρυνθούν τα 

κύτταρα που δεν είχαν υβριδοποιηθεί µεταξύ τους, χρησιµοποιήθηκαν καρκινικά 

κύτταρα µε απαλοιφή του γονιδίου της τρανσφεράσης της υποξανθινο-γουανινο-

φωσφο-ριβοσυλης (hypoxanthine-guanine-phospho-ribosyl transferase, HGPRT). Τα 

µη υβριδοποιηµένα κύτταρα καταστράφηκαν µετά από επώαση µε αζασερίνη, ενώ τα 

υβρίδια διέθεταν το ένζυµο HGPRT χάρη στο γονιδίωµα της ΕΛΤ. Τα AC1M88 

κύτταρα καλλιεργούνται θρεπτικό υλικό DMEM-F12 µε 10% FCS και 1% 

Penicillin/Streptomycin. Οι συνθήκες ατµόσφαιρας καθώς και ο χειρισµός των 

κυττάρων είναι όµοιος µε ό,τι αναφέρθηκε ανωτέρω για τα JEG-3 κύτταρα.  

 

3.1.4. Πρωτογενείς κυτταρικές καλλιέργειες 

 

Χρησιµοποιήθηκαν: (α) πρωτογενείς καλλιέργειες διεισδυτικής εξωλαχνωτής 

τροφοβλάστης από πλακούντες 1ου τριµήνου προερχόµενους από φυσιολογικές 

διακοπές κυήσεων και (β) πρωτογενείς καλλιέργειες φθαρτικών λεµφοκυττάρων από 

πλακούντες 1ου τριµήνου προερχόµενους είτε από αυτόµατες αποβολές, είτε από 

φυσιολογικές διακοπές.  

 

3.1.4.1. Αποµόνωση και χαρακτηρισµός του ανθρώπινου πληθυσµού ΕΛΤ. 

 

Οι πρωτογενείς καλλιέργειες διεισδυτικής εξωλαχνωτής τροφοβλάστης 

πρώτου τριµήνου αποκτήθηκαν και χαρακτηρίστηκαν όπως έχει ήδη περιγραφεί σε 

προηγούµενες µελέτες (Makrigiannakis et al, 2001; Aboagye-Mathiesen et al, 1997). 

∆έκα πλακούντες ελήφθησαν από υγιείς γυναίκες µετά από νόµιµη διακοπή των 

κυήσεών τους (7η-9η εβδοµάδα της κύησης). Οι πλακούντες πλύθηκαν µε στείρο 

PBS µέχρι το υπερκείµενο να µην περιέχει σχεδόν καθόλου αίµα. Ο ιστός κόπηκε σε 

µικρά κοµµάτια µε τη χρήση λεπτών λεπίδων και πλύθηκε εκ νέου µε  στείρο PBS. 

Ακολούθησε επώαση των ιστών µε 0,125% τρυψίνη και 0,2 mg/ml DNAάση Ι 

διαλυµένα σε PBS περιέχων 5 mM MgCl2. τα κύτταρα τα οποία απελευθερώθηκαν 

από αυτή την επώαση, συγκεντρώθηκαν και πέρασαν από δίστοιβο φίλτρο µουσλίνης. 

Η τρυψίνη απενεργοποιήθηκε µε FCS. Το φιλτραρισµένο υλικό φυγοκεντρήθηκε και 
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οι κυτταρικές πελέτες πλύθηκαν µε PBS. Τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 70% 

Percoll µε πυκνότητα 2x105 κύτταρα/ml, τοποθετήθηκαν κάτω από 20 ml PBS 

περιέχον 25% Percoll. ∆έκα ml PBS τοποθετήθηκαν πάνω από το διάλυµα των 25% 

Percoll. Τα κύτταρα διαχωρίστηκαν µε φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές/min για 20 

min. Τα κύτταρα από τη µεσαία φάση (πυκνότητα 1.048-1.062 g/ml) 

συγκεντρώθηκαν, εκπλύθηκαν σε PBS και συλλέχθηκαν σε πυκνότητα l06 

κύτταρα/ml σε θρεπτικό µέσο KGM περιέχον 10% FCS. Τα κύτταρα 

αναγνωρίστηκαν σαν τροφοβλάστες µε κυτταροµετρία ροής και ανοσοκυτταροχηµική 

χρώση µε µονοκλωνικά αντισώµατα (mAbs) κατά της κυττοκερατίνης (mAbs 

MNF116 και 35βH11, σε αραίωση 1:100, DakoCytomation, Glostrup, Denmark) και 

Ε-καντχερίνης (mAb HECD-1, Takara Shuzo Co., Shiga, Japan), τα οποία 

χρωµατίζουν µόνο την τροφοβλάστη στον πλακούντα (Fisher et al, 1989). Οι 

αποµονωµένοι τροφοβλάστες χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω σαν εξωλαχνωτοί 

τροφοβλάστες δίνοντας θετική χρώση για µόρια του µείζονος συµπλέγµατος 

ιστοσυµβατότητας κλάσης Ι (MHC-I) (χρησιµοποιώντας το αντι-MHC mAb W6/32, 

σε αραίωση 1:50, DakoCytomation) και αρνητική για το υαλουρονικό οξύ 

(χρησιµοποιώντας το mAb NDOG1, αραιωµένο 1:10, Serotec, Kidlington, UK), όπως 

έχει περιγραφεί παλαιότερα (Makrigiannakis et al, 2001; Bamberger et al, 2000; 

Fisher et al, 1989). Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε KMG περιέχον 10% FCS και 1% 

πενικιλίνη-στρεπτοµυκίνη σε επωαστήρα κυτταρικών καλλιεργειών σε σταθερή 

ατµόσφαιρα 5% CO2 και 37oC. Τα ποσοστά των θετικών για τα ανωτέρω µόρια 

κυττάρων πριν από τη καλλιέργεια για 3-5 γενιές ήταν τα ακόλουθα: 97 ± 2% για 

κυττοκερατίνη, 97 ± 2% για E-καντχερίνη και 96 ± 2% για MHC-I. Τα αντίστοιχα 

ποσοστά έπειτα από τη καλλιέργεια για 3-5 γενιές ήταν τα ακόλουθα: 92 ± 2% για 

κυττοκερατίνη, 92 ± 2% για E-καντχερίνη και 91 ± 2% για MHC-I.  

 

3.1.4.2. Αποµόνωση και χαρακτηρισµός των ανθρωπίνων φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων. 

 

Τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα αποµονώθηκαν ακολουθώντας ένα κοινό 

πρωτόκολλο το οποίο έχει περιγραφεί παλαιότερα (Olivares et al, 2002). 

Συγκεκριµένα τα διάφορα δείγµατα, τα οποία λήφθηκαν από αυτόµατες αποβολές ή 

διακοπές κυήσεων, επεξεργάστηκαν χωριστά έτσι ώστε να µην προκληθούν 

λευκοκυτταρικές αλλογονικές αντιδράσεις. Τα δείγµατα πλύθηκαν σχολαστικά µε 
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PBS. Στη συνέχεια κόπηκαν µε λεπτές λεπίδες, πέρασαν µέσα από ηθµό µε πόρους 

διαµέτρου 45 µm και συγκεντρώθηκαν σε µικρό όγκο RPMI 1640. Το διάλυµα 

φυγοκεντρήθηκε στις 1600 στροφές/min για 15 min, η κυτταρική πελέτα 

επαναδιαλύθηκε σε 20 ml RPMI 1640 και φυγοκεντρήθηκε εκ νέου. Η πελέτα 

κυττάρων επαναδιαλύθηκε σε 10 ml RPMI 1640 τα οποία ακολούθως τοποθετήθηκαν 

πάνω από 5 ml φυκόλης. Το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε στις 1700 στροφές/min για 30 

min για να γίνει ο διαχωρισµός των κυττάρων. Τα κύτταρα της µεσαίας φάσης 

συλλέχθηκαν και τοποθετήθηκαν σε καλλιέργεια µε πλήρες θρεπτικό υλικό (RPMI 

1640, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin). Οι καλλιέργειες κρατήθηκαν για 2 

ώρες στους 37 οC σε 5% CO2. Μετά το πέρας του διαστήµατος αυτού συλλέγεται το 

υπερκείµενο το οποίο περιέχει µόνο φθαρτικά λεµφοκύτταρα, αφού όλοι οι υπόλοιποι 

τύποι των κυττάρων του πλακούντα έχουν την ιδιότητα να προσκολλώνται στο 

πλαστικό έδαφος στις φλάσκες καλλιεργειών. Το υπερκείµενο φυγοκεντρείται, 

επαναδιαλύεται σε πλήρες θρεπτικό υλικό (ως ανωτέρω) και κρατείται, ως µια 

πρωτογενής καλλιέργεια φθαρτικών λεµφοκυττάρων πλέον, σε ατµόσφαιρα 5% CO2 

στους 37 οC. Η καθαρότητα των καλλιεργειών για λεµφοκύτταρα (άνω του 96%) 

επιβεβαιώθηκε µε κυτταροµετρία ροής, χρησιµοποιώντας είτε την ηλεκτρονικά 

επιλεγµένη λεµφοκυτταρική πύλη, είτε διπλό ανοσοφθορισµό µε αντισώµατα κατά 

των CD56 (B&D Biosciences) και CD3 (DAKO) λεµφoκυτταρικών δεικτών. Το 

ποσοστό ζωντανών λεµφοκυττάρων στις καλλιέργειες καθορίστηκε µικροσκοπικά µε 

τη χρήση trypan blue. Για τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν µόνο καλλιέργειες που 

περιείχαν πάνω από 90% ζωντανά λεµφοκύτταρα.  

 

 

3.2. Μέθοδοι 

 

3.2.1. Έµµεση ανοσοϊστοχηµεία σε τοµές παραφίνης 

 

Υλικά – Συσκευές 

Kit ανοσοϊστοχηµειών βιοτίνης-στρεπταβιδίνης µε υπεροξειδάση (BioGenex) 

Ξυλόλη/Αιθανόλη/PBS/TBS/H2O2/NaOH/κιτρικό οξύ (Merck) 

Ανάστροφο µικροσκόπιο φωτός (Olympus) 

Αντισώµατα αντι-CRF/αντι-Ucn (Phoenix Pharmaceuticals), αντι-κυτταροκερατίνη-7 

(Novocastra), αντι-Fas (Serotec) 
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Αιµατοξυλίνη (BioGenex) 

Glycergel (Dako) 

 

Μέθοδος 

Για την ανοσοϊστοχηµεία χρησιµοποιήθηκε το kit έµµεσης ανοσοϊστοχηµείας 

της BioGenex το οποίο αξιοποιεί την ιδιότητα της πρόσδεσης µορίων βιοτίνης µε 

στρεπταβιδίνη και χρησιµοποιεί το ένζυµο της υπεροξειδάσης (προερχόµενο από το 

χρένο). Το kit περιλαµβάνει διάλυµα καζεϊνης (PοwerBlock) για την κάλυψη των µε 

ειδικών θέσεων πρόσδεσης των αντισωµάτων, το συνδεδεµένο µε βιοτίνη Multilink 

δευτεροταγές αντίσωµα το οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την πρόσδεση 

αντισωµάτων που έχουν αναπτυχθεί σε επίµυ, κόνικλο, ή ινδικό χοιρίδιο. Επίσης 

παρέχεται το συνδεδεµένο µε στρεπταβιδίνη ένζυµο υπεροξειδάση, καθώς και τα 

υλικά ανίχνευσης της χρώσης, δηλαδή το χρωµογόνο τετραϋδροχλωρική 3,3’-

διαµινοβενζιδίνη (3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB), ο διαλύτης της 

DAB και το Η2Ο2 απαραίτητο για την αντίδραση. 

Για την συγκεκριµένη µελέτη, χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα τα οποία είχαν 

µονιµοποιηθεί σε 4% φορµόλη και εµβαπτισθεί σε παραφίνη. Τοµές πάχους 4-6 µm 

κοπήκαν σε σειρά από τα µπλοκ της παραφίνης και επικολήθηκαν σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες. Στη συνέχεια η παραφίνη αποµακρύνθηκε µε θέρµανση 

των ιστών στους 56οC για 1 ώρα και τρεις πλύσεις µε 100% ξυλόλη διάρκειας 5 min 

η κάθε µια. Οι ιστοί ενυδατώθηκαν µε τη χρήση διαλυµάτων αιθανόλης σε νερό (3 x 

5 min σε 100% αιθανόλη, 3 x 5 min σε 96% αιθανόλη, 5 min σε 80% αιθανόλη, 5 

min σε 70% αιθανόλη) και τέλος εκπλύθηκαν για 5 min σε ΤΒS ή PBS. Τα πλακίδια 

θερµάνθηκαν σε φούρνο µικροκυµάτων για 3 x 5 min µέσα σε διάλυµα κιτρικού 

οξέως 10 mM σε νερό µε pH 6.0 (η διόρθωση του pH έγινε µε τη χρήση NaOH). 

Αφού αφέθησαν να κρυώσουν για 20 λεπτά, οι ιστοί ξεπλήθυκαν σε TBS/PBS και οι 

µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης καλύφθηκαν µε τη χρήση του PowerBlock για 10 λεπτά. 

Έπειτα, οι ιστοί επωάσθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου (Θ∆) µε ένα εκ των 

πρωτοταγών αντισωµάτων µε τις ακόλουθες συνθήκες: 

 

Αντι-CRF: αραίωση 1/250, χρόνος επώασης 1 ώρα 

Aντι-Ucn: αραίωση 1/250, χρόνος επώασης 1 ώρα 

Αντι-κυτταροκερατίνη-7: αραίωση 1/30, χρόνος επώασης 1 ώρα 

Αντι-Fas: αραίωση 1/250, χρόνος επώασης 1 ώρα 
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Για την εξακρίβωση της ειδικότητας της χρώσης, παραλήφθηκε το 

πρωτοταγές αντίσωµα σε ορισµένους ιστούς. Μετά το χρόνο αυτό, οι ιστοί 

εκπλύθηκαν σε TBS για 10 min και επωάστηκαν µε το δευτεροταγές αντίσωµα 

Multilink για 20 min. Ακολουθεί έκπλυση για 10 min µε TBS και επώαση µε το 

ένζυµο της υπεροξειδάσης για 20 min, έκπλυση µε TBS, επώαση µε το διάλυµα 

χρωµογόνου (σε 5 ml διαλύτη προστίθενται 4 σταγόνες DAB και 2 σταγόνες Η2Ο2) 

για 5 min, έκπλυση µε νερό βρύσης για 10 min, επώαση µε αιµατοξυλίνη για 

αντίχρωση των πυρήνων για 1 min, έκπλυση µε νερό βρύσης για 10 min και τέλος 

κάλυψη των αντικειµενοφόρων πλακών µε καλυπτρίδες µε τη χρήση ειδικής κόλλας 

γλυκερόλης Glycergel. Οι ιστοί φωτογραφήθηκαν κάτω από µικροσκόπιο ορατού 

φωτός.  

Η ποσοτική εκτίµηση της έκφρασης των υπό εξέταση πεπτιδίων 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση µιας ηµι-ποσοτικής µεθόδου. Ο δείκτης IRS 

(immuno-reactive score) µε εύρος από 0 έως 12 υπολογίζεται από το γινόµενο της 

έντασης της χρώσης (βαθµονοµηµένη ως 0 = καθόλου χρώση, 1 = αδύναµη χρώση, 2 

= χρώση µέτριας έντασης, 3 = χρώση ισχυρής έντασης) και του ποσοστού των 

κυττάρων θετικών για τη χρώση (0 = κανένα χρωσµένο κύτταρο, 1 = χρωσµένα 

κύτταρα <10% επί του συνόλου των εξεταζοµένων κυττάρων, 2 = 11-50% των 

κυττάρων, 3 = 51-80% των κυττάρων και 4 = >81% των κυττάρων) (Remmele et al, 

1986).  

 

3.2.2. Έµµεση ανοσοκυτταροχηµεία σε κύτταρα AC1M88 

 

Υλικά – Συσκευές 

Kit ανοσοϊστοχηµειών βιοτίνης-στρεπταβιδίνης µε αλκαλική φωσφατάση (BioGenex) 

Aντικειµενοφόρες πλάκες καλλιέργειας (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) 

Μεθανόλη/PBS/TBS (Merck) 

Ανάστροφο µικροσκόπιο φωτός (Olympus) 

Φυσιολογικός ορός γίδας (GIBCO) 

Αντίσωµα αντι-CEACAM1 (Mab 4D1/C2, ευγενική χορηγία της Dr. AM Bamberger) 

Αιµατοξυλίνη (BioGenex) 

Glycergel (Dako) 
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Μέθοδος 

Για τη χρώση των ΑC1M88 κυττάρων µε ανοσοκυτταροχηµεία, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν έπειτα από επώαση µε τρυψίνη, 24 ώρες µετά από τoν οποιοδήποτε 

χειρισµό τον οποίο είχαν υποστεί και µεταφέρθηκαν σε αντικειµενοφόρους πλάκες 

καλλιέργειας, όπου παρέµειναν για άλλες 24 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

µονιµοποιήθηκαν µε επώαση µε µεθανόλη για 5 min και ακετόνη για 30 sec και 

αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια οι πλάκες 

πλύθηκαν µε TBS, επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 min µε 

φυσιολογικό ορό γίδας αραιωµένου 1:20 σε TBS και ακολούθως µε το ειδικό κατά 

του CEACAM1 αντίσωµα Mab 4D1/C2 σε συγκέντρωση 1µg/ml για 16 ώρες σε 

θερµοκρασία 4oC. Ακολούθησε επώαση µε το κατάλληλο βιοτυνιλιοµένο δεύτερο 

αντίσωµα και ανίχνευση της χρώσης µε το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση. Τέλος τα 

κύτταρα επωάσθηκαν µε αιµοτοξυλίνη για την αντίχρωση των πυρήνων τους και οι 

αντικειµενοφόρες πλάκες καλύφθηκαν µε καλυπτρίδες µε τη χρήση µέσου 

γλυκερίνης/ζελατίνης. 

 

3.2.3. Έµµεσος ανοσοφθορισµός σε κύτταρα πρωτογενών καλλιεργειών και 

µονιµοποιηµένους ιστούς και µικροσκοπία συνεστίασης (Confocal Laser Scanning 

Microscopy). 

 

Υλικά – Συσκευές 

Confocal laser scanning module (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Γερµανία)  

Ανάστροφο µικροσκόπιο εξοπλισµένο µε laser ιόντων αργού-κρυπτού (Zeiss IM35) 

Powerblock™ (BioGenex) 

Ξυλόλη/Αιθανόλη/PBS/TBS/H2O2/NaOH/κιτρικό οξύ (Merck) 

Αντισώµατα αντι-Ucn (Phoenix Pharmaceuticals), αντι-FasL (Santa Cruz), 

συνδεδεµένο µε FITC αντι-Fas (Dako), αντι-rabbit FITC/αντι-mouse ΤRITC 

(Chemicon), αντι-κυτταροκερατίνη-7 (Novocastra), αντι-rabbit Cy-3 (Dianova), 

συνδεδεµένο µε φυκοερυθρίνη αντι-CD45 (Coulter Instrumentation) 

DAPI (Molecular Probes) 

 

Μέθοδος 

Το µικροσκόπιο συνεστίασης είναι ένα µικροσκόπιο φθορισµού που 

χρησιµοποιεί ακτίνες laser για την εστίαση. Με τις ακτίνες laser είναι δυνατή η 
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εστίαση και φωτογράφηση ενός συγκεκριµένου επιπέδου της τοµής/κυττάρου. Εκτός 

της υψηλής διακριτής ικανότητας της µεθόδου, οι ιδιότητές της προσφέρουν την 

δυνατότητα συγκρότησης της τρισδιάστατης δοµής του µε διαδοχικές εστιάσεις σε 

διάφορα επίπεδα. 

Για τον ανοσοφθορισµό σε αποµονωµένους EΛΤ, τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες. Μετά από µονιµοποίηση µε ακετόνη για 10 λεπτά 

στους -20 οC, τα κύτταρα επωάσθηκαν µε το διάλυµα PowerBlock για 10 min για την 

κάλυψη των µη ειδικών θέσεων δέσµευσης και ακολούθως µε αντίσωµα κατά της 

Ucn σε αραίωση 1/100 σε TBS για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

ανοσοδραστικότητα της Ucn ανιχνεύθηκε µετά από επώαση των κυττάρων µε 

σηµασµένο µε FITC δευτεροταγές αντίσωµα κατά των αντισωµάτων κόνικλου για 45 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τέλος οι καλυπτρίδες επικολλήθηκαν σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες και φωτογραφήθηκαν κάτω από το µικροσκόπιο 

συνεστίασης. 

Για τα πειράµατα διπλού ανοσοφθορισµό χρησιµοποιήθηκαν τοµές 

παγωµένου ιστού. Οι τοµές αφέθησαν να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου για 

16 ώρες, µονιµοποιήθηκαν εκ νέου σε ακετόνη για 10 min και ενυδατώθηκαν σε PBS. 

Οι µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης καλύφθηκαν µε το διάλυµα καζεϊνης PowerBlock για 

10 min. Στη συνέχεια οι τοµές επωάστηκαν µε ένα εκ των παρακάτω αντισωµάτων ή 

συνδυασµό αντισωµάτων στις συνθήκες που αναφέρονται: 

 

(α) Αντι-Ucn: αραίωση 1/100 + Αντι-κυτταροκερατίνη-7: αραίωση 1/10, 

χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

(β) Αντι-FasL: αραίωση 1/75, χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

(γ) Συνδεδεµένο µε FITC αντι-Fas: αραίωση 2 µg/ml, χρόνος επώασης 16 

ώρες, 4οC 

 

Μετά από έκπλυση σε PBS οι τοµές επωάστηκαν αντίστοιχα µε τα παρακάτω 

αντισώµατα ή συνδυασµούς αντισωµάτων στις συνθήκες που αναφέρονται: 

 

(α) Αντι-rabbit FITC: αραίωση 1/200 + Αντι-mouse ΤRITC: αραίωση 1/200, 

χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

(β) Aντι-rabbit Cy-3: αραίωση 1/800, χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

(γ) Αντι-κυτταροκερατίνη-7: αραίωση 1/10, χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 
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Μετά από έκπλυση σε PBS οι τοµές (α) επωάστηκαν µε DAPI και 

καλύφθηκαν µε καλυπτρίδες, ενώ οι (β) και (γ) επωάστηκαν αντίστοιχα µε τα 

παρακάτω αντισώµατα στις συνθήκες που αναφέρονται: 

 

(β) Συνδεδεµένο µε φυκοερυθρίνη αντι-CD45: αραίωση 1/50, χρόνος 

επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

(γ) Αντι-mouse TRITC: αραίωση 1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, Θ∆ 

 

Μετά από έκπλυση σε PBS οι τοµές (β) και (γ) επωάστηκαν µε DAPI και 

καλύφθηκαν µε καλυπτρίδες. Οι τοµές φωτογραφήθηκαν είτε κάτω από µικροσκόπιο 

συνεστίασης είτε κάτω από απλό ανάστροφο µικροσκόπιο φθορισµού. 

 

3.2.4. Ανοσοαποτύπωση (Western Blot Analysis) 

 

Συνοπτικά η διαδικασία περιλαµβάνει συλλογή και προετοιµασία των 

δειγµάτων, ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου σε συνθήκες 

αποδιάταξης µε χρήση SDS, µεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, υβριδοποίησή της µε το 

αντίστοιχα κάθε φορά αντίσωµα και ανίχνευση της εκάστοτε πρωτεΐνης µε σύστηµα 

χηµειοφωταύγειας ECL.  

 

Συλλογή δειγµάτων  

 

Υλικά  

Μετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου: SDS (Serva)  

Tris (Bio-Rad Labs)  

NaCl, HCl, Bacitracin, Leupeptin, µη ιονικό απορρυπαντικό P-40: NP40, φαινυλο-

µεθυλ-σουλφονυλο φθορίδιο: PMSF, γλυκερόλη, διθειοθρεϊτόλη: DTT (Sigma)  

Αζίδιο του νατρίου: Sodium Azide (Merck)  

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) 

 

∆ιάλυµα λύσης: 1,50 mM Tris + 150 mM NaCl + 0.1 % SDS + 1 % µη ιονικό 

απορρυπαντικό P-40 (NP40) + 0.02 % αζίδιο του νατρίου  
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Το pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 8 µόνο µε Τris και NaCl. Το διάλυµα 

φυλάσεται στους 4οC.Πριν τη χρήση προστίθενται οι ειδικοί αναστολείς πρωτεασών 

0.1 µg/100 ml PMSF, 200 µg/ml Bacitracin, 10 µg/ml Leupeptin.  

 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες 6, 12 ή 24 οπών σε συγκέντρωση 

ανάλογη του κυτταρικού τύπου κάθε φορά µε θρεπτικό υλικό. Στη συνέχεια, το 

αρχικό υλικό αντικαθίσταται µε θρεπτικό υλικό πειραµάτων περιέχον τις προς µελέτη 

ουσίες. Τα κύτταρα επωάζονται για 24 ώρες και ακολούθως µαζεύονται, 

φυγοκεντρούνται και εκπλένονται µία φορά µε PBS. Κατόπιν, προστίθεται το 

διάλυµα λύσης και τα κύτταρα αφήνονται σε συνεχή ανάδευση για 30 λεπτά στον 

πάγο. Για την αποµάκρυνση των στερεών υπολλειµάτων, τα δείγµατα 

φυγοκεντρούνται στις 12.000 στροφές/λεπτό για 15 λεπτά. Τα υπερκείµενα (που 

περιέχουν τις προς µελέτη πρωτεΐνες) συλλέγονται και φυλάσσονται στους –80 οC.  

 

Προετοιµασία των δειγµάτων 

 

Υλικά  

Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης 2x (Sample buffer 2x) 

Tris.HCl (0,125Μ)  

SDS 4% (w/v) 

β-µερκαπτοαιθανόλη 4% (w/v) (Sigma) 

Γλυκερόλη 10% (w/v) 

Κυανούν της βρωµοφανόλης 0,02% (w/v) (Sigma) 

 

Στα δείγµατα προστίθεται ίσου όγκου διάλυµα µετουσίωσης 2x. Ακολουθεί 

βρασµός για 5 λεπτά στους 100 οC, τοποθέτηση στον πάγο για 3 λεπτά και 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό. Με την διαδικασία αυτή επιτυγχάνεται αποδιάταξη της 

τριτοταγούς και δευτεροταγούς δοµής της πρωτεΐνης, ενώ διατηρείται µόνο η 

πρωτοταγής της δοµή και επικαλύπτεται µε SDS. Το SDS χρησιµοποιείται ως 

αποδιατακτικός παράγοντας και επιπλέον προσδίδει στην πρωτεΐνη αρνητικό 

ηλεκτρικό φορτίο σχηµατίζοντας σύµπλοκα µαζί της σε καθορισµένη κατά βάρος 

αναλογία 14g SDS/g πρωτεΐνης.  
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Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης σε συνθήκες SDS-αποδιάταξης 

 

Υλικά και συσκευές 

Tris/HCl (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ)  

Χλωριούχο Nάτριο (NaCl) (Merk, Germany)  

Γλυκίνη (GIBCO, ΗΠΑ)  

Υπερθειϊκό αµµώνιο (Ammonium PerSulfate, APS): (NH4)S2O8 (Sigma, ΗΠΑ) 

Ακρυλαµίδιο (Serva, Γερµανία) 

∆ισ-ακρυλαµίδιο: N,N-µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο (Promega, ΗΠΑ)  

Tween-20 (Merk Germany)  

SDS (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ)  

TEMED (Ν,Ν,Ν,Ν τετρα-µεθυλενο αιθυλoδιαµίνη) (Serva, Γερµανία)  

Γλυκερόλη (Merk, Germany)  

Πρωτεινικοί δείκτες γνωστού µοριακού βάρους (Biorad, ΗΠΑ) 

Τροφοδοτικό (Hoefer, ΗΠΑ) 

Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Amersham) 

∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 30% 

Ακρυλαµίδιο 29.2% (w/v), ∆ισ-ακρυλαµίδιο 0.8% (w/v) 

∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 10x (1λίτρο)  

Τris/HCl 30.3g, Γλυκίνη 144.2g, SDS 10g, pΗ 8.3 

∆ιάλυµα διαχωρισµού 

Tris.HCl 1.5Μ, SDS 0.4 (w/v), pΗ 8.8  

∆ιάλυµα επιστοίβαξης 

Tris.HCl 0.5Μ, SDS 0.4% (w/v), pΗ 6.8 

 

Πήκτωµα διαχωρισµού 12% (30ml): ∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 30% 12 ml + διάλυµα 

διαχωρισµού 7.5 ml + απεσταγµένο νερό 9.9 ml + APS 10% 300µl + TEMED 12µl + 

SDS 10% 300µl 

 

Πήκτωµα επιστοίβαξης (10ml): ∆ιάλυµα ακρυλαµίδης 30% 1.7ml + διάλυµα 

επιστοίβαξης 1.25 ml + απιονισµένο νερό 6.8ml + APS 10% 100µl + TEMED 10µl + 

SDS 10% 100µl 
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Αρχικά παρασκευάζεται το πηκτωµα διαχωρισµού και αφήνεται να πήξει 

στην συσκευή ηλεκτροφόρησης. Προστίθεται στην συνέχεια το πήκτωµα 

επιστοίβαξης και τοποθετείται το κατάλληλο ‘χτένι’ µε τον αντίστοιχο αριθµό 

εσοχών όπου φορτώνονται τα δείγµατα των πρωτεϊνών καθώς και ένας δείγµα 

πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους (Marker). Τα δείγµατα κινούνται µε βάση το 

µοριακό τους βάρος σε ηλεκτρικό πεδίο που εφαρµόζεται αρχικά 150V και µετά την 

διέλευση τους από το διάλυµα επιστοίβαξης στα 280V. Η ηλεκτροφορητική 

κινητικότητα εξαρτάται από το µοριακό βάρος της πρωτεΐνης διότι το φορτίο/µονάδα 

µάζας είναι σταθερό. Η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων διαρκεί 1-2 ώρες. 

 

Μεταφορά των πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη 

 

Υλικά και συσκευές 

Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών (LKB, Bromma, Σουηδία) 

Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Schleicher & Schuell)  

Χαρτί Wattman 3mm (Amersham ΗΠΑ)  

Μεθανόλη, Τween-20 (Merk, Γερµανία) 

∆ιάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών: 500ml διαλύµατος ηλεκτροφόρησης 10x 

προστίθενται σε 1lt µεθανόλης και ο όγκος ρυθµίζεται στα 5lt. 

 

Όταν ολοκληρωθεί η ηλεκτροφορητική διαδικασία η πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου αποµακρύνεται από την συσκευή. ∆ιαχωρίζεται η πηκτή 

επιστοίβαξης και λαµβάνεται µόνο η πηκτή διαχωρισµού που εµπεριέχει τις 

πρωτεΐνες. Τοποθετείται στο διχτυωτό πλέγµα της συσκευής µεταφοράς πρωτεϊνών 

σε µορφή ‘σάντουιτς’ που αποτελείται από τα εξής: χαρτί wattman,  πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου, µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ξανά χαρτί wattman. Το πλέγµα 

τοποθετείται στην συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών και εφαρµόζεται ηλεκτρικό πεδίο 

0.8mΑ για 1.5 ώρα. Οι πρωτεΐνες στην πηκτή πολυακρυλαµιδίου όπως αναφέρθηκε 

είναι αρνητικά φορτισµένες. Προς τον θετικό πόλο τοποθετείται η νιτροκυτταρίνη. Οι 

πρωτεΐνες λόγω του αρνητικού τους φορτίου µεταφέρονται από την πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου στην µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Όταν τελειώσει η διαδικασία της 

µεταφοράς η µεµβράνη µπορεί να φυλαχτεί στους 4οC ή να επωαστεί µε το 

κατάλληλο αντίσωµα για τον προσδιορισµό κάποιας πρωτεΐνης. 
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Ανοσοπροσδιορισµός πρωτεϊνών µε υβριδοποίηση σε νιτροκυτταρίνη  

 

Υλικά και συσκευές  

Ξηρό γάλα (Regilait) χωρις λιπαρά 

Πρώτο αντίσωµα κατά της πρωτεΐνης που θα µελετηθεί κάθε φορά  

∆εύτερο αντίσωµα κατά του πειραµατοζωου στο οποίο έχει αναπτυχθεί το πρώτο 

αντίσωµα  

Συστηµα χηµειοφωταύγιας ECL (Amersham USA)  

Φίλµ εµφάνισης υψηλής ευαισθησίας (Kodak)  

∆ιαλύµα ΤΒS-T (10x) (Tris/HCl 20mM + NaCl 137mM + Tween-20 0.1%, pΗ 7.6) 

∆ιάλυµα αφαίρεσης πρωτεϊνών (Stripping buffer) (Tris/HCl 62.5mM + β-

µερκαπτοαιθανόλη + 100mM SDS 2%, pΗ 6.7 ) 

 

Αντισώµατα 

Αντι-FasL (Q20, Santa Cruz) σε αραίωση 1:400 

Aντι-CEACAM1 (4D1/C2) σε συγκέντρωση 1 µg/ml (ευγενική χορηγία της Dr. AM 

Bamberger) 

Αντι-Actin (Chemicon, ΜΑΒ1501) σε αραίωση 1:1000 

Anti-mouse (IM0817), anti-rabbit (IM0831) (Immunotech, Γαλλία) και anti-goat (sc-

2020, Santa Cruz) δεύτερα αντισώµατα συνδεδεµένα µε υπεροξειδάση του χρένου 

(ΗRP).  

 

Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης επωάζεται µε ξηρό γάλα 5% σε TBS-T για 1 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Με τον τρόπο αυτό δεσµεύονται οι µη ειδικές θέσεις 

δέσµευσης. Ακολουθεί έκπλυση της µεµβράνης µε TBS-T. Η µεµβράνη επωάζεται 

στη συνέχεια µε πρωτοταγές αντίσωµα ειδικό για κάθε πρωτεΐνη µέχρι την επόµενη 

ηµέρα στους 4οC υπό ανάδευση. Ακολουθεί έκπλυση της µεµβράνης µε TBS-T και 

επώαση  µε το δευτεροταγές αντίσωµα για µία ώρα σε Θ∆. Η µεµβράνη εκπλένεται 

µε TBS-T και επωάζεται τέλος µε το σύστηµα χηµειοφωταύγιας ECL για 1 λεπτό 

Ακολουθεί έκθεση στo φίλµ και εµφάνιση σε εµφανιστικό µηχάνηµα. Η ένταση της 

κάθε ζώνης είναι ανάλογη της ποσότητας της συγκεκριµένης κάθε φορά πρωτεΐνης 

και µετράται µε την χρήση του λογισµικού Τina Scan. Η ποσότητα της κάθε 

πρωτεϊνης κανονικοποιείται ως προς την ποσότητα της ακτίνης στο ίδιο δείγµα, όπως 

αυτή εκφράζεται από την ένταση της αντίστοιχης ζώνης. Σε πολλές περιπτώσεις είναι 
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αναγκαίο να γίνει ανίχνευση περισσότερων από µία πρωτεϊνών στην ίδια 

νιτροκυτταρίνη. Αυτό επιτυγχάνεται µε επώαση της µεµβράνης για 30 λεπτά στους 

50oC µε το διάλυµα αφαίρεσης των συνδεδεµένων πρωτεϊνών (αντισωµάτων) 

(stripping). Ακολουθεί έκπλυση µε ΤΒS-Τ και επανάληψη της παραπάνω 

διαδικασίας. 

 

3.2.5. Κυτταροµετρία ροής για την ποσοτικοποίηση της έκφρασης 

µεµβρανικών πρωτεϊνών 

 

Υλικά - Συσκευές 

Κυτταροµετρητής Beckton-Dickinson FACSArray (Beckton-Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ) 

Software προγράµµατα CELLQuest (Beckton-Dickinson) και ModFit LT (Verify 

Software, Topsham, MN) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) 

Ιonomycin (Ι) (Sigma-Aldrich, USA) 

r/hCRF (Tocris) 

hUCN (Sigma-Aldrich) 

Antalarmin (ευγενική χορηγία του Dr. GP Chrousos) 

Αντι-FasL (Q20, Santa Cruz) σε αραίωση 1:200 

Aντι-CEACAM1 (4D1/C2) σε συγκέντρωση 1 µg/ml (ευγενική χορηγία της Dr. AM 

Bamberger) 

Αντι-rabbit και αντι-mouse συζευγµένα µε FITC (Chemicon) σε αραίωση 1:200 

 

Η κυτταροµετρία ροής είναι η τεχνολογία που επιτρέπει την ταυτόχρονη 

µέτρηση πολλαπλών φυσικοχηµικών χαρακτηριστικών ενός κυττάρου ή αλλου 

στοιχείου (π.χ. κυτταρικών οργανιδίων, διαλυτής πρωτεϊνης, βακτηριδίου κλπ). Οι 

µετρήσεις αυτές γίνονται σε κάθε κύτταρο ή στοιχείο που βρίσκεται σε ροή και 

περιβάλλεται από ένα σύστηµα περιρροής. Επίσης χρησιµοποιείται στον διαχωρισµό 

κυττάρων σε οµάδες µε κοινά χαρακτηριστικά, όπως το µέγεθος, ο όγκος και το 

δυναµικό ή το pH των κυττάρων (φυσικοχηµικές ιδιότητες). Ο κυτταροµετρητής 

ροής λειτουργεί ως εξής: Τα κύτταρα περνάνε ένα-ένα µπροστά από µια δέσµη 

φωτός, συνήθως από ένα laser, και κατατάσσονται ανάλογα µε δύο παραµέτρους: (α) 
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Τα µορφολογικά, δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά των κυττάρων που 

προκαλούν διασκόρπιση της δέσµης φωτός και (β) Την εκποµπή φθορισµού από 

χηµικές ενώσεις των κυττάρων. Με την ανάπτυξη αντισωµάτων συνδεδεµένων µε 

φθορίζουσες ενώσεις είναι δυνατή η µέτρηση πρωτεϊνών που βρίσκονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων. 

Για την εκτέλεση των πειραµάτων τα κύτταρα καλλιεργούνται µε θρεπτικό 

υλικό σε πλάκες 6, 12 ή 24 οπών σε συγκέντρωση ανάλογη του κυτταρικού τύπου 

κάθε φορά. Στη συνέχεια, το αρχικό υλικό αντικαθίσταται µε θρεπτικό υλικό 

πειραµάτων περιέχον τις προς µελέτη ουσίες. Τα κύτταρα επωάζονται για 24 ώρες 

και ακολούθως µαζεύονται, φυγοκεντρούνται και εκπλένονται µία φορά µε PBS. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται είτε µε το αντι-FasL είτε µε το αντι-CEACAM1 

αντίσωµα για 1 ώρα. Έπειτα εκπλένονται µε PBS και επωάζονται µε το κατάλληλο 

δευτεροταγές αντίσωµα. Για το αρνητικό κοντρόλ χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα από 

επιλεκτικές διακοπές κυήσεων και τα οποία είχαν επωαστεί µε PMA και ionomycin. 

Στην περίπτωση αυτή ακολουθήθηκε το ίδιο πρωτόκολλο παραλείποντας το 

πρωτοταγές αντίσωµα. Τα δείγµατα εξετάζονται εντός 20 λεπτών µε κυτταροµετρία 

ροής, µε τη χρήση κυτταροµετρητή τύπου Beckton-Dickinson FACSArray και 

αναλύονται µε το πρόγραµµα CELLQuest και ModFit LT. 

 

3.2.6. Παροδικές διαµολύνσεις των AC1M88 κυττάρων 

 

Υλικά και συσκευές 

Αντιδραστήριο LipofectAMINE PLUS (Life Technologies, Karlsruhe, Germany) 

Φορέας pcDNA3.1(-) (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) 

 

Μέθοδος 

Οι διαµολύνσεις των AC1M88 κυττάρων πραγµατοποιήθηκαν µε το 

αντιδραστήριο LipofectAMINE PLUS (Life Technologies, Karlsruhe, Germany). Μια 

ηµέρα πριν από τη διαµόλυνση τα κύτταρα στρώθηκαν σε πλάκες των 6 θέσεων σε 

µια συγκέντρωση 500.000 κυττάρων/θέση. Έπειτα από 24 ώρες, το θρεπτικό µέσο 

αντικαταστήθηκε µε 0.8 ml θρεπτικού υλικού ελεύθερου από FCS, σε κάθε θέση. Τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 1 µg πλασµιδίου DNA µε το PLUS αντιδραστήριο και 

lipofectamine, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Έπειτα από 3 ώρες 

επώασης µε το µείγµα αυτό, προστέθηκε σε κάθε θέση 1 ml θρεπτικού περιέχον 20% 
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FCS. Τα κύτταρα συλλέχθησαν έπειτα από 24 ώρες. Η κατασκευή των φορέων που 

περιείχαν το γονίδιο του CEACAM1/L στο πλασµίδιο pcDNA3.1(-) περιγράφηκε 

πρόσφατα (Ebrahimnejad et al, 2004). Ο φορέας pcDNA3.1(-) (Invitrogen, Karlsruhe, 

Germany) χρησιµοποιήθηκε σαν αρνητικό κοντρόλ για τα πειράµατα διαµόλυνσης. 

 

3.2.7. Μελέτες διεισδυτικότητας 

 

Υλικά και συσκευές 

CRF (Sigma) 

Antalarmin (ευγενική προσφορά του Dr. GP Chrousos) 

αντι-CEACAM1 αντίσωµα (ευγενική προσφορά της Dr. AM Bamberger) 

κιτ MatrigelTM (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) 

Ανάστροφο µικροσκόπιο φωτός (Olympus) 

 

Μέθοδος 

Η διεισδυτική ικανότητα των αποµονωµένων κυττάρων ΕΛΤ (έπειτα από 

επώαση µε 100 nM CRF ή/και 1 µΜ ανταλαρµίνης) και των κυττάρων AC1M88) 

(έπειτα από την διαµόλυνση µε τους φορείς του CEACAM1/L γονιδίου και την 

επώαση µε το αντι-CEACAM1 αντίσωµα), µελετήθηκε µε τους θαλάµους διείσδυσης 

MatrigelTM (πλάκες των 24 θέσεων) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Εικοσι τέσσερις ώρες µετά από τη διαµόλυνση µε τον φορέα ή µε το πλασµίδιο 

αναφοράς, τα κύτταρα επωάσθηκαν µε τρυψίνη, συλλέχθησαν σε φρέσκο θρεπτικό 

υλικό και µεταφέρθηκαν στις θέσεις διείσδυσης του κιτ (25.000 κύτταρα/θέση). Για 

να είναι δυνατή η σύγκριση, ο ίδιος αριθµός κυττάρων τοποθετήθηκε στον ίδιο 

αριθµό θέσεων χωρίς µεµβράνη matrigel. Όλα τα τεστ πραγµατοποιήθηκαν 

παράλληλα. Έπειτα από επώαση σε επωαστήρα κυτταρικών καλλιεργειών, παρουσία 

CRF ή/και ανταλαρµίνης ή αντι-CEACAM1 αντισώµατος για 24 ώρες (αποµονωµένη 

ΕΛΤ) ή 48 ώρες (ΑC1M88), τα κύτταρα που δεν είχαν διεισδύσει τη µεµβράνη 

αποµακρύνθηκαν από την άνω επιφάνειά της και τα κύτταρα στη κάτω επιφάνεια 

χρώστηκαν µε υλικά του κιτ. Οι µεµβράνες αποκολλήθηκαν και τοποθετήθηκαν σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες. Τα κύτταρα που είχαν περάσει µέσα από τις µεµβράνες 

µετρήθηκαν σε 3 οπτικά πεδία της κεντρικής περιοχής των µεµβρανών. Η δράση του 

υπο εξέταση γονιδίου στο διεισδυτικό δυναµικό των κυττάρων παρουσία ή απουσία 

του αντι-CEACAM1 αντισώµατος, υπολογίστηκε σε σύγκριση µε τον αριθµό των 
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κυττάρων που παρατηρήθηκαν µετά από διαµόλυνση µε το πλασµίδιο αναφοράς 

(=100%). Για τα κύτταρα ΕΛΤ, η δράση του CRF ή/και της ανταλαρµίνης, ή του 

αντι-CEACAM1 αντισώµατος στη διεισδυτικότητά τους, υπολογίστηκε σε σύγκριση 

µε τον αριθµό των κυττάρων που παρατηρήθηκαν στα κύτταρα χωρίς προσθήκη των 

ανωτέρω µορίων. 

 

3.2.8. Ποσοτική εκτίµηση της απόπτωσης.  

 

3.2.8.1. Μέθοδος ApoPercentage 

 

Υλικά – Συσκευές 

APOpercentage kit (Biocolor, UK) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) 

Φωτόµετρο ELISA (Chantilly, VA) 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) 

Ιonomycin (Ι) (Sigma-Aldrich, USA) 

r/hCRF (Tocris) 

hUCN (Sigma-Aldrich) 

Antalarmin (ευγενική χορηγία του Dr. GP Chrousos) 

Αντίσωµα κατά του Fas υποδοχέα (blocking αντίσωµα) (SM1/23, ALEXIS 

Biotechnologies) 

 

Μέθοδος 

Η µέτρηση της κυτταρικής απόπτωσης µε την µέθοδο APOpercentage 

στηρίζεται στη χρήση µιας χρωστικής που εισέρχεται εκλεκτικά στα κύτταρα που 

οδεύουν προς απόπτωση. Στα πρώτα στάδια της απόπτωσης, η φωσφοτιδυλοσερίνη 

της µεµβρανικής διπλοστοιβάδας εξέρχεται στην εξωτερική πλευρά της κυτταρικής 

µεµβράνης. Το φαινόµενο αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την δηµιουργία µιας 

«βιοχηµικής τρύπας» στη µεµβράνη των κυττάρων γεγονός που εκµεταλλεύεται η 

συγκεκριµένη µέθοδος. Συγκεκριµένα, η ειδικά σχεδιασµένη χρωστική εισέρχεται 

µέσα στα κύτταρα, ακριβώς λόγω της αναστροφής αυτής των λιπιδίων της 

µεµβράνης, αλλά δεν µπορεί να εξέλθει. Έτσι, παγιδεύεται εντός των κυττάρων έως 

την πλήρη λύση τους. 
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Για το συγκεκριµένο πείραµα, τα κύτταρα τοποθετούνται σε πλάκες 96 οπών 

µε επίπεδη βάση (96-well plates, flat bottom well type). Η χρωστική ApoPercentage 

που χρησιµοποιείται έχει έντονο κόκκινο χρώµα, έτσι ώστε να είναι δυνατή η 

παρατήρηση των κυττάρων και η φωτογράφησή τους ακόµα και µε ένα κοινό 

µικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Ο προτεινόµενος χρόνος παραµονής της χρωστικής 

στα µε τα κύτταρα είναι από µισή έως µία ώρα. Τα αποπτωτικά κύτταρα 

χρωµατίζονται κόκκινα, ενώ τα ζωντανά κύτταρα παραµένουν λευκά. Τα κύτταρα 

ξεπλένονται κατόπιν µε PBS δύο φορές και προστίθεται Dye Release Reagent 

(παρέχεται από το kit), το οποίο λύει τα κύτταρα και απελευθερώνει στο 

σχηµατιζόµενο διάλυµα την χρωστική µετά από 10 λεπτά ανάδευσης.  Το χρώµα 

µετράται σε φωτόµετρο ELISA σε µήκος κύµατος 550nm (µε µήκος κύµατος 

αναφοράς τα 620nm). Για την ελαχιστοποίηση του εύρους λάθους, χρησιµοποιείται 

µια τριπλέτα οπών στην πλάκα για κάθε συνθήκη του πειράµατος. 

Στα πειράµατα που έγιναν µελετήθηκε αρχικά η επίδραση των διαφόρων 

προσθετικών ουσιών στην απόπτωση της κυτταρικής σειράς της ΕΛΤ (AC1M88). Οι 

πλάκες των 96 οπών επιστρώθηκαν µε 2x104 τροφοβλάστες/οπή. Τα κύτταρα 

αφέθηκαν για 8 ώρες µέσα σε επωαστήρα κυτταρικών καλλιεργειών προκειµένου να 

προσκολληθούν σταθερά στο έδαφος της πλάκας. Ακολούθως επωάστηκαν για 32 

ώρες µε τις διάφορες ουσίες (CRF, Ucn, a-Fas, antalarmin, PMA+I). 

Ακολούθως µελετήθηκε η επίδραση των φθαρτικών λεµφοκυττάρων στη 

κυτταρική σειρά της ΕΛΤ AC1M88. Οι πλάκες επιστρώθηκαν ως ανωτέρω και 

παρέµειναν για 8 ώρες µέσα σε επωαστήρα. Οι τροφοβλάστες βρίσκονταν µέσα σε 

100 ml του θρεπτικού τους υλικού DMEM/F12, ενώ σε ορισµένες συνθήκες 

προστέθηκαν εξαρχής µέσα στο θρεπτικό υλικό 2µg από το αντίσωµα κατά του Fas 

υποδοχέα. Έπειτα από τη συµπλήρωση των 8 ωρών προσθέτονταν σε κάθε οπή και 

πάνω από τους τροφοβλάστες 2x105 φθαρτικά λεµφοκύτταρα, µε αποτέλεσµα µια 

αναλογία κυττάρων στόχων προς κυττάρων δραστών ίση µε 1 προς 20 περίπου. Τα 

λεµφοκύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν για το πείραµα και προέρχονταν από 

πλακούντες αποβολών, δεν υπεβλήθησαν σε κάποια προηγούµενη διαδικασία. Τα 

λεµφοκύτταρα που προέρχονταν από επιλεκτικές διακοπές κυήσεως είτε δεν 

υπεβλήθησαν επίσης σε καµία διαδικασία, είτε υπεβλήθησαν σε διάφορες επωάσεις 

ανάλογα µε τη συνθήκη. Συγκεκριµένα, είτε προ-επωάστηκαν µε 10 ng/ml PMA και 

1 µg/ml ionomycin (I), είτε µε 100 nM CRF ± antalarmin, είτε µε 100 nM Ucn ± 

antalarmin. Όλες οι επωάσεις διήρκησαν 24 ώρες. Τα κύτταρα τα οποία δεν 
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υπέστησαν κάποια προ-επώαση παρέµειναν µέσα στο θρεπτικό τους υλικό για 24 

ώρες, διάστηµα κατά το οποίο γίνονταν παράλληλα οι 24ωρες προ-επωάσεις των 

λεµφοκυττάρων των άλλων συνθηκών. Οι τροφοβλάστες και τα λεµφοκύτταρα συν-

επωάστηκαν µέσα στις πλάκες των 96 οπών για 24 ώρες, είτε µέσα σε θρεπτικό υλικό 

µόνο, είτε µε την παρουσία των ουσιών που χρησιµοποιήθηκαν για την προ-επώασή 

τους. Μετά το πέρας του διαστήµατος αυτού, οι οπές τις πλάκας εκπλύθηκαν ήπια για 

να αποµακρυνθούν τα υπερκείµενα λεµφοκύτταρα. Στη συνέχεια προστέθηκε η 

χρωστική του κιτ και ακολουθήθηκαν οι οδηγίες οι οδηγίες του κατασκευαστή όπως 

αναφέρθηκε ανωτέρω. 

 

3.2.8.2. Χρώση µε Ανεξίνη V και Ιωδιούχο Προπίδιο 

 

Υλικά – Συσκευές 

Ανεξίνη-V (Αnnexin-V) και ιωδιούχο προπίδιο (Propidium Iodide, PI) kit (BD 

Biosciences Pharmingen, San Diego, CA 92121, USA)  

Κυτταροµετρητής Beckton-Dickinson FACSArray (Beckton-Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ) 

Software προγράµµατα CELLQuest (Beckton-Dickinson) και ModFit LT (Verify 

Software, Topsham, MN) 

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, USA) 

Ιonomycin (Ι) (Sigma-Aldrich, USA) 

r/hCRF (Tocris) 

hUCN (Sigma-Aldrich) 

Antalarmin (ευγενική χορηγία του Dr. GP Chrousos) 

Αντίσωµα κατά του Fas υποδοχέα (blocking αντίσωµα) (SM1/23, ALEXIS 

Biotechnologies) 

 

Μέθοδος 

Η µέθοδος της χρώσης µε Annexin-V και PI βασίζεται στην ιδιότητα της 

Annexin-V να προσδένεται στα λιπίδια φωσφατιδυλοσερίνης. Αυτά βρίσκονται 

φυσιολογικά στην εσωτερική πλευρά της κυτταρικής µεµβρανικής διπλοστοιβάδας, 

αλλά µετακινούνται στην εξωτερική πλευρά στα πρώτα στάδια της απόπτωσης. 

Επίσης η µέθοδος εκµεταλλεύεται την ιδιότητα του ΡΙ να εισέρχεται µέσα σε 
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νεκρωτικά κύτταρα. Έτσι εκτιµάται το ποσοστό αποπτωτικών και νεκρωτικών 

κυττάρων ως προς τα ζώντα φυσιολογικά κύτταρα. Η Annexin-V είναι συζευγµένη µε 

φθορίζουσα χρωστική (FITC) για την ακριβή ποσοτικοποίηση των δειγµάτων µε τη 

χρήση της κυτταροµετρίας ροής.  

Για την εκτέλεση των πειραµάτων ακολουθήθηκαν τα ίδια ακριβώς βήµατα τα 

οποία περιγράφονται στην παράγραφο της ποσοτικής εκτίµησης της απόπτωσης µε 

την µέθοδο ApoPercentage, έως το σηµείο της ήπιας έκπλυσης των πλακών 96 οπών 

για την αποµάκρυνση των υπερκείµενων λεµφοκυττάρων. Ακολούθως, εκπλένονται 

βίαια οι οπές για να συλλεχθούν οι προσκολληµένοι στην πλάκα τροφοβλάστες 

(AC1M88). Οι τελευταίοι συλλέγονται σε PBS στους 4οC, φυγοκεντρούνται και η 

κυτταρικές πελέτες επαναδιαλύονται σε 100 µl διαλύµατος πρόσδεσης (binding 

buffer, παρέχεται από το kit). Ακολουθεί η επώαση για 20 min µε 5 µl annexin-V και 

5 µl PI, αραίωση του διαλύµατος µε 400 µl διαλύµατος πρόσδεσης και µέτρηση στον 

κυτταροµετρητή ροής.  τα δείγµατα εξετάζονται εντός 20 λεπτών µε κυτταροµετρία 

ροής, µε τη χρήση κυτταροµετρητή τύπου Beckton-Dickinson FACSArray και 

αναλύονται µε το πρόγραµµα CELLQuest και ModFit LT. 

 

3.2.8.3. Μέθοδος TUNEL 

 

Υλικά – Συσκευές 

Ανάστροφο µικροσκόπιο εξοπλισµένο µε laser ιόντων αργού-κρυπτού (Zeiss IM35) 

In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein (kit εντοπισµού της απόπτωσης µε 

φθορισµό) (Roche, USA) 

Ξυλόλη/Αιθανόλη/PBS/TBS/H2O2/NaOH/κιτρικό οξύ (Merck) 

PowerBlock™ (BioGenex) 

Αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-7 (Novocastra) 

Anti-mouse TRITC αντίσωµα (Chemicon) 

DAPI (4´,6-Diamino-2-phenylindole) (Molecular Probes) 

 

Μέθοδος 

Χαρακτηριστικό γνώρισµα της απόπτωσης αποτελεί ο κατακερµατισµός του 

DNA. Η διαδικασία αυτή έχει σαν αποτέλεσµα το σχηµατισµό θραυσµάτων DNA 

(nicks) τα οποία µπορούν να ανιχνευθούν µε τη χρώση των ελεύθερων 3’-ΟΗ άκρων 

τους µε τροποποιηµένα νουκλεοτίδια, στην συγκεκριµένη περίπτωση dUTP 
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σηµασµένο µε φθορίζουσα χρωστική. Το ένζυµο τελική δεοξυνουκλεοτιδυλο-

τρανσφεράση (TdT) καταλύει τον πολυµερισµό των δεοξυριβονουκλεοτιδίων στο 3’-

άκρο των θραυσµάτων DNA, ως εκ τούτου και το όνοµα της µεθόδου TUNEL (ΤdT-

mediated dUTP-nick end labeling). 

Στη παρούσα µελέτη, η µέθοδος εφαρµόστηκε σε τοµές παραφίνης, 

προερχόµενες από το πλακουντιακό υλικό που συλλέχθηκε όπως αναφέρθηκε 

ανωτέρω. Πριν την εφαρµογή της µεθόδου, οι τοµές επεξεργάστηκαν κατά τον τρόπο 

που περιγράφεται στη παράγραφο των ανοσοϊστοχηµειών σε τοµές παραφίνης, έως το 

σηµείο του αποκλεισµού των µη ειδικών θέσεων πρόσδεσης στον ιστό µε τη χρήση 

διαλύµατος καζεϊνης PowerBlock. Ακολούθως εφαρµόστηκε η µέθοδος TUNEL 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ένα µέρος από το διάλυµα του ενζύµου 

(TdT) και 9 µέρη από τα σηµασµένα νουκλεοτίδια (fluorescein-dUTP) 

αναµειγνύονται για το σχηµατισµό του διαλύµατος εργασίας. Οι ιστοί επωάζονται για 

1 ώρα µε το διάλυµα εργασίας στο σκοτάδι στους 37οC και σε ατµόσφαιρα 

κορεσµένη σε υδρατµούς. Ακολουθεί ανοσοφθορισµός µε το αντίσωµα κατά της 

κυτταροκερατίνης-7 όπως αναφέρεται στην παράγραφο των ανοσοφθορισµών και 

κάλυψη των αντικειµενοφόρων πλακών µε καλυπτρίδα χρησιµοποιώντας DAPI για 

µη ειδική χρώση των πυρήνων. 

Για την εξαγωγή στατιστικά σηµαντικών αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν 

16 διαφορετικά µπλοκ ιστών (n=8 για τις αποβολές και n=8 για τις διακοπές 

κυήσεως). Από κάθε µπλοκ εξετάστηκαν 5 έως 8 τοµές µε απόσταση µεταξύ τους 

άνω των 50 µm. Σε κάθε τοµή επιλέχθηκαν τυχαία πεδία µικροσκοπίου σε µεγέθυνση 

x400 σε περιοχές όπου η διάµεση ΕΛΤ διεισδύει στον φθαρτό. Στα πεδία αυτά 

µετρήθηκαν ο ολικός αριθµός των κυττάρων διάµεσης ΕΛΤ και ο αριθµός των 

αποπτωτικών κυττάρων διάµεσης ΕΛΤ. Σε κάθε τοµή ο αριθµός των ολικών 

τροφοβλαστών που µετριόνταν µε την ανωτέρω µέθοδο ήταν τουλάχιστον 300. Ο 

αριθµός των αποπτωτικών πυρήνων των θετικών για κυτταροκερατίνη ΕΛΤ 

εκφράσθηκε σαν το επί τοις εκατό ποσοστό των ολικών ΕΛΤ θετικών για 

κυτταροκερατίνη που µετρήθηκαν σε κάθε τοµή. Κάθε τοµή εκτιµήθηκε από δύο 

ερευνητές. Η µη ειδική χρώση αποκλείσθηκε µε την παράληψη του ενζύµου της 

µεθόδου σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή, όπως επίσης µε την παράληψη 

του αντισώµατος κατά της κυτταροκερατίνης. Η φωτογράφηση έγινε µε ανάστροφο 

µικροσκόπιο φθορισµού. 
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3.2.8.4. Μέθοδος M30 

 

Υλικά – Συσκευές 

Confocal laser scanning module (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Γερµανία)  

Αντίσωµα M30 CytoDΕΑΤΗ (Alexis) 

Συνδεδεµένο µε Cy-3 αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης (Micromet) 

Συνδεδεµένο µε Cy-2 αντι-mouse αντίσωµα (Dianova) 

Ξυλόλη/Αιθανόλη/PBS/TBS/H2O2/NaOH/κιτρικό οξύ (Merck) 

PowerBlock™ (BioGenex) 

 

Μέθοδος 

Ένα από τα πρώτα γεγονότα της απόπτωσης είναι ο κατακερµατισµός των 

πρωτεϊνικών δοµών του κυττάρου. Η ενεργοποίηση των κασπασών εκτελεστών έχει 

σαν αποτέλεσµα την ενζυµική λύση διαφόρων πρωτεϊνών µεταξύ των οποίων και η 

κυτταροκερατίνη-18. H λύση της τελευταίας αποδίδει θραύσµατα µε συνέπεια την 

αποκάλυψη επιτόπων που στο ακέραιο µόριο δεν είναι προσβάσιµοι (νεοεπίτοποι). 

Κατά τα πρώτα στάδια της απόπτωσης είναι δυνατή η αναγνώριση των νεοεπιτόπων 

αυτών, σε αντίθεση µε τη νέκρωση όπου το κύτταρο απελευθερώνει ή περιέχει µόνο 

ακέραιη κυτταροκερατίνη-18. Πάνω στο γεγονός αυτό βασίζεται η µέθοδος Μ30 που 

ουσιαστικά αποτελεί την ανοσοϊστοχηµική/ανοσοκυτταροχηµική αναγνώριση των 

θραυσµάτων της κυτταροκερατίνης-18 σε αποπτωτικά κύτταρα που την εκφράζουν, 

δηλαδή σε κύτταρα επιθηλιακής προέλευσης. 

Στη παρούσα µελέτη, η µέθοδος εφαρµόστηκε σε τοµές παραφίνης, 

προερχόµενες από το πλακουντιακό υλικό που συλλέχθηκε όπως αναφέρθηκε 

ανωτέρω. Πριν την εφαρµογή της µεθόδου, οι τοµές επεξεργάστηκαν κατά τον τρόπο 

που περιγράφεται στη παράγραφο των ανοσοϊστοχηµειών σε τοµές παραφίνης, έως το 

σηµείο του αποκλεισµού των µη ειδικών θέσεων πρόσδεσης στον ιστό µε τη χρήση 

διαλύµατος καζεϊνης PowerBlock. Ακολούθως, οι τοµές µε το αντίσωµα Μ30, στη 

συνέχεια µε το δευτεροταγές συνδεδεµένο µε Cy-2 αντι-mouse αντίσωµα και τέλος 

µε το συνδεδεµένο µε Cy-3 αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης. Στο µεσοδιάστηµα 

των βηµάτων έγιναν πλύσεις µε PBS. Όλα τα αντισώµατα αραιώθηκαν 1/200 και όλες 

οι επωάσεις έγιναν για 1 ώρα σε Θ∆. Τέλος έγινε κάλυψη των αντικειµενοφόρων 

πλακών µε καλυπτρίδα χρησιµοποιώντας DAPI για µη ειδική χρώση των πυρήνων. 
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Για την εξαγωγή στατιστικά σηµαντικών αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν 

16 διαφορετικά µπλοκ ιστών (n=8 για τις αποβολές και n=8 για τις διακοπές 

κυήσεως). Η µελέτη των ιστών έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο της 

µεθόδου TUNEL. Η φωτογράφηση έγινε µε µικροσκόπιο συνεστίασης. 

 

3.2.9 Αποµόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσµατα και 

οµογενοποιηµένους ιστούς 

 

Υλικά και συσκευές  

Trizol (Τrizol reagentTM, Sigma, USA)  

Χλωροφόρµιο (Sigma, USA)  

Ισοπροπανόλη, Αιθανόλη (Merck, Γερµανία)  

 

Μέθοδος  

Τα κύτταρα συλλέγονται και φυγοκεντρούνται σε 1.500 στροφές ανά λεπτό, 

για 10 λεπτά. Ξεπλένονται µε PBS και κατόπιν διαλύονται σε 1 ml Τrizol (ανά 5-10 

εκατοµµύρια κύτταρα) που περιέχει µίγµα θειοκυανιούχου γουανιδίνης και φαινόλης. 

Αντίστοιχα κόβονται τα επιθυµητά τµήµατα των ιστών και οµογενοποιούνται µε τη 

χρήση οµογενοποιητή και αποστειρωµένων εµβόλων. Τα οµογενοποιήµατα των 

ιστών διαλύονται σε 1 ml Τrizol (ανά 5-10 εκατοµµύρια κύτταρα) που περιέχει µίγµα 

θειοκυανιούχου γουανιδίνης και φαινόλης. Τα δείγµατα στη συνέχεια ακολουθούν 

κοινή πορεία ως εξής. Αφήνονται για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Έπειτα 

προστίθενται 200 µl χλωροφόρµιο. Μετά από ισχυρή ανάδευση (15sec), το διάλυµα 

αφήνεται σε ηρεµία για 15 λεπτά. Ο διαχωρισµός των φάσεων ολοκληρώνεται µε 

φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές ανά λεπτό για 15 λεπτά. H φυγοκέντρηση 

διαχωρίζει το µίγµα σε 3 φάσεις: Στην οργανική φάση (κόκκινου χρώµατος) που 

περιέχει τις πρωτεΐνες, στην µεσόφαση που περιέχει το DNA και στην υδατική φάση 

(άχρωµη) που περιέχει το RNA. Για την κατακρήµνιση του RNA, η υδατική φάση, η 

οποία µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο, επωάζεται µε 500µl ισοπροπανόλης για 5- 10 

λεπτά και κατόπιν φυγοκεντρείται στις 12.000 στροφές ανά λεπτό για 10 λεπτά.To 

RNA εκπλένεται κατόπιν µε 1ml αιθανόλης 75%, αφήνεται να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται σε 50µl Η2Ο. Για καλύτερη διάλυση θερµαίνεται για 5 λεπτά στους 

65οC. Για την εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του RNA µετρούνται οι 

απορροφήσεις στα 260 nm και στα 280 nm, όπου απορροφούν αντίστοιχα το RNA 
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και το DNA. Ο λόγος των δύο απορροφήσεων δίνει την καθαρότητα του RNA, ενώ η 

ποσότητα υπολογίζεται βάση της απορρόφησης στα 260nm (τιµή απορρόφησης 1nm 

αντιστοιχεί σε 40µgr/ml RNA). Τα δείγµατα του RNA φυλάσσονται στους –80 oC 

µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

 

3.2.10. Μέθοδος εκλεκτικής ενίσχυσης του RNA µε χρήση ειδικής 

πολυµεράσης (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)  

 

Υλικά και συσκευές  

Ένζυµο αντίστροφης µεταγραφάσης: Thermoscript RT (Life Technologies, HΠΑ) 

Ένζυµο πολυµεράσης: Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies, HΠΑ) 

∆ιθειοθρεϊτόλη (Sigma, ΗΠΑ)  

Μίγµα ολιγονουκλεοτιδίων: dNTPs (Life Technologies, HΠΑ)  

Τυχαία εξαµερή: random hexamers (Life Technologies, HΠΑ)  

Tris acetate, οξικό κάλιο, οξικό µαγνήσιο, MgCl2 (Life Technologies, HΠΑ) 

∆είκτες γνωστού µοριακού βάρους (Life Technologies, HΠΑ)  

Συσκευή PCR 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης  

∆ιάλυµα διθειοθρεϊτόλης: Το διάλυµα περιέχει 0,1 M διθειοθρεϊτόλης  

∆ιάλυµα ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs): Το διάλυµα περιέχει 10 mM µίγµατος 

ολιγονουκλεοτιδίων 

∆ιάλυµα τυχαίων εξαµερών (random hexamers): Το διάλυµα περιέχει 50 ng/µl 

µίγµατος τυχαίων εξαµερών, που είναι πρωταρχικά τµήµατα συµπληρωµατικά της 5’ 

– 3’ poly- (A) περιοχής του mRNA  

∆ιάλυµα σύνθεσης cDNA: Το διάλυµα περιέχει 250 mM Tris acetate (pH 8,4), 375 

mM οξικό κάλιο, 40 mM οξικό µαγνήσιο  

∆ιάλυµα MgCl2: Το διάλυµα περιέχει 50 mΜ MgCl2 

  

Εκκινητές (primers) για: 

Urocortin 

sense, 5'-CAGGCGAGCGGCCGCG-3'  

antisense, 5'-CTTGCCCACCGAGTCGAAT-3' 

CRF 

sense, 5’-CAACTTTTTCCGCGTGTTGCT-3’ 
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antisense, 5’-ATGGCATAAGAGCAGCGTTAT-3’ 

FasL 

TaqMan probe, 5’-TCCAACTCAAGGTCCATGCCTCTGG-3’  

Sense, 5’-AAAGTGGCCCATTTAACAGGC -3’ 

Antisense, 5’-AAAGCAGGACAATTCCATAGGTG-3’ 

Fas  

TaqMan probe, 5’-AATCATCAAGGAATGCACACTCACCAGCA-3’  

sense, 5’-ACT GTGACCCTTGCACCAAAT-3’  

antisense, 5’-GCCACCCCAAGTTAGATCTGG-3’  

Aκτίνη 

sense, 5’-CAΤCCΤGTCGGCAATGCCAGG-3’  

antisense, 5’-CTTCCTGGGCATGGAGTCCTG-3’  

 

Μέθοδος  

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης ανάστροφης µεταγραφής (RT-

PCR) είναι µία in vitro µέθοδος για τoν προσδιορισµό του mRNA στα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα. Η µέθοδος χωρίζεται σε δύο µέρη: Στην µετατροπή του mRNA σε 

συµπληρωµατικό DNΑ (cDNA) και στην ενίσχυση-σύνθεση µεγάλης ποσότητας του 

γονιδίου που µας ενδιαφέρει από το cDNA. Η µετατροπή του RNA σε cDNA γίνεται 

µε τη βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση. Το ένζυµο για να ξεκινήσει τη 

σύνθεση του cDNA χρειάζεται ένα πρωταρχικό τµήµα συµπληρωµατικό της 5’ – 3’ 

poly-(A) περιοχής του mRNA. Η σύνθεση γίνεται µε την προσθήκη 

ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs). Το cDNA που προκύπτει χρησιµοποιείται για την 

αντιγραφή συγκεκριµµένης αλληλουχίας DNA που καθορίζεται από πρωταρχικά 

τµήµατα (primers) ειδικά για το γονίδιο που θέλουµε να αντιγραφεί. Η διαδικασία 

γίνεται παρουσία ειδικής θερµοάντοχης πολυµεράσης. Η διαδικασία περιλαµβάνει 

διαδοχικά: α. Αποδιάταξη του cDNA στους 95oC, β. Ψύξη του DNA στους 25oC για 

την επικόλληση των primers στα συµπληρωµατικά κοµµάτια του DNA και γ. 

Αντιγραφή συγκεκριµένης αλληλουχίας DNA που καθορίζεται από τα primers 

παρουσία dNTPs και της πολυµεράσης. Η παραπάνω διαδικασία επαναλαµβάνεται 

αρκετές φορές, ούτως ώστε να δηµιουργηθούν πολλά αντίγραφα του γονιδίου. Το 

προϊόν διαχωρίζεται και ταυτοποιείται µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης. Αναλυτικά η διαδικασία έχει ως εξής:  
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Η αποµόνωση του RNA από τα ΕΛΤ κύτταρα και τους οµογενοποιηµένους 

ιστούς πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο του Trizol όπως αναφέρθηκε ανωτέρω. Ένα 

µικρογραµµάριο από το συνολικό RNA που προκύπτει σε κάθε δείγµα υπόκειται στη 

διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής µε τη βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη 

µεταγραφάση στις συνθήκες του προγράµµατος Thermo-Script PCR. Για το σκοπό 

αυτό χρησιµοποιούνται τυχαία εξαµερή σε τελικό όγκο 20µl. Από το προϊόν (cDNA)  

χρησιµοποιείται ποσότητα  ίση µε δύο µικρόλιτρα ως υπόστρωµα για την Αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (PCR). Για την αντίδραση PCR απαιτούνται 2 mM 

MgCl2, one strength PCR buffer, 0.2 mM  sense και antisense primers, 0.2 mM 

dNTPs και 2.5 U AmpliTaq Gold DNA polymerase. Ο όγκος της τελικής αντίδρασης 

είναι 50 µl. Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε  Perkin Elmer DNA Thermal Cycler. 

Oι εκκινητές (primers) για κάθε γονίδιο που ελέγχθηκε αναφέρονται στα 

Υλικά. Η σύνθεση των ολογονουκλεοτιδίων πραγµατοποιήθηκε από την MWG-

Biotech AG (Munchen, Germany). Οι συνθήκες του PCR (denaturation-annealing-

extension) για κάθε γονίδιο είναι οι κατωτέρω: 

 

Ucn (145 bp) 60 s σε 95 °C, 60 s σε 60 °C, και 60 s σε 72 °C για 40 κύκλους 

CRF (244 bp) 60 s σε 95 °C, 60 s σε 60 °C, και 60 s σε 72 °C για 35 κύκλους 

Aκτίνη (174 bp) 60 s σε 95 °C, 60 s σε 55 °C  και 60 s σε 72 °C για 35 κύκλους 

 

Για την ανίχνευση του DNA, 10µl από το προϊόν της PCR αντίδρασης 

τοποθετούνται σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης που 

περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο. Η συσκευή συνδέεται µε τροφοδοτικό, εφαρµόζεται 

σταθερή τάση και αφήνεται να διαχωριστεί το DNA. Πραγµατοποιείται ο 

διαχωρισµός ανάλογα µε το µοριακό βάρος. Ο υπολογισµός του µοριακού βάρους 

των γονιδίων είναι εφικτός µε τη χρήση των δεικτών γνωστού µοριακού βάρους που 

τρέχουν παράλληλα µε τα άγνωστα δείγµατα. Το βρωµιούχο αιθίδιο δεσµεύεται και 

χρώνει το DNA, το οποίο ανιχνεύεται σε συσκευή υπεριώδους φωτός. 

 

3.2.11. Aλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης Πραγµατικού χρόνου (Real time 

PCR) 

 

Για την ακριβέστερη ποσοτικοποίηση του mRNA των FasL και Fas, 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της  Aλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης 
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Πραγµατικού χρόνου. Για την αντίστροφη µεταγραφή και ενίσχυση των FasL και Fas 

προϊόντων, χρησιµοποιήθηκε το κιτ TaqMan EZ RT-PCR (PE Applied Biosystems). 

Οι συνθήκες των αντιδράσεων είχαν ως εξής: 2 min στους 50°C, 30 min at 60°C, 5 

min at 95°C, 35 κύκλοι µε 20 sec στους 94°C, και 60 sec στους 60°C. Από τις 

καµπύλες των αποτελεσµάτων υπολογίζεται ο αριθµός επαναλήψεων του µορίου µε 

τον τύπο: fold increase=2-(∆CtA-∆CtB). 

 

3.2.12. Ανάλυση του υποκινητή της UCN 

 

Υλικά και Συσκευές 

Ανθρώπινο γενωµικό DNA (Boehringer, Germany) 

Pfu πολυµεράση (Strata-gene, Heidelberg, Germany) 

NucleoTrap® kit (Macherey-Nagel, Germany) 

Περιοριστικά ενζύµα Sac και HindIII (Promega, Mannheim, Germany) 

TPA (εστέρας φορβόλης), ιονοµυκίνη, φορσκολίνη (Sigma) 

Φωτόµετρο Berthold (Berthold, Germany) 

Primers για τον υποκινητή της Ucn  

sense, 5’-CTGCAGTGGTAATGAGTAA-3’ 

antisense, 5’-GCTGAAGACGCCTTGG-3’ 

 

Ο υποκινητής της UCN κατασκευάστηκε ως ακολούθως: ένα κλάσµα 

µεγέθους 2365 bp της 5’ περιοχής του ανθρώπινου γονιδίου της UCN ενισχύθηκε µε 

PCR χρησιµοποιώντας ανθρώπινο γενωµικό DNA. Η PCR πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χρήση 10 pmol 5’- και 3’-primers, 0.2 mM dNTPs, 0.5 U Pfu πολυµεράσης σε τελικό 

όγκο αντίδρασης 50 µl. Τα βήµατα της PCR ήταν ως εξής: 2 λεπτά στους 95 °C, 

ακολουθούµενα από 4 κύκλους στους 68, 66, 64, και 62 °C, και 25 κύκλους στους 60 

°C. Το ενισχυµένο προϊόν επανακτήθηκε από το γέλη αγαρόζης µε τη χρήση του 

NucleoTrap® kit και εισήχθηκε σε ένα φορέα. Ένα κλάσµα µεγέθους 945 bp το οποίο 

περιείχε την αλληλουχία του υποκινητή της UCN κόπηκε από τον φορέα αυτό µε τη 

χρήση των περιοριστικών ενζύµων Sac και HindIII (Promega, Mannheim, Germany). 

Το κλάσµα µεταφέρθηκε σε ένα φορέα PCR script και έπειτα σε ένα pGL3 βασικό 

φορέα, ο οποίος είχε προηγούµενα κοπεί µε τα ίδια ένζυµα. Η σωστή σύνδεση και 

αλληλουχία επιβεβαιώθηκαν µε DNA sequencing. Για τα πειράµατα διαµολύνσεων 

χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος JEG3. Τα κύτταρα 
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τοποθετήθηκαν σε πλάκες των 12 θέσεων µε συγκέντρωση 2 x 105 κύτταρα/θέση και 

διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο αναφοράς το οποίο προέκυψε από την ανωτέρω 

διαδικασία. Ακολουθήθηκε το γενικό πρωτόκολλο για DOTAP διαµολύνσεις 

(Boehringer, Mannheim, Germany). Μετά από 24 ώρες διέγερσης µε TPA, 

ιονοµυκίνη ή φορσκολίνη, µετρήθηκε η δραστικότητα της λουσιφεράσης στα 

κύτταρα αφού αυτά υπεβλήθησαν σε λύση, µε τη χρήση ενός Berthold φωτοµέτρου. 

 

3.2.13. Στατιστική ανάλυση 

 

Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν οι 

δοκιµασίες απλής (one-way) και παραγοντικής (factorial) ανάλυσης της 

µεταβλητότητας (ANOVA). Για τη συγκριτική µελέτη απόλυτων τιµών 

χρησιµοποιούνται οι µέθοδοι Student’s test (t-test), post hoc, Fisher’s least 

significance difference και Newman-Keuls. Τέλος, για την ανάλυση των 

αποτελεσµάτων που είναι εκφρασµένα ως προς το επί τοις εκατό σε σχέση µε τις 

µετρήσεις αναφοράς χρησιµοποιήθηκαν η µη παραµετρική µέθοδος Kruskal-Wallis 

για τον έλεγχο της οµοιογένειας των δειγµάτων. Οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε 

τα προγράµµατα NCSS και Statistica. Η τιµή P < 0.05 θεωρήθηκε στατιστικώς 

σηµαντική. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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4.1. Η επίδραση του CRF στη διεισδυτική ικανότητα της ανθρώπινης  

τροφοβλάστης 

 

4.1.1. Ο CRF ελαττώνει τη διεισδυτικότητα των κυττάρων ΕΛΤ µέσω του 

CRFR1. 

 

Η επίδραση του CRF στη διεισδυτικότητα κυττάρων πλακουντιακής 

προέλευσης, µελετήθηκε µε τη χρήση αποµονωµένων κυττάρων ΕΛΤ σε in vitro 

πειράµατα διεισδυτικότητας. Η προσθήκη 100 nM CRF για 24 ώρες είχε σαν 

αποτέλεσµα σηµαντική µείωση στη διεισδυτικότητα των ΕΛΤ (κατά 80±6,2%) σε 

σχέση µε τις συνθήκες αναφοράς (κύτταρα στα οποία δεν προστέθηκε εξωγενής CRF) 

(εικόνα 1). Με τη χρήση ανταλαρµίνης, ενός ειδικού ανταγωνιστή του CRFR1, 

διαπιστώθηκε ότι η συγκεκριµένη δράση του CRF µεσολαβείται ειδικά από τον 

CRFR1. Συγκεκριµένα, συνεπώαση των κυττάρων µε 100 nM CRF και 1 µΜ 

ανταλαρµίνης για 24 ώρες είχε σαν αποτέλεσµα την άρση της ανασταλτικής δράσης 

του CRF στη διείσδυση των ΕΛΤ. Επιπλέον, επώαση των κυττάρων µε 1 µΜ 

ανταλαρµίνης για 24 ώρες, είχε σαν αποτέλεσµα την αύξηση της διεισδυτικής 

ικανότητας των ΕΛΤ. Το γεγονός αυτό οφείλεται στην αναστολή της δράσης του 

παραγόµενου από την ΕΛΤ CRF (κατά 61±5,4%) σε σύγκριση µε τις συνθήκες 

αναφοράς (εικόνα 1).  
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Εικόνα 1. In vitro µελέτη της διεισδυτικότητας αποµονωµένων ΕΛΤ - ∆ράση του CRF µε ή 

χωρίς ανταλαρµίνη. Α: συνθήκες αναφοράς, Β: επώαση µε CRF, C: µετά από την επώαση µε 

100 nM CRF για 24 ώρες παρατηρήθηκε σηµαντική ελάττωση στη διεισδυτικότητα των EΛΤ 

γεγονός το οποίο αναστράφηκε µε την προσθήκη 1 µΜ ανταλαρµίνης (Ant). Επίσης όταν η 

ανταλαρµίνη χρησιµοποιήθηκε µόνη της, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στη 

διεισδυτικότητα των ΕΛΤ, καθώς τα κύτταρα αυτά συνθέτουν και εκκρίνουν CRF. Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE (επι τοις εκατό της αναφοράς) που προέκυψαν 

από πέντε ξεχωριστά πειράµατα (*, p<0.005). 

 

4.1.2. Ο CRF ελαττώνει την έκφραση της πρωτεϊνης CEACAM1 στoυς ΕΛΤ 

µέσω του CRFR1. 

 

Η επίδραση του CRF στην έκφραση του CEACAM1 στους ΕΛΤ µελετήθηκε 

µε κυτταροµετρίας ροής (εικόνα 2). Επώαση των ΕΛΤ µε CRF για 24 ώρες 

προκάλεσε ελάττωση της έκφρασης της CEACAM1 πρωτεϊνης στα κύτταρα αυτά µε 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Η µέγιστη δράση παρατηρήθηκε στα 100 nM CRF. 

Πράγµατι, επώαση µε 10, 50 ή 100 nM CRF για 24 ώρες ελάττωσε την µέση ένταση 



 84

φθορισµού (mean fluorescent intensity, MFI) για την έκφραση της CEACAM1 

πρωτεϊνης κατά 2.5-, 3- και 4-φορές αντίστοιχα. Η δράση αυτή του CRF 

επιβεβαιώθηκε µε πειράµατα ανοσοτύπωσης (εικόνα 2E). Η προσθήκη 1 µΜ 

ανταλαρµίνης στο διάλυµα περιέχων CRF ανέστρεψε πλήρως την ανωτέρω δράση 

του CRF οδηγώντας στη διαπίστωση ότι για την εµφάνιση του φαινοµένου µεσολαβεί 

ο CRFR1 (εικόνα 2D).  

 

 
 

Εικόνα 2. Ρύθµιση της έκφρασης του CEACAM1 πεπτιδίου στους ΕΛΤ από τον CRF. A, B, 

C, D: Μελέτη µε κυτταροµετρία ροής της έκφρασης του CEACAM1. Α: αρνητικό κοντρόλ, 

Β: έκφραση του µορίου χωρίς τη προσθήκη καµίας ουσίας, C: έκφραση του µορίου µετά απο 

επώαση µε 100 nM CRF, D: ποσοτικοποίηση της δοσοεξαρτώµενης επίδρασης του CRF στην 

έκφραση του CEACAM1. Η µέγιστη δράση του CRF παρατηρήθηκε µετά από επώαση µε 

100 nM CRF για 24 ώρες. Σε αυτή τη συγκέντρωση η έκφραση του CEACAM1 ελαττώθηκε 

κατά 4 φορές, µία δράση η οποία µεσολαβείται από τον CRFR1 καθώς η προσθήκη 1 µM 

ανταλαρµίνης την ανέστρεψε. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE (επι τοις 

εκατό του κοντρόλ) που προέκυψαν από πέντε ξεχωριστά πειράµατα (*, p<0.005). Ε: 
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Ανάλυση της έκφρασης του CEACAM1 µε ανοσοτύπωση µετά από επώαση 24 ωρών µε 

CRF µε ή χωρίς ανταλαρµίνη. a: 100 nM CRF + 1 µΜ ανταλαρµίνης, b: κοντρόλ, c: 5 nM 

CRF, d: 10 nM CRF, e: 50 nM CRF, f: 100 nM CRF, g: 200 nM CRF. 

 

4.1.3. Το CEACAM1 αυξάνει τη διεισδυτικότητα των AC1M88 κυττάρων. 

 

Για την µελέτη της επίδρασης του CEACAM1 στη διεισδυτικότητα κυττάρων 

πλακουντιακής προέλευσης, χρησιµοποιήθηκαν AC1M88 κύτταρα. Τα τελευταία 

διαµολύνθηκαν είτε µε ένα φορέα έκφρασης της κλασικής (µακράς) µορφής του 

µορίου (CEACAM1/L), είτε µε το αντίστοιχο πλασµίδιο αναφοράς. Η 

αποτελεσµατικότητα των διαµολύνσεων µελετήθηκε µε ανοσοτύπωση και 

ανοσοκυτταροχηµεία (εικόνες 3 και 4). Στην ανοσοκυτταροχηµική µελέτη 

χρησιµοποιήθηκε το µονοκλωνικό αντίσωµα κατά του CEACAM1 4D1/C2, το οποίο 

δεν προσδένεται σε άλλα µέλη της οικογένειας CEA. Η ειδικότητα του αντισώµατος 

αυτού έχει µελετηθεί λεπτοµερειακώς σε προηγούµενη εργασία (Drzeniek et al, 

1991). Η ανάλυση της έκφρασης του µορίου µε ανοσοκυτταροχηµεία κατέδειξε την 

παρουσία ανοσοδραστικού CEACAM1 στα διαµολυσµένα µε CEACAM1/L κύτταρα, 

ενώ τα µη διαµολυσµένα και τα διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο αναφοράς κύτταρα 

δεν εξέφραζαν την πρωτεϊνη (εικόνα 3). Τα κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν στα 

πειράµατα διείσδυσης όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο των µεθόδων, 24 ώρες µετά 

τη διαµόλυνση. 
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Εικόνα 3. Ανοσοκυτταροχηµική ανίχνευση του CEACAM1 στα κύτταρα AC1M88. A-C: 

Μεγέθυνση x100. Α: µη διαµολυσµένα κύτταρα, Β: διαµολυσµένα µε CEACAM1 κύτταρα, 

χρώση για CEACAM1, C: διαµολυσµένα µε πλασµίδιο αναφοράς. D-F: Μεγέθυνση x200: D: 

µη διαµολυσµένα κύτταρα, E: διαµολυσµένα µε CEACAM1 κύτταρα, χρώση για CEACAM1 

(βέλη), F: διαµολυσµένα µε πλασµίδιο αναφοράς. 

 

 
 

Εικόνα 4. Ανάλυση µε ανοσοτύπωση της έκφρασης του CEACAM1 στα πλακουντιακά 

υβριδικά κύτταρα (κλώνος AC1M88) µε τη χρήση του αντισώµατος 4D1/C2 κατά του 

CEACAM1. Α-C: πλακουντιακά υβριδικά κύτταρα (κλώνος AC1M88). A: µη διαµολυσµένα 

κύτταρα, Β: διαµολυσµένα µε CEACAM1 κύτταρα, C: διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο 

αναφοράς κύτταρα, D: θετικό κοντρόλ (G361 κύτταρα). 
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Τα κύτταρα AC1M88 δεν εκφράζουν ενδογενώς το CEACAM1 (όπως 

διαπιστώνεται από τα πειράµατα ανοσοτύπωσης) και έχουν µικρή διεισδυτική 

ικανότητα. Εποµένως τα κύτταρα αυτά αποτελούν ένα χρήσιµο µοντέλο για τη 

µελέτη της επίδρασης της διαµόλυνσης µε CEACAM1 στην κυτταρική 

διεισδυτικότητα. Στη συγκεκριµένη µελέτη, η διαµόλυνση των ανωτέρω κυττάρων µε 

το φορέα έκφρασης του CEACAM1 προκάλεσε αύξηση στη διεισδυτικότητά τους (σε 

σύγκριση µε τα µη διαµολυσµένα και µε τα διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο αναφοράς 

κύτταρα) (εικόνα 5). Πράγµατι, η διαµόλυνση των AC1M88 κυττάρων µε το φορέα 

έκφρασης του CEACAM1 οδήγησε σε αύξηση της διειδυτικότητάς τους κατά 7 

φορές σε σύγκριση µε τα διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο αναφοράς κύτταρα. Για να 

επιβεβαιώσουµε ότι το CEACAM1 ήταν υπεύθυνο για το παρατηρούµενο 

αποτέλεσµα, τα διαµολυσµένα κύτταρα επωάστηκαν µε διάφορες συγκεντρώσεις ενός 

ειδικού αντι-CEACAM1 αντισώµατος, το οποίο ανέστειλε ισχυρά τη διεισδυτική 

ικανότητα των διαµολυσµένων µε CEACAM1 κυττάρων (εικόνα 6). 

 

 
 

Εικόνα 5. In vitro µελέτη της διεισδυτικότητας των κυττάρων AC1M88. Παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση στη διεισδυτικότητα των διαµολυσµένων µε CEACAM1 AC1M88 

κυττάρων (88+CEACAM1) σε σύγκριση µε τα µη διαµολυσµένα (88 untransfected) και τα 

διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο αναφοράς κύτταρα (88+Mock). Οι τιµές αντιπροσωπεύουν 
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τους µέσους όρους ± SE (επι τοις εκατό των συνθηκών αναφοράς) που προέκυψαν από τρια 

ξεχωριστά πειράµατα (*, p<0.05 σε σύγκριση µε τα διαµολυσµένα µε το πλασµίδιο αναφοράς 

κύτταρα, **, p<0.05 σε σύγκριση µε τα διαµολυσµένα µε CEACAM1 κύτταρα). 

 

4.1.4. Η αναστολή της λειτουργίας του CEACAM1 προκαλεί ελάττωση της 

διεισδυτικότητας της ΕΛΤ. 

 

Η πιθανή επίδραση του ενδογενούς CEACAM1 στη διεισδυτικότητα των 

τροφοβλαστών µελετήθηκε µε τη χρήση αποµονωµένης διεισδυτικής ΕΛΤ σε in vitro 

πειράµατα διείσδυσης. Τα αποµονωµένα από πλακούντα πρώτου τριµήνου κύτταρα 

ΕΛΤ εκφράζουν ενδογενώς το µόριο CEACAM1 (όπως διαπιστώνεται από πειράµατα 

κυτταροµετρίας ροής και ανοσοτύπωσης, εικόνα 2) και έχουν µεγάλη διεισδυτική 

ικανότητα. Κατά συνέπεια τα κύτταρα αυτά αποτελούν ένα χρήσιµο µοντέλο για τη 

µελέτη της επίδρασης του ενδογενούς CEACAM1 στη διεισδυτικότητα των 

τροφοβλαστών. Η επώαση των κυττάρων ΕΛΤ µε διάφορες συγκεντρώσεις ειδικού 

αντι-CEACAM1 αντισώµατος για 24 ώρες είχε σαν αποτέλεσµα την ελάττωση της 

διεισδυτικής τους ικανότητας (στο 60±5,5% των επιπέδων των συνθηκών αναφοράς 

σε συγκέντρωση 1 µg/ml CEACAM1) (εικόνα 6).  
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Εικόνα 6. In vitro µελέτη της διεισδυτικότητας των κυττάρων ΕΛΤ µετά από 

ανοσοουδετεροποίηση του ενδογενώς παραγόµενου CEACAM1 µε ειδικό αντίσωµα. Α: 

συνθήκες αναφοράς (απουσία αντι-CEACAM1), Β: επώαση µε 10 µg/ml αντι-CEACAM1 

ειδικού αντισώµατος, C: ποσοτικοποίηση του φαινοµένου, δηλαδή της επίδρασης της 

ανοσοουδετεροποίησης του CEACAM1 (µετά από επώαση µε 1 ή 10 µg/ml αντι-CEACAM1 

αντισώµατος για 24 ώρες) πάνω στη διεισδυτικότητα των κυττάρων EΛΤ. Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE (επί τοις εκατό των συνθηκών αναφοράς) που 

προέκυψαν από τρία ξεχωριστά πειράµατα) (p<0.05). 

 

 

4.2. Η έκφραση της UCN στη θέση εµφύτευσης του ανθρώπινου εµβρύου 

 

4.2.1. Το πεπτίδιο της UCN εκφράζεται στη θέση εµφύτευσης του 

ανθρώπινου εµβρύου. 

 

Η έκφραση του πεπτιδίου της UCN στη θέση εµφύτευσης του ανθρώπινου 

εµβρύου µελετήθηκε µε τις τεχνικές της ανοσοϊστοχηµείας και ανοσοφθορισµού σε 
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µονιµοποιηµένους ιστούς πλακούντα 1ου τριµήνου. Το πεπτίδιο εντοπίστηκε σε 

διάφορους κυτταρικούς πληθυσµούς του πλακούντα, ενώ τα επίπεδα έκφρασης, 

όπως αυτά αξιολογήθηκαν από την ένταση της χρώσης, ποικίλαν. Εντοπίστηκε 

αδύναµη χρώση στη συγκυτιοτροφοβλάστη, ενώ η κυτταροτροφοβλάστη ήταν 

ισχυρά θετική (Εικόνα 7Α, Β). Τα κύτταρα ΕΛΤ έδειξαν έντονη χρώση για την 

UCN σε όλα τα δείγµατα που εξετάστηκαν (Εικόνα 7Β, C). Τα φθαρτικά κύτταρα 

παρουσίαζαν σποραδικά έκφραση του µορίου (Εικόνα 7C). Η µη ειδική χρώση 

αποκλείστηκε µε την παράλειψη του πρωτοταγούς αντισώµατος (Εικόνα 7D). 

 

 
 

Εικόνα 7. Ανοσοϊστοχηµική ανάλυση της έκφρασης της UCN στη θέση εµφύτευσης του 

ανθρώπινου εµβρύου. Α, Β: Το πεπτίδιο εκφράζεται έντονα στην κυτταροτροφοβλάστη και 

την ΕΛΤ των ελεύθερων λαχνών και ασθενώς στην εξωτερική στιβάδα κυττάρων που 

σχηµατίζεται από την συγκυτιοτροφοβλάστη (x400). C: Το πεπτίδιο εκφράζεται έντονα στην 

διάµεση ΕΛΤ που εντοπίζεται σε µια καθηλωµένη λάχνη καθώς και στον φθαρτό, (x200). D: 

Αρνητικό κοντρόλ (παράλειψη πρώτου αντισώµατος) (x400). CT: κυτταροτροφοβλάστη, 

EVT: ΕΛΤ, decidua: φθαρτός. 

 

Για να επιβεβαιωθεί η έκφραση του πεπτιδίου στην ΕΛΤ, 

πραγµατοποιήθηκαν χρώσεις διπλού φθορισµού σε παγωµένες τοµές πλακούντα 
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1oυ τριµήνου. Χρησιµοποιήθηκε ειδικό αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-7 

ενός δείκτη ειδικού για κύτταρα επιθηλιακής προέλευσης. Το πεπτίδιο αυτό 

εκφράζεται στη κυτταροτροφοβλάστη των λαχνών, ενώ στο φθαρτό χαρακτηρίζει 

την ΕΛΤ καθώς και τα επιθηλιακά κύτταρα των ενδοµήτριων αδένων. Τα 

τελευταία διακρίνονται εύκολα από τα κύτταρα ΕΛΤ λόγω της χαρακτηριστικής 

µορφολογίας και διάταξής τους. Τα κύτταρα στις περιοχές του φθαρτού τα οποία 

ήταν θετικά και για τις δύο χρώσεις αναγνωρίστηκαν ως κύτταρα ΕΛΤ περιέχοντα 

το πεπτίδιο της UCN (κεφαλές βελών) (Εικόνα 8A-C). Η µη ειδική χρώση 

αποκλείστηκε µε την παράλειψη του πρωτοταγούς αντισώµατος (Εικόνα 8D).  

 

 
 

Eικόνα 9. Χρώση διπλού ανοσοφθορισµού µε αντισώµατα κατά της UCN και της 

κυτοκερατίνης-7 σε πλακούντα 1ου τριµήνου. Ο πράσινος φθορισµός αποκαλύπτει την 

έκφραση της urocortin στη θέση εµφύτευσης (Α), ενώ τα θετικά για κυτταροκερατίνη κύτταρα 

χρωµατίζονται κόκκινα (Β). Κύτταρα µε διπλή χρώση είναι ΕΛΤ που εκφράζουν και τα δύο 

πεπτίδια (C) (κεφαλές βελών). (D) Αρνητικό κοντρόλ (παράλειψη των πρωτοταγών 

αντισωµάτων) (µεγέθυνση: x400).  



 92

 

4.2.2. Το πεπτίδιο και mRNA της UCN εκφράζονται σε αποµονωµένους ΕΛΤ. 

 

Η έκφραση του πεπτιδίου και mRNA της UCN µελετήθηκαν τέλος σε 

αποµονωµένα κύτταρα ΕΛΤ. Τα κύτταρα αποµονώθηκαν από πλακούντες 1ου 

τριµήνου και ετέθησαν σε καλλιέργεια. Το πεπτίδιο εντοπίστηκε στο κυτταρόπλασµα 

των ΕΛΤ µε ανοσοφθορισµό (εικόνα 9Α). Η µη ειδική χρώση αποκλείστηκε µε την 

παράλειψη του πρωτοταγούς αντισώµατος (Εικόνα 9Β). Η έκφραση του γονιδίου 

στα ίδια κύτταρα διαπιστώθηκε µε τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης. Ενισχύοντας το cDNA των κυττάρων µε τους κατάλληλους 

εκκινητές, προέκυψε µία ζώνη του αναµενόµενου µεγέθους (145 bp) (Εικόνα 9C, 

στήλες 1 και 2 αντίστοιχα). 

 

 
 

Eικόνα 9. Έµµεσος ανοσοφθορισµός (Α, Β) και RT-PCR (C), που δείχνουν την έκφραση του 

πεπτιδίου και του mRNA της UCN αντίστοιχα σε αποµονωµένα κύτταρα ΕΛΤ. Α: Εικόνα 

µονιµοποιηµένων ανθρώπινων κυττάρων ELT χρωσµένα µε φθορισµό (FITC) για την UCN. 

B: Eικόνα αρνητικού κοντρόλ (παράλειψη πρωτοταγούς αντισώµατος) (µεγέθυνση x600). C: 

Στήλη 1 = ΕΛΤ, στήλη 2 = πλακούντας 1ου τριµήνου (θετικό κοντρόλ), στήλη 3 = αρνητικό 

κοντρόλ (-RT). 
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4.2.3. O υποκινητής της urocortin ενεργοποιείται από την TPA/ιονοµυκίνη. 

 

Μελετήθηκε η συµµετοχή δύο σηµαντικών µονοπατιών µεταγωγής 

ενδοκυττάριων σηµάτων, του cAMP/PKA και του diacylglycerol/PKC, στη ρύθµιση 

του υποκινητή της UCN σε κύτταρα πλακουντιακής προέλευσης (JEG3). Οι TPA ή 

φορσκολίνη από µόνες τους δε µπορούσαν να ενεργοποιήσουν το γονίδιο αναφοράς 

UCN-λουσιφεράσης (Εικόνα 10). Αντίθετα, η συνδυασµένη δράση των 

TPA/ιονοµυκίνη είχαν σαν αποτέλεσµα την επαγωγή της δράσης του υποκινητή της 

UCN κατά 1.83 φορές. 

 

 
 

Eικόνα 10. Ρύθµιση του υποκινητή της ανθρώπινης UCN στα JEG3 κύτταρα 

χοριοκαρκινώµατος. Επώαση µε TPA/ιονοµυκίνη είχε σαν αποτέλεσµα την αύξηση της 

δραστικότητας του υποκινητή της UCN κατά 1.83 φορές (n=3, *Ρ < 0.05). unstimulated: 

κύτταρα χωρίς την επίδραση οποιουδήποτε παράγοντα. 

 

 

4.3. Οι αυτόµατες αποβολές στον άνθρωπο σχετίζονται µε αυξηµένη 

έκφραση CRF και UCN στη θέση εµφύτευσης, αυξηµένη έκφραση FasL στα 

λευκοκύτταρα του φθαρτού και απόπτωση των ΕΛΤ. 

 

4.3.1. Οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε αυξηµένη έκφραση των CRF και 

UCN στο εµβρυο-µητρικό όριο. 

 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η πιθανή συσχέτιση των νευροπεπτιδίων CRF και 

UCN µε τις αυτόµατες αποβολές και ο πιθανός ρόλος των µορίων αυτών στους 
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µηχανισµούς που ενέχονται στη παθοφυσιολογία των αποβολών. Αρχικά 

εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης των CRF και UCN στις αυτόµατες αποβολές 1ου 

τριµήνου σε σύγκριση µε φυσιολογικούς ιστούς της ίδιας ηλικίας οι οποίοι λήφθηκαν 

από επιλεκτικές διακοπές κυήσεων.  

Έγινε ηµι-ποσοτική σύγκριση των επιπέδων των µεταγραφηµάτων µε τη 

χρήση RT-PCR. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε ολικό RNA από πλακούντες 

αποβολών (n=11) και διακοπές κυήσεων (n=11). Η ένταση των ζωνών που 

προέκυψαν (244bp για το CRF και 145bp για τη UCN) κανονικοποιήθηκε έναντι της 

ακτίνης (174bp). ∆ιαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων των µεταγραφηµάτων CRF και 

UCN κατά 6.2 και 3.4 φορές αντίστοιχα στις αποβολές σε σχέση µε τις διακοπές 

κυήσεων (εικόνα 11).  

 

 
 

Εικόνα 11. Έκφραση των mRNA των CRF και UCΝ σε πλακούντες από αποβολές και 

διακοπές κυήσεως. Α: RT-PCR για τα CRF, UCN, και ακτίνη σε πλακουντιακό ολικό 

mRNA. Β, C: Ποσοτικοποίηση των επιπέδων των µεταγραφηµάτων. Η ένταση των ζωνών 

κανονικοποιήθηκε ως προς την ακτίνη. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE 

(επι τοις εκατό των συνθηκών αναφοράς / διακοπή κυήσεως) (*, p<0.05). ΕΤΡ: επιλεκτική 

διακοπή κυήσεως (elective termination of pregnancy), abortion: αυτόµατες αποβολές. 

 

Έπειτα τέθηκε το ερώτηµα εάν τα αυξηµένα επίπεδα των µεταγραφηµάτων 

αντιστοιχούσαν σε αυξηµένα επίπεδα πεπτιδίων καθώς και η θέση των παραγόµενων 

πεπτιδίων. Για το σκοπό αυτό εφαρµόστηκε ανοσοϊστοχηµεία σε περιοχές 

εµφύτευσης από αποβολές (n=8) και διακοπές κυήσεως (n=8). Οι περιοχές αυτές 

αναγνωρίστηκαν µε τη χρώση σειριακών τοµών µε αντίσωµα κατά της 



 95

κυτταροκερατίνης-7, γεγονός που επέτρεψε τον εντοπισµό κυττάρων ΕΛΤ µέσα στο 

φθαρτό (εικόνα 12Β, D, F, H). Η ένταση της χρώσης εκτιµήθηκε µε την ηµι-

ποσοτική µέθοδο IRS. ∆ιαπιστώθηκε αύξηση του δείκτη IRS κατά 4.3 φορές για το 

CRF (εικόνα 12A, C, I) και 2.8 για τη UCN (εικόνα 12E, G, I) στις αποβολές 

συγκριτικά µε τις διακοπές κυήσεως. 

 

 
 

Εικόνα 12. Έκφραση των πεπτιδίων CRF και UCΝ σε πλακούντες από αποβολές και 

διακοπές κυήσεως. Α-Η: Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες από πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας 

για την έκφραση των πλακουντιακών CRF (A, C), UCN (E, G) και κυτταροκερατίνης-7 στις 

αντίστοιχες σειριακές τοµές (B, D, F, H). Οι ιστοί προήλθαν από διακοπές κυήσεων (Α, Β, Ε, 

F) (n=8) και αυτόµατων αποβολών (C, D, G, H) (n=8) (x400). I: Σύγκριση των επιπέδων 

έκφρασης όπως αυτά εκτιµήθηκαν µε τη µέθοδο IRS. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους 

όρους ± SE (*, p<0.05).  
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4.3.2. Οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε αυξηµένα επίπεδα των 

µεταγραφηµάτων των πλακουντιακών FasL και Fas. 

 

Τα επίπεδα του mRNA των FasL και Fas στον πλακούντα εκτιµήθηκαν µε real 

time PCR. Χρησιµοποιήθηκε ολικό RNA από οµογενοποιήµατα πλακούντα 

προερχόµενου από αποβολές (n=11) και διακοπές κυήσεων (n=11). Στους 

πλακούντες των αποβολών ο µέσος όρος των µεταγραφηµάτων των FasL και Fas 

ήταν αντίστοιχα 19 και 2.8 φορές υψηλότερα σε σχέση µε τις διακοπές κυήσεως 

(εικόνα 13Α, Β). 

 

 
Εικόνα 13. Έκφραση των mRNA των FasL και Fas στον πλακούντα. Α, Β: ∆ιαγράµµατα 

box-plot των απόλυτων αριθµών των µεταγραφηµάτων του FasL (A) και του Fas (B) σε 

διακοπές κυήσεως (n=11) και αυτόµατες αποβολές (n=11). Τα παραλληλόγραµµα 

αντιπροσωπεύουν το εύρος τιµών µεταξύ της 25ης και 75ης εκατοστιαίας θέσης και η 

οριζόντια γραµµή τον µέσο όρο. Οι γραµµές που εκτείνονται πέρα των πλαισίων ορίζουν την 

5η και 95η εκατοστιαία θέση (*, p<0.05). 

 

4.3.3. Οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε την εµφάνιση του FasL 

πεπτιδίου στα φθαρτικά λευκοκύτταρα καθώς και µε αυξηµένη έκφραση του Fas 

πεπτιδίου στα κύτταρα ΕΛΤ. 

 

Για τη µελέτη της έκφρασης των FasL και Fas πεπτιδίων χρησιµοποιήθηκαν 

διπλός ανοσοφθορισµός και ανοσοϊστοχηµικές τεχνικές. Αρχικά χρώστηκαν 

σειριακές τοµές του πλακουντιακού υλικού µε αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-

7 ώστε να αναγνωριστούν και να επιλεγούν οι τοµές εκείνες οι οποίες περιείχαν 
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φθαρτικό ιστό και διεισδυτική ΕΛΤ. Στον φθαρτικό ιστό από διακοπές κυήσεως 

(n=8) το FasL πεπτίδιο εντοπίστηκε µόνο στα κύτταρα ΕΛΤ (εικόνα 14Α). Αντίθετα, 

σε όλα τα δείγµατα αποβολών (n=8) εµφανίστηκε ένας δεύτερος κυτταρικός 

πληθυσµός µέσα στο φθαρτό θετικός για το πεπτίδιο. Αυτά τα κύτταρα 

αναγνωρίστηκαν ως φθαρτικά λευκοκύτταρα εκφράζοντα FasL, µε τη χρήση ενός 

δεύτερου αντισώµατος κατά του ειδικού λευκοκυτταρικού δείκτη CD45 (εικόνα 

14Β). Συγκεκριµένα, στα δείγµατα που εξετάστηκαν, το ποσοστό των FasL-θετικών 

λευκοκυττάρων στον συνολικό φθαρτικό λευκοκυτταρικό πληθυσµό κυµαινόταν από 

0.4%-1.1% στους φυσιολογικούς πλακούντες και από 30.6%-41.1% στους 

πλακούντες αποβολών. Καµία διαφορά δεν παρατηρήθηκε στην ένταση του 

φθορισµού για το FasL στην ΕΛΤ µεταξύ των δύο οµάδων δειγµάτων.  

 

 
 

Εικόνα 14. Έκφραση του πεπτιδίου FasL στα φθαρτικά λευκοκύτταρα. Αντιπροσωπευτικές 

φωτογραφίες µε µικροσκόπιο συνεστίασης από δείγµατα φθαρτού από διακοπές κυήσεως 

(n=8) (C) και αποβολές (n=8) (D). Χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα κατά του FasL (πράσινος 

φθορισµός) και του λευκοκυτταρικού δείκτη CD45 (κόκκινος φθορισµός). Τα φθαρτικά 

λευκοκύτταρα που εκφράζουν FasL χρωµατίζονται κίτρινα και είναι παρόντα µόνο στις 

αποβολές (x400). 

 

∆εδοµένης της έκφρασης FasL στα λευκοκύτταρα του φθαρτού στις 

αποβολές, εξετάστηκε εάν τα κύτταρα ΕΛΤ εκφράζουν το Fas πεπτίδιο για να 

διαπιστωθεί εάν είναι δυνατό να υποστούν απόπτωση επαγώµενη από το FasL των 

πρώτων. Πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµική µελέτη σε φθαρτούς διακοπών 

κυήσεως (n=8) και αποβολών (n=8). Στην πρώτη περίπτωση, λίγα ΕΛΤ κύτταρα 

βρέθηκαν να εκφράζουν αδύναµα το πεπτίδιο (εικόνα 15Α). Αντίθετα στις αποβολές 
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η πλειοψηφία των κυττάρων ΕΛΤ ήταν θετική για το πεπτίδιο του υποδοχέα Fas 

(εικόνα 15C). Τα κύτταρα ΕΛΤ µέσα στο φθαρτό χαρακτηρίστηκαν µε τη χρώση 

σειριακών τοµών µε αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-7 (εικόνα 15Β, D). Τα 

επίπεδα έκφρασης εκτιµήθηκαν µε τη µέθοδο IRS. Ο δείκτης παρουσίασε αύξηση 

στις αποβολές κατά 16 φορές σε σχέση µε τις διακοπές κυήσεως (εικόνα 15Ε). Η 

έκφραση του υποδοχέα Fas στα κύτταρα ΕΛΤ στις αποβολές επιβεβαιώθηκε επιπλέον  

µε πειράµατα διπλού ανοσοφθορισµού σε παγωµένους ιστούς (εικόνα 16).   

 

 
 

Εικόνα 15. Α-D: Ανοσοϊστοχηµική έκφραση του πεπτιδίου Fas στην ΕΛΤ. 

Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες της ανοσοϊστοχηµικής έκφρασης του Fas (A, C) και της 

κυτταροκερατίνης-7 (B, D) σε σειριακές τοµές από διακοπές κύησης (Α, Β) και αποβολές (C, 

D). Λίγα µόνο κύτταρα ΕΛΤ βρέθηκαν να εκφράζουν το Fas πεπτίδιο φυσιολογικά στον 

φθαρτό 1ου τριµήνου, ενώ τα περισσότερα από αυτά ήταν θετικά για το πεπτίδιο στις 

περιπτώσεις των αποβολών (x200). Ε: Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης όπως αυτά 

εκτιµήθηκαν µε τη µέθοδο IRS. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE (*, 

p<0.05).  
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Εικόνα 16. Α-D: Έκφραση του πεπτιδίου Fas στην ΕΛΤ µε διπλό ανοσοφθορισµό. 

Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες της έκφρασης του Fas (A, πράσινος φθορισµός) και της 

κυτταροκερατίνης-7 (B, κόκκινος φθορισµός) σε τοµές από αποβολές. Τα κύτταρα που 

εκφράζουν και τα δύο πεπτίδια αναγνωρίζονται ως ΕΛΤ (C). Η απουσία µη ειδικής 

δέσµευσης διαπιστώθηκε µε τη παράλειψη του πρωτοταγούς αντισώµατος (D) (x400). 

 

4.3.4. Οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε αυξηµένη απόπτωση της 

διάµεσης ΕΛΤ. 

 

Στη συνέχεια εξετάστηκε εάν τα αυξηµένα επίπεδα του FasL στα 

λευκοκύτταρα και του Fas στην ΕΛΤ στις αποβολές συνοδεύονται από επίσης 

αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης της ΕΛΤ. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν 

µελέτες φθορισµού σε τοµές παραφίνης από διακοπές κυήσεως (n=8) και αποβολές 

(n=8). Εφαρµόστηκαν δύο από τις πλέον κοινές µεθόδους για την εκτίµηση της 

απόπτωσης, οι µέθοδοι TUNEL (εικόνες 16, 17) και Μ30 (εικόνες 18, 19), ενώ για 

να αναγνωριστούν τα κύτταρα ΕΛΤ έγινε διπλός φθορισµός µε αντίσωµα κατά της 

κυτταροκερατίνης-7. Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τις δύο µεθόδους δεν 

διέφεραν σηµαντικά. Στις διακοπές κυήσεως εντοπίστηκαν διάσπαρτα στο φθαρτό 

λίγοι αποπτωτικοί διάµεσοι ΕΛΤ (<2% επί του συνολικού αριθµού διάµεσων ΕΛΤ 

που µετρήθηκαν) (εικόνες 16, 17, 18, 19). Επίσης παρατηρήθηκε ένα πολύ µικρό 

ποσοστό αρνητικών για την κυτταροκερατίνη-7 αποπτωτικών κυττάρων µε 

διάσπαρτη κατανοµή µέσα στο φθαρτικό ιστό και στις δύο οµάδες δειγµάτων. Στις 
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αποβολές εντοπίστηκε αυξηµένο ποσοστό αποπτωτικών διάµεσων ΕΛΤ διάσπαρτων 

στον φθαρτό (12.9±4.8% στη µέθοδο TUNEL και 13.7±2.9% στη µέθοδο M30). Σε 

ορισµένους ιστούς εντοπίστηκαν κολώνες τροφοβλαστικών κυττάρων. Στις περιοχές 

αυτές δεν εντοπίστηκαν αποπτωτικά κύτταρα ΕΛΤ σε καµία από τις δύο οµάδες 

δειγµάτων (εικόνες 16, 17, 18, 19). 

 

 
 

Εικόνα 16. Εντοπισµός αποπτωτικών κυττάρων ΕΛΤ µε TUNEL. Έγινε διπλός φθορισµός µε 

αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-7 (cytokeratin-7, κόκκινος φθορισµός) και TUNEL 

(πράσινος φθορισµός) σε τροφοβλαστικές κολώνες (EVT column) και διάµεσο 

τροφοβλαστικό ιστό (interstitial EVT) σε πλακούντες από διακοπές κυήσεως (ΕΤΡ) και 

αποβολές (abortion). Τα λευκά βέλη υποδεικνύουν τα αποπτωτικά κύτταρα ΕΛΤ (x400). 
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Εικόνα 17. Ποσοτικοποίηση της απόπτωσης στους ΕΛΤ µε τη µέθοδο TUNEL. Κανένας 

αποπτωτικός πυρήνας δεν εντοπίστηκε µέσα στις τροφοβλαστικές κολώνες στις διακοπές 

κυήεσως (EVT columns in ETP) ή στις αποβολές (EVT columns in abortion). Στην πρώτη 

οµάδα λιγότερο από 2% των διάµεσων τροφοβλαστών ήταν αποπτωτικοί, ενώ στις αποβολές 

το αντίστοιχο ποσοστό ανερχόταν στο 12.9±4.8%. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους 

όρους ± SE (*, p<0.05).  
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Εικόνα 18. Εντοπισµός αποπτωτικών κυττάρων ΕΛΤ µε Μ30. Έγινε διπλός φθορισµός µε 

αντίσωµα κατά της κυτταροκερατίνης-7 (cytokeratin-7, κόκκινος φθορισµός) και αντίσωµα 

Μ30 (πράσινος φθορισµός) σε τροφοβλαστικές κολώνες (EVT column) και διάµεσο 

τροφοβλαστικό ιστό (interstitial EVT) σε πλακούντες από διακοπές κυήσεως (ΕΤΡ) και 

αποβολές (abortion). Τα λευκά βέλη υποδεικνύουν τα αποπτωτικά κύτταρα ΕΛΤ (x400). 
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Εικόνα 19. Ποσοτικοποίηση της απόπτωσης στους ΕΛΤ µε τη µέθοδο Μ30. Κανένα 

αποπτωτικό κύτταρο δεν εντοπίστηκε µέσα στις τροφοβλαστικές κολώνες στις διακοπές 

κυήσεως (EVT columns in ETP) ή στις αποβολές (EVT columns in abortion). Στην πρώτη 

οµάδα λιγότερο από 2% των διάµεσων τροφοβλαστών ήταν αποπτωτικοί, ενώ στις αποβολές 

το αντίστοιχο ποσοστό ανερχόταν στο 13.7±2.9%. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους 

όρους ± SE (*, p<0.05). 

 

4.3.5. Τα πεπτίδια CRF και UCN επάγουν την έκφραση του FasL σε φθαρτικά 

λεµφοκύτταρα αποµονωµένα από πλακούντες από διακοπές κυήσεως µέσω του 

CRFR1. 

 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η υπόθεση ότι τα αυξηµένα επίπεδα CRF και UCN 

που παρατηρούνται στις αποβολές ενεργοποιούν τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα για να 

εκφράσουν FasL και να προκαλέσουν απόπτωση στους ΕΛΤ. Πραγµατοποιήθηκαν 

µελέτες ανοσοτύπωσης (εικόνα 20) και κυτταροµετρίας ροής (εικόνα 21). Μετά από 

επώαση 24 ωρών µε 10ng/ml PMA και 1µg/ml ιονοµυκίνης τα επίπεδα του πεπτιδίου 

FasL στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα αυξήθηκαν σηµαντικά. Λεµφοκύτταρα τα οποία 

αποµονώθηκαν από διακοπές κυήσεως και κρατήθηκαν για 24 ώρες σε καλλιέργεια 

χωρίς την προσθήκη κάποιας ουσίας, χρησιµοποιήθηκαν ως κύτταρα αναφοράς 

(control). Τα κύτταρα αυτά µελετήθηκαν ως προς την έκφραση FasL παράλληλα µε 

τα κύτταρα τα οποία υπέστησαν τις διάφορες επωάσεις και τα λεµφοκύτταρα που 

αποµονώθηκαν από αποβολές (εικόνες 20, 21). Η ένταση της ζώνης των 40kDa, η 
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οποία αντιστοιχεί στη µεµβρανική µορφή του πεπτιδίου FasL, κανονικοποιήθηκε 

έναντι της ακτίνης. Τα δύο νευροπεπτίδια CRF και UCN σε συγκεντρώσεις 10nM ή 

100nM έπειτα από 24 ώρες επώασης, προκάλεσαν σηµαντική αύξηση της έκφρασης 

του FasL σε λεµφοκύτταρα αποµονωµένα από διακοπές κυήσεως (n=4) σε σύγκριση 

µε τις συνθήκες αναφοράς. ∆ιαµεσολαβητής του φαινοµένου αυτού ήταν ο CRFR1 

αφού η προσθήκη της ανταλαρµίνης σε συγκέντρωση 10 φορές µεγαλύτερη εκείνης 

των πεπτιδίων, αναίρεσε τη δράση τους. Αντίθετα η προσθήκη ενός ειδικού 

ανταγωνιστή του CRFR2, της anti-sauvagine, δεν είχε καµία επίδραση στη δράση των 

νευροπεπτιδίων (εικόνα 20). Τα λεµφοκύτταρα που αποµονώθηκαν από πλακούντες 

αποβολών (n=4) χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα ανάλυσης της έκφρασης του FasL 

αφού είχαν διατηρηθεί σε καλλιέργεια µε πλήρες θρεπτικό υλικό για 24 ώρες και 

παράλληλα µε τα λεµφοκύτταρα από τις διακοπές κυήσεως. Τα λεµφοκύτταρα των 

αποβολών βρέθηκαν να εκφράζουν υψηλότερα επίπεδα FasL σε σύγκριση µε τα 

λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως τα οποία είχαν επωαστεί µε CRF ή UCN όπως 

περιγράφεται ανωτέρω (εικόνα 20). 

 

 
 

Εικόνα 20. Μελέτη µε ανοσοτύπωση για την επίδραση των CRF και UCN στην έκφραση του 

πεπτιδίου FasL στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα. Τα αποµονωµένα από φυσιολογικούς 

πλακούντες (ΕΤΡ) λεµφοκύτταρα εκφράζουν χαµηλά επίπεδα FasL (control), σε αντίθεση µε 

τα λεµφοκύτταρα από αποβολές (abortion). Τα πρώτα κύτταρα ενεργοποιούνται από τα 

PMA+I, CRF, UCN, αυξάνοντας σηµαντικά την έκφραση του FasL µετά από 24 ώρες 
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επώασης. Οι εντάσεις των ζωνών κανονικοποιήθηκαν έναντι της ακτίνης. Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους (επί τοις εκατό του control) ± SE (*, p<0.05). Ant: 

ανταλαρµίνη, a-Sauv: anti-sauvagine. 

 

Τα αποτελέσµατα από τα πειράµατα ανοσοτύπωσης επιβεβαιώθηκαν µε τη 

χρήση κυτταροµετρίας ροής. Τα επίπεδα του FasL πεπτιδίου εκτιµήθηκαν µε τον 

δείκτη της µέσης έντασης φθορισµού, MFI (mean fluorescent intensity). Επώαση των 

λεµφοκυττάρων φυσιολογικών πλακούντων µε 100nM CRF ή UCN είχε σαν 

αποτέλεσµα αύξηση του δείκτη MFI κατά 2.7 και 2.6 φορές αντίστοιχα συγκριτικά µε 

τα κύτταρα αναφοράς. Η προσθήκη 1µM ανταλαρµίνης (συγκέντρωση 10 φορές 

υψηλότερη εκείνης των νευροπεπτιδίων) ανέστρεψε πλήρως τη δράση των 

νευροπεπτιδίων. Ο δείκτης MFI για την έκφραση του FasL στα λεµφοκύτταρα από 

αποβολές ήταν 4.4 φορές υψηλότερος σε σύγκριση µε τα κύτταρα αναφοράς, και 

κατά συνέπεια υψηλότερος επίσης από εκείνον των λεµφοκυττάρων φυσιολογικών 

πλακούντων που είχαν πρώτα επωαστεί µε CRF ή UCN (εικόνα 21). 

 

 
 

Εικόνα 21. A: Μελέτη µε κυτταροµετρία ροής για την επίδραση των CRF και UCN στην 

έκφραση του πεπτιδίου FasL στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα. control: λεµφοκύτταρα 

αποµονωµένα από διακοπές κυήσεως χωρίς οποιαδήποτε προσθήκη, abortion: λεµφοκύτταρα 

αποµονωµένα από αποβολές χωρίς οποιαδήποτε προσθήκη. Β: Ποσοτικοποίηση (χρήση του 

δείκτη MFI) της έκφρασης του FasL στα λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως (control), από 

αποβολές (abortion), και λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως µετά από επώαση µε CRF ή 

UCN ± ανταλαρµίνη. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους (επί τοις εκατό του 

control) ± SE (*, p<0.05). 
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4.3.6. Τα πεπτίδια CRF και UCN ενισχύουν την ικανότητα των φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων από διακοπές κυήσεως να προκαλούν Fas-επαγώµενη απόπτωση των 

AC1M88 κυττάρων (hyEVT). 

 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η ικανότητα των λεµφοκυττάρων προερχόµενων 

από τις δύο οµάδες δειγµάτων να προκαλούν απόπτωση των ΕΛΤ. Επίσης 

µελετήθηκε η δράση των CRF και UCN στο φαινόµενο αυτό, δεδοµένης της 

ικανότητάς τους να ενεργοποιούν την έκφραση του FasL στα φθαρτικά 

λεµφοκύτταρα όπως δείχθηκε ανωτέρω. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η 

κυτταρική σειρά ΕΛΤ AC1M88 (αναφέρονται στις εικόνες ως hyEVT: hybridoma 

EVT), η οποία βρέθηκε να εκφράζει τον υποδοχέα Fas (εικόνα 22). Αρχικά 

εξετάστηκε η πιθανότητα τοξικής δράσης των διαφόρων χρησιµοποιούµενων ουσιών 

πάνω στα AC1M88. Εξετάστηκε µε τη µέθοδο APOPercentage η απόπτωση των 

AC1M88 µετά από 32 ώρες επώαση µε τα πρόσθετα µόρια (CRF, UCN, 

PMA+ιονοµυκίνη, αντι-Fas αντίσωµα, ανταλαρµίνη). ∆ιαπιστώθηκε ότι δεν υπήρχε 

καµία τοξική δράση για τα µόρια αυτά πάνω στα AC1M88 κύτταρα (εικόνα 23).  

 

 
 

Εικόνα 22. Μελέτη µε RT-PCR (A) και ανοσοτύπωση (Β) της έκφρασης του mRΝΑ και του 

πεπτιδίου αντίστοιχα του υποδοχέα Fas στη κυτταρική σειρά AC1M88. Ως υλικό αναφοράς 

χρησιµοποιήθηκε ολικό RNA από κύτταρα MCF-7, τα οποία εκφράζουν τον υποδοχέα. 
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Εικόνα 23. Μελέτη µε APOPercentage της απόπτωσης των AC1M88 κυττάρων µετά από 

επώαση µε CRF, UCN, PMA+ιονοµυκίνη, ανταλαρµίνη (Ant) και αντι-Fas αντίσωµα (a-Fas). 

Κανένα από τα χρησιµοποιούµενα µόρια δεν προκάλεσε απόπτωση στη κυτταρική σειρά µετά 

από επώαση 24 ωρών. Η απόπτωση των AC1M88 ποσοτικοποιήθηκε µε τη µέθοδο 

APOPercentage και εκφράζεται σε µονάδες οπτικής πυκνότητας (OD, optical density). Οι 

τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους  ± SE πέντε διαφορετικών πειραµάτων.  

 

Ακολούθησε η µελέτη της κυτταροτοξικότητας των φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων απέναντι στα AC1M88 κύτταρα καθώς και του πιθανού ρόλου των 

CRF και UCN. Χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι APOPercentage (εικόνα 24) και 

κυτταροµετρίας ροής  µε χρώση annexin-V/PI (εικόνα 25). Τα αποτελέσµατα που 

προέκυψαν από τις δύο µεθόδους ήταν παρόµοια για όλες τις συνθήκες. Μετά από 24 

ώρες συν-καλλιέργειας µε φθαρτικά λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως και χωρίς 

πρόσθετες ουσίες, τα AC1M88 κύτταρα παρουσίασαν απόπτωση στο 13,5±2,1% του 

πληθυσµού τους. Παράλληλα χρησιµοποιήθηκαν λεµφοκύτταρα τα οποία 

προέρχονταν από διακοπές κυήσεως αλλά είχαν επιπρόσθετα επωασθεί µε 100nM 

CRF ή UCN για 24 ώρες πριν την έναρξη της συν-καλλιέργειας. Η τελευταία έγινε 

παρουσία 100nM CRF ή UCN αντίστοιχα και διήρκησε 24 ώρες. Το ποσοστό 

απόπτωσης των AC1M88 κυττάρων αυξήθηκε στο 25,8±2,2% στην περίπτωση του 

CRF και 25,1±1,9% για την UCN. ∆ιαµεσολαβητής της δράσης αυτής των 

νευροπεπτιδίων ήταν ο CRFR1 καθώς η προσθήκη ανταλαρµίνης την ανέστρεψε 

πλήρως.  

Έπειτα εξετάστηκε εάν η παρατηρούµενη απόπτωση των AC1M88 κυττάρων 

οφειλόταν στην ενεργοποίηση του Fas υποδοχέα στην επιφάνεια των κυττάρων. Για 
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το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε ένα ειδικό αντι-Fas αντίσωµα το οποίο εµποδίζει 

την πρόσδεση του προσδέτη FasL στον υποδοχέα. Τα κύτταρα AC1M88 επωάστηκαν 

για 8 ώρες µε 2µg/ml του αντι-Fas αντισώµατος και στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν µε 

λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως τα οποία είχαν προηγούµενα ενεργοποιηθεί µε 

CRF ή UCN όπως περιγράφεται ανωτέρω. Τα κύτταρα κρατήθηκαν σε συν-

καλλιέργεια για 24 ώρες παρουσία αντι-Fas και του αντίστοιχου νευροπεπτιδίου. Η 

διαδικασία αυτή είχε ως αποτέλεσµα την µείωση της απόπτωσης των AC1M88 

κυττάρων στα επίπεδα που παρατηρούνταν µετά από συν-καλλιέργεια µε µη 

ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα φυσιολογικών πλακούντων (διακοπές κυήσεως) 

(εικόνες 24, 25).  

 

4.3.7. Τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα που αποµονώνονται από πλακούντες 

αποβολών επάγουν ισχυρά την απόπτωση των AC1M88 κυττάρων. 

 

Τα λεµφοκύτταρα από πλακούντες αποβολών τοποθετήθηκαν σε καλλιέργεια 

µε πλήρες θρεπτικό µέσο για 24 ώρες πριν χρησιµοποιηθούν στα διάφορα πειράµατα. 

Τα κύτταρα αυτά προκαλούσαν µεγαλύτερα ποσοστά απόπτωσης στην κυτταρική 

σειρά AC1M88 µετά από 24 ώρες συν-καλλιέργειας (35,2±5,2%) σε σύγκριση µε τα 

ενεργοποιηµένα µε CRF ή UCN λεµφοκύτταρα από φυσιολογικούς πλακούντες. Το 

ποσοστό των αποπτωτικών AC1M88 µειώθηκε σηµαντικά (20,4±3,1%) µε την 

προσθήκη 2µg/ml αντι-Fas σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφηκε ανωτέρω για 

τα λεµφοκύτταρα φυσιολογικών πλακούντων (εικόνες 24, 25).  
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Εικόνα 24. Απόπτωση στα AC1M88 κύτταρα µετά από συν-καλλιέργεια µε φθαρτικά 

λεµφοκύτταρα. Κύτταρα AC1M88 ± 8 ώρες προ-επώαση µε αντι-Fas (a-Fas) 

καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες µε λεµφοκύτταρα από διακοπές κυήσεως ± πρόσθετα 

πεπτίδια/ανταγωνιστές (hyEVT ± a-Fas / DL ± additives). Τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα 

επωάστηκαν µε τα αντίστοιχα πρόσθετα πεπτίδια/ανταγωνιστές για 24 ώρες πριν από τις συν-

καλλιέργειες. Τα λεµφοκύτταρα από αποβολές καλλιεργήθηκαν σε πλήρες θρεπτικό υλικό για 

24 ώρες πριν από τις συν-καλλιέργειες. Η απόπτωση των AC1M88 ποσοτικοποιήθηκε µε τη 

µέθοδο APOPercentage και εκφράζεται σε µονάδες οπτικής πυκνότητας (OD, optical 

density). Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE τεσσάρων διαφορετικών 

πειραµάτων (*, p<0.05). 
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Εικόνα 25: Απόπτωση στα AC1M88 κύτταρα µετά από συν-καλλιέργεια µε φθαρτικά 

λεµφοκύτταρα. Α: Αντιπροσωπευτικά γραφήµατα ανάλυσης κυτταροµετρίας ροής κυττάρων 

AC1M88 χρωσµένων µε annexin-V-FITC (άξονας «χ») και ΡΙ (άξονας «ψ») µετά από συν-
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καλλιέργεια µε φθαρτικά λεµφοκύτταρα κατά τις συνθήκες που περιγράφηκαν στην εικόνα 

23. Β: Ποσοτικοποίηση της ανάλυσης κυτταροµετρίας ροής. Ο αποκλεισµός της Fas-

επαγώµενης απόπτωσης που προκαλείται από λεµφοκύτταρα αποβολών στα AC1M88 

κύτταρα, δεν απέκλεισε πλήρως την κυτταροτοξική δράση των πρώτων. Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE τεσσάρων διαφορετικών πειραµάτων (*, p<0.05). 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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5.1. Γενικά 

 

Οι µηχανισµοί που ελέγχουν την εµφύτευση της βλαστοκύστης και την 

ακόλουθη ανάπτυξη του κυήµατος στον άνθρωπο έχουν αποτελέσει τα τελευταία 

χρόνια πεδίο έντονου ενδιαφέροντος στη βασική έρευνα. Το έµβρυο είναι το προϊόν 

της διασταύρωσης δύο γενετικά διάφορων οργανισµών µε αποτέλεσµα να αποτελεί 

για τη µητέρα ένα ηµι-αλλοµόσχευµα. Συνεπώς η κυοφορία θέτει το πρόβληµα της 

συνύπαρξης κατά τη διάρκεια της κυήσεως δύο γενετικά διαφορετικών οργανισµών, 

ενάντια στους ανοσολογικούς κανόνες που διέπουν την απόρριψη των αντιγονικά 

ασύµβατων ιστών. Το ερώτηµα για το πώς επιτυγχάνεται αυτό διατυπώθηκε για 

πρώτη φορά στη κλασική δηµοσίευση του Medawar το 1953: «πώς η έγκυος µητέρα 

κατορθώνει να θρέψει µέσα στο σώµα της για πολλές εβδοµάδες ή µήνες ένα έµβρυο 

το οποίο είναι ένα αντιγονικά ξένο σώµα;» (Medawar PB, 1953). Έκτοτε έχει 

σηµειωθεί σηµαντική πρόοδος στο τοµέα της αναπαραγωγικής ανοσολογίας και 

ενδοκρινολογίας. Πολλοί ερευνητές υποστηρίζουν σήµερα ότι καταστάσεις όπως η 

υπογονιµότητα, οι καθ’ έξιν αποβολές, ο πρόωρος τοκετός, η ενδοµήτρια 

καθυστέρηση της ανάπτυξης, το σύνδροµο HELLP, η προεκλαµψία είναι πιθανό να 

σχετίζονται µε τοπικές ανοσολογικές ή/και ενδοκρινολογικές διαταραχές του 

µικροπεριβάλλοντος της µήτρας (Makrigiannakis et al, 2006; Sargent et al, 2006; 

Castracane et al, 2000). Η άποψη αυτή ενισχύεται από την καλά εδραιωµένη πλέον 

γνώση ότι το ενδοµήτριο δεν είναι απλά ένα παθητικό όργανο-στόχος ορµονών, όπως 

πιστευόταν για πολλά χρόνια, αλλά διαθέτει αξιοσηµείωτες εκκριτικές ιδιότητες 

καθώς παράγει µια πληθώρα κυττοκινών και ορµονών (Zoumakis et al, 1997).  

Ένας από τους παράγοντες που οδήγησαν στο χαρακτηρισµό του ενδοµητρίου 

σαν ένα περίπλοκο νευροενδοκρινικό όργανο, ήταν η εντόπιση σε αυτό των 

νευροπεπτιδίων CRF και UCN. Είναι γνωστό ότι τα πεπτίδια αυτά παράγονται και 

εκκρίνονται σε πληθώρα ιστών της περιφέρειας όπου εµπλέκονται στη ρύθµιση 

διαφόρων διαδικασιών µεταξύ των οποίων και της ανοσολογικής απάντησης (Baigent 

et al, 2001). Ο βιολογικός ρόλος των «αναπαραγωγικών» CRF και UCN έχει αρχίσει 

να µελετάται και να προσδιορίζεται τα τελευταία χρόνια. Μέχρι στιγµής έχει 

αναγνωριστεί µια ποικιλία ρόλων που αφορούν κυρίως τη συµµετοχή ως παρακρινείς 

και αυτοκρινείς ρυθµιστές σηµαντικών µηχανισµών της φυσιολογίας του 

ενδοµητρίου, του πλακούντα και της κυήσεως γενικότερα (Florio et al, 2004; 

Kalantaridou et al, 2003). 
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Σκοπό της παρούσας διαδακτορικής διατριβής αποτέλεσε η διερεύνηση του 

ρόλου των πεπτιδίων CRF και UCN στη φυσιολογία και παθοφυσιολογία της 

εµφύτευσης της ανθρώπινης βλαστοκύστης και της τροφοβλαστικής διείσδυσης. 

 

 

5.2. O CRF τροποποιεί τη διεισδυτική ικανότητα της ΕΛΤ µέσω 

ρύθµισης της έκφρασης του µορίου CEACAM1 

 

Τα αποτελέσµατα τα οποία προέκυψαν από µελέτες διεισδυτικότητας µε τη 

χρήση Matrigel υποδεικνύουν ότι ο CRF αναστέλλει τη διεισδυτικότητα των ΕΛΤ. Η 

δράση αυτή του CRF διαµεσολαβείται ειδικά από τον υποδοχέα CRFR1, καθώς η 

προσθήκη ανταλαρµίνης, ενός ειδικού CRFR1 αναστολέα, την ανέστρεψε πλήρως. Η 

επώαση των τροφοβλαστών µόνο µε ανταλαρµίνη αύξησε κατά ένα µέρος τη 

διεισδυτικότητα των ΕΛΤ, γεγονός το οποίο πιθανόν οφείλεται στον αποκλεισµό της 

δράσης του παραγόµενου από τους τροφοβλάστες CRF. Επιπρόσθετα, η επίδραση 

του CRF στη διεισδυτικότητα των τροφοβλαστών σχετίζεται άµεσα µε την ελάττωση 

της έκφρασης του διασυνδετικού µορίου CEACAM1 στα κύτταρα αυτά. 

Η διείσδυση των κυττάρων ΕΛΤ µέχρι το κατάλληλο επίπεδο µέσα στη µήτρα 

είναι σηµαντική για την οµαλή έκβαση της εγκυµοσύνης. Υπέρµετρη διείσδυση 

µπορεί να οδηγήσει σε µη φυσιολογική προσκόλληση του πλακούντα στο µυοµήτριο 

(η κατάσταση αυτή ονοµάζεται στριφός πλακούντας, placenta accreta), στην 

επέκταση του πλακούντα µέσα στο µυοµήτριο (placenta increta), ή στη διείσδυση 

µέσω του µυοµητρίου στον βλεννογόνο της µήτρας ή ακόµα και σε παρακείµενα 

όργανα (placenta percreta). ∆ιαταραχή στη διείσδυση της τροφοβλάστης έχει επίσης 

ενοχοποιηθεί στην παθοφυσιολογία της προεκλαµψίας. Στη κατάσταση αυτή, το 

χαρακτηριστικό παθολογοανατοµικό γνώρισµα είναι το αποτέλεσµα της 

περιορισµένης διάµεσης και ενδαγγειακής διείσδυσης των τροφοβλαστών (Brosens et 

al, 1977; Meekins et al, 1994).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα επίπεδα του CRF στο 

µητρικό πλάσµα έχουν βρεθεί σηµαντικά αυξηµένα σε περιπτώσεις προεκλαµψίας, 

ενώ παράλληλα διαπιστώθηκε µειωµένη έκφραση του υποδοχέα CRFR1 (Karteris et 

al, 2003; Perkins et al, 1995). Αν και το αίτιο αυτής της αύξησης είναι άγνωστο, έχει 

προταθεί ότι διαταραχές στη λειτουργία του CRF/CRFR1 συστήµατος µπορεί να 

ενέχονται στη παθοφυσιολογία της πλακουντιακής ισχαιµίας που χαρακτηρίζει την 
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προεκλαµψία (Karteris et al, 2005). Τα ευρήµατά της παρούσας µελέτης 

υποδεικνύουν έναν επιπρόσθετο πιθανό ρόλο για τον CRF στην ανάπτυξη της νόσου. 

Προτείνεται συγκεκριµένα ότι αλλαγές στα επίπεδα της έκφρασης του CRF τοπικά 

στο ενδοµήτριο και στον πλακούντα µπορεί να απορυθµίζουν τη διείσδυση των 

τροφοβλαστών. Για παράδειγµα, περίσσεια παραγόµενου CRF µπορεί να έχει σαν 

αποτέλεσµα ρηχή διάµεση τροφοβλαστική διείσδυση. 

Έχει προηγούµενα ανακοινωθεί από την ερευνητική µας οµάδα η ειδική 

εντόπιση του πεπτιδίου CEACAM1 στην ΕΛΤ σε πλακούντα πρώτου τριµήνου 

(Bamberger et al, 2000). Το πεπτίδιο έχει την ικανότητα να σχηµατίζει οµο- και 

ετερο-τυπικές κυτταρο-κυτταρικές αλληλεπιδράσεις. Πρόκειται δηλαδή για 

αλληλεπιδράσεις τόσο µε άλλα µόρια CEACAM1 όσο και µε διαφορετικά µόρια 

κυτταρικής διασύνδεσης που βρίσκονται στην επιφάνεια παρακείµενων κυττάρων 

(Rojas et al, 1990; Turbide et al, 1991). Συνεπώς είναι πιθανή η συµµετοχή του 

CEACAM1 στους µηχανισµούς που µεσολαβούν για τη προσκόλληση της 

διεισδυτικής τροφοβλάστης στους µητρικούς ιστούς. Πράγµατι, το CEACAM1 

µπορεί να µεσολαβεί για τη προσκόλληση των τροφοβλαστών στα επιθηλιακά 

κύτταρα του ενδοµητρίου, τα οποία επίσης εκφράζουν το ίδιο µόριο (Bamberger et al, 

1998). Επιπρόσθετα, η πρόσδεση του CEACAM1 στην Ε-σελεκτίνη η οποία 

εκφράζεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων (Kuijpers et al, 1992), πιθανόν να 

συµµετέχει στη πρόσδεση των ΕΛΤ στα ενδοθηλιακά κύτταρα των µητρικών 

αγγείων. Ο µηχανισµός αυτός µπορεί να αποτελεί µέρος της διαδικασίας της 

ενδαγγειακή διείσδυσης και αντικατάστασης των ενδοθηλιακών κυττάρων από την 

ενδαγγειακή ΕΛΤ (Zhou et al, 1997). 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, περιγράφουν επίσης την επίδραση 

του CEACAM1 µορίου στη διεισδυτική ικανότητα των τροφοβλαστών. Η έκφραση 

του µορίου σε µια βασισµένη στην ΕΛΤ υβριδική κυτταρική σειρά (AC1M88) 

αυξάνει τη διεισδυτική ικανότητα των κυττάρων αυτών σε ένα in vitro πειραµατικό 

µοντέλο. Το µοντέλο αυτό σχεδιάστηκε ώστε να προσοµοιάζει την κυτταρική 

αλληλεπίδραση µε την εξωκυττάρια ουσία (extracellular matrix, ECM). Η σηµασία 

της παρουσίας λειτουργικού CEACAM1 για το διεισδυτικό δυναµικό των 

τροφοβλαστών, έγινε φανερή από τη σηµαντική µείωση της διείσδυσης έπειτα από 

την αναστολή της λειτουργίας του CEACAM1 αποµονωµένων ΕΛΤ. Για το σκοπό 

αυτό χρησιµοποιήθηκε ένα ειδικό αντι-CEACAM1 αντίσωµα. Είναι γνωστό ότι η 

διάµεση τροφοβλαστική διείσδυση εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από την 
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αλληλεπίδραση των τροφοβλαστών µε την ECM, η οποία µε τη σειρά της 

προϋποθέτει αλληλεπιδράσεις των ιντεγκρινών µε την ECM. Ένας σηµαντικός όγκος 

δεδοµένων υποδεικνύει ότι το CEACAM1 τροποποιεί και αλληλεπιδρά µε τα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια των ιντεγκρινών σε πολλά κυτταρικά συστήµατα 

συµπεριλαµβανοµένων των ΕΛΤ. Έχει δειχθεί ότι αντισώµατα κατά του CEACAM1 

επηρεάζουν τη λειτουργία των β1 και β2 ιντεγκρινών σε ουδετερόφιλα και Β 

λεµφοκύτταρα (Nair et al, 2001; Skubitz et al, 2000; Greicius et al, 2003). 

Επιπρόσθετα, έχουν περιγραφεί άµεσες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των β3 ιντεγκρινών 

και του CEACAM1 στα κοκκιοκύτταρα, στα επιθηλιακά κύτταρα και στη διεισδυτική 

τροφοβλάστη (Brummer et al, 2001). Παρόµοια µε τα αποτελέσµατα που 

περιγράφονται εδώ, έχει προηγούµενα δειχθεί ότι το CEACAM1 ενισχύει τη 

διεισδυτικότητα των µελανοκυττάρων σε µελέτες διείσδυσης σε Matrigel. Αυτή η 

δράση ήταν εξαρτώµενη από τις ιντεγκρίνες και η µελέτη πρότεινε έναν λειτουργικό 

ρόλο για την αλληλεπίδραση του CEACAM1 µε την ιντεγκρίνη β3 στην κυτταρική 

διείσδυση (Ebrahimnejad et al, 2004). Επιπλέον, η παξιλίνη, µια πρωτεΐνη σηµαντική 

για τη λειτουργία των εστιακών κυτταρικών συνδέσεων (focal adhesions), σχετίζεται 

µε το CEACAM1 σε κοκκιοκύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα και ανθρώπινα 

ενδοθηλιακά κύτταρα της οµφαλικής φλέβας (Ebrahimnejad et al, 2000). Το 

CEACAM1 µπορεί επίσης να αλληλεπιδράσει µε τις πρωτεϊνικές τυροσινικές 

φωσφατάσες SHP-1 και SHP-2 και τις τυροσινικές κινάσες της src οικογένειας (Budt 

et al, 2002; Skubitz et al, 1995; Beauchemin et al, 1997), οι οποίες συµµετέχουν στη 

σηµατοδότηση των ιντεγκρινών (Felsenfeld et al, 1999; Inagaki et al, 2000; Oh et al, 

1999). Στα κοκκιοκύτταρα και στα ενδοθηλιακά κύτταρα, το CEACAM1 

συσχετίζεται µε την ταλίνη, µια κύρια πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού, η οποία 

εµπλέκεται στην ενεργοποίηση των ιντεγκρινών (Ebrahimnejad et al, 2000; Muller et 

al, 2005). Πρόσφατα, διατυπώθηκε η υπόθεση ότι η οστεοποντίνη, µια εκκρινόµενη 

γλυκοπρωτεϊνη της ECM, και το CEACAM1 δρουν σαν ένα λειτουργικό σύµπλοκο 

για να ενισχύσουν την διεισδυτικότητα των τροφοβλαστών (Briese et al, 2005). Από 

τα ανωτέρω γίνεται φανερό ότι το CEACAM1 είναι ικανό να αλληλεπιδράσει µε τις 

ιντεγκρίνες ή/και µε ρυθµιζόµενες από τις ιντεγκρίνες κυτταρικές λειτουργίες και µε 

αυτό τον τρόπο να επηρεάσει τις κυτταρικές αλληλεπιδράσεις µε την ECM. 

Η έκφραση του cell-CAM105 (οµόλογο του CEACAM1 µόριο στον επίµυ) 

έχει περιγραφεί στην επιφάνεια του τροφεκτοδέρµατος της βλαστοκύστης (Svalander 

et al, 1987), όπως επίσης στην κορυφαία επιφάνεια του επιθηλίου της µήτρας του 
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επίµυ (Svalander et al, 1990). Ωστόσο, το cell-CAM105 είτε χάνεται είτε 

αποκρύπτεται από την επιφάνεια των τροφοβλαστικών κυττάρων της βλαστοκύστης 

που βρίσκεται σε στάδιο εµφύτευσης  (Svalander et al, 1987). Για το λόγο αυτό 

προτάθηκε η υπόθεση ότι στο συγκεκριµένο είδος η διεισδυτικότητα των 

τροφοβλαστών σχετίζεται µε ελάττωση της έκφρασης του µορίου. Η παρούσα 

µελέτη, επικεντρώθηκε σε ΕΛΤ αποµονωµένους από ανθρώπινο πλακούντα πρώτου 

τριµήνου. Συνεπώς, δεν είναι δυνατή η άµεση σύγκριση των δύο πειραµατικών 

µοντέλων. Ωστόσο, η παρουσία του CEACAM1 στη θέση εµφύτευσης στον 

ανθρώπινο πλακούντα στο πρώτο τρίµηνο της κύησης και η θετική ρύθµιση της 

τροφοβλαστικής διείσδυσης από το µόριο, υποδηλώνουν ότι µάλλον η παρουσία και 

όχι η απουσία του CEACAM1 είναι σηµαντική για τα πρώτα στάδια της 

πλακουντιοποίησης στον άνθρωπο (Bamberger et al, 2000). 

Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη, η 

ανταλαρµίνη αύξησε την τροφοβλαστική διείσδυση. Ωστόσο, σε σύγκριση µε τις 

συνθήκες αναφοράς η αύξηση αυτή ήταν µερική (κατά 60%), οδηγώντας στο 

συµπέρασµα ότι επιπρόσθετοι µηχανισµοί έχουν ρυθµιστικό ρόλο για την 

τροφοβλαστική διείσδυση. Κατά συνέπεια, οι CRF ανταγωνιστές, οι οποίοι πιθανόν 

στο µέλλον να αποδειχτούν πολύτιµοι στην θεραπεία της κατάθλιψης και των 

αγχωδών διαταραχών, πρέπει να εξεταστούν προσεκτικά για τις δράσεις τους στην 

φυσιολογία της αναπαραγωγής.  

Συνοπτικά, τα ευρήµατά της παρούσας διδακτορικής διατριβής δείχνουν ότι ο 

CRF ελαττώνει τη διεισδυτική ικανότητα των εξωλαχνωτών τροφοβλαστών. Αυτή η 

δράση οφείλεται στην CRFR1-επαγώµενη ελάττωση της έκφρασης του CEACAM1 

στην επιφάνεια των κυττάρων. Τέλος, το CEACAM1 προάγει την διείσδυση των 

τροφοβλαστών (εικόνα 1). Η απορύθµιση της τροφοβλαστικής διείσδυσης εξαιτίας 

ενός ελαττωµατικού CRF/CRFR1 συστήµατος είναι πιθανόν να εµπλέκεται στη 

παθοφυσιολογία της προεκλαµψίας και άλλων καταστάσεων που οφείλονται σε 

διαταραχές της πλακουντιοποίησης. 
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Εικόνα 1. Σύνοψη της δράσης των CRF και CEACAM1 στη διεισδυτική ικανότητα των 

κυττάρων ΕΛΤ (EVT). Η ενεργοποίηση του CRFR1 από τον CRF στα κύτταρα ΕΛΤ 

προκαλεί ελάττωση της έκφρασης του πεπτιδίου CEACAM1 στη µεµβράνη των κυττάρων. 

Σαν αποτέλεσµα η διεισδυτική ικανότητα (invasiveness) των τροφοβλαστών ελαττώνεται 

σηµαντικά. 

 

 

5.3. Η UCN εκφράζεται στην ΕΛΤ στη θέση εµφύτευσης του ανθρώπινου 

εµβρύου 

 

Η παρούσα µελέτη εντοπίζει την έκφραση του mRNA και του πεπτιδίου της 

UCN στα ανθρώπινα κύτταρα ΕΛΤ, δηλαδή στο κατ’ εξοχήν διεισδυτικό τµήµα του 

πλακούντα. Επιπρόσθετα, η έκφραση του πεπτιδίου της UCN ήταν έντονη στη 

κυτταροτροφοβλάστη και ασθενής στη συγκύτιοτροφοβλάστη, γεγονός το οποίο 

διαπιστώθηκε µε πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας σε πλακούντα πρώτου τριµήνου. 

Ακόµη, προπαρασκευαστικά αποτελέσµατα προέκυψαν πάνω στη ρύθµιση του 

υποκινητή του γονιδίου της UCN από δύο σηµαντικά µονοπάτια µεταγωγής 

ενδοκυττάριων σηµάτων, των µονοπατιών του cAMP/PKA και της 

διακυλογλυκερόλης/PKC. Τα αποτελέσµατά δείχνουν ότι σε κύτταρα πλακουντιακής 

προέλευσης ο υποκινητής της UCN, µπορούσε να ενεργοποιηθεί από το µονοπάτι της 

διακυλογλυκερόλης/PKC αλλά όχι και από εκείνο του cAMP/PKA. 

Προηγούµενες µελέτες πάνω στην πλακουντιακή έκφραση της UCN 

ανέφεραν παρουσία του mRNA της UCN σε πλακούντες πρώτου τριµήνου καθώς και 
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σε τελειόµηνους πλακούντες. Επίσης εξέτασαν την ακριβή εντόπιση του πεπτιδίου σε 

τελειόµηνο πλακουντιακό ιστό (Petraglia et al, 1996; Clifton et al, 2000; Watanabe et 

al, 1999; Sehringer et al, 2004). Συγκεκριµένα, έχει προταθεί ότι η 

συγκυτιοτροφοβλάστη, η κυτταροτροφοβλάστη και ο φθαρτός του τελειόµηνου 

πλακούντα εκφράζουν ανοσοδραστική UCN. Αντίθετα µε την έντονη χρώση της 

UCN που παρατηρήθηκε στη συγκυτιοτροφοβλάστη του τελειόµηνου πλακούντα 

(Petraglia et al, 1996), αναφέρεται εδώ ότι στον πλακούντα πρώτου τριµήνου η 

UCN εκφράζεται ασθενώς στην συγκυτιοτροφοβλάστη. Στη παρούσα µελέτη, η 

κυτταροτροφοβλάστη παρουσίασε ισχυρή χρώση για την UCN, σε αντίθεση µε 

αποτελέσµατα προηγούµενων µελετών τα οποία καταδείκνυαν ασθενή παρουσία 

του πεπτιδίου µόνο σε µερικούς κυτταροτροφοβλάστες (Clifton et al, 2000). Αυτές 

οι διαφορές µπορεί να οφείλονται σε µεθοδολογικές διαφοροποιήσεις ανάµεσα στη 

παρούσα και προηγούµενες µελέτες, για παράδειγµα στη χρήση διαφορετικών 

αντισωµάτων, ή στην εφαρµογή διαφορετικών τεχνικών αποκάλυψης αντιγονικών 

επιτόπων. Ωστόσο, τα ευρήµατα µπορεί επίσης να αντιπροσωπεύουν πραγµατικές 

µεταβολές στην έκφραση της UCN ανάµεσα σε πλακούντες πρώτου και τρίτου 

τριµήνου, µια παρατήρηση η οποία απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. Έκφραση της 

UCN παρατηρήθηκε επίσης στα ΕΛΤ κύτταρα σε τοµές παραφίνης. Το εύρηµα αυτό 

επιβεβαιώθηκε µε διπλό ανοσοφθορισµό µε χρώση για UCN και κυτταροκερατίνη-7 

σε παγωµένες τοµές, όπως επίσης σε αποµονωµένα κύτταρα ΕΛΤ σε καλλιέργεια. 

Αρκετοί λειτουργικοί ρόλοι έχουν προταθεί για την πλακουντιακή UCN. 

Είναι γενικά αποδεκτό ότι το πεπτίδιο έχει τοπική παρακρινή και αυτοκρινή δράση, 

όπως είναι η ρύθµιση της παραγωγής πλακουντιακών ορµονών, της λειτουργίας του 

µυοµητρίου και του τόνου των πλακουντιακών αγγείων (Florio et al, 2004). Πιο 

συγκεκριµένα, οι Petraglia et al έδειξαν ότι τόσο η UCN όσο και ο CRF µπορούν να 

ενεργοποιήσουν την έκκριση ACTH και PGE2 από τροφοβλαστικά κύτταρα µε δοσο-

εξαρτώµενο τρόπο (Petraglia et al, 1999). Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και 

για την activin A (Reis et al, 2002). Επιπρόσθετα, η UCN προάγει την 

αγγειοδιαστολή των πλακουντιακών αγγείων (Leitch et al, 1998) και την 

ενεργοποίηση της MAP κινάσης (mitogen activated protein kinase) στα µυοµητρικά 

κύτταρα (Grammatopoulos et al, 2000). Ωστόσο, παραµένει άγνωστο εάν το πεπτίδιο 

έχει λειτουργικό ρόλο στην εµφύτευση του εµβρύου. Η ερευνητική µας οµάδα έχει 

προηγούµενα προτείνει ότι η ενεργοποίηση του CRFR1 από τον CRF στη θέση 

εµφύτευσης του ανθρώπινου εµβρύου, προάγει τη διαδικασία εµφύτευσης της 
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βλαστοκύστης (Makrigiannakis et al, 2001). Επίσης, όπως δείχνεται ανωτέρω, ο 

CRF τροποποιεί την διείσδυση της ανθρώπινης τροφοβλάστης ενεργώντας µέσω 

του CRFR1. Επειδή η UCN είναι ένας ισχυρός αγωνιστής του CRFR1 είναι πιθανό 

να συµµετέχει παράλληλα µε τον CRF σε αυτά τα φαινόµενα. Οι Madhappan et al 

έχουν προηγούµενα αναφέρει συσχέτιση ανάµεσα στην έκφραση της UCN στον 

πλακούντα και την επιτυχή εµφύτευση της ανθρώπινης βλαστοκύστης. 

Συγκεκριµένα, παρουσιάστηκαν αυξηµένα επίπεδα UCN σε κατάλοιπα κύησης από 

γυναίκες µε αυτόµατες αποβολές, σε σύκγριση µε περιπτώσεις διακοπών κυήσεως 

(Madhappan et al, 2003). Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι οι Li και Challis πρόσφατα 

ανακοίνωσαν ότι η UCN προάγει την έκκριση της µεταλλοπρωτεάσης-9 (ΜΜP-9) σε 

συγκυτιοτροφοβλάστες και χοριονικούς τροφοβλάστες τελειόµηνων πλακούντων. 

∆ιατυπώθηκε η υπόθεση ότι η UCN εµπλέκεται στην ρήξη των υµένων κατά την 

έναρξη του τοκετού (Li et al, 2005). Λαµβάνοντας υπόψη αυτά τα αποτελέσµατα, 

είναι δελεαστικό να προτείνει κανείς ένα ρόλο για την UCN στην τροφοβλαστική 

διείσδυση µέσω της ρύθµισης της αποικοδόµησης της εξωκυττάριας ουσίας από την 

ΕΛΤ.  

Τέλος, προκαταρτικά πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν πάνω στη ρύθµιση του 

υποκινητη της UCN. Υπολογιστική ανάλυση του ανθρώπινου γονιδίου της UCN έχει 

προηγούµενα καταδείξει την παρουσία ενός αριθµού περιοχών προ του σηµείου 

έναρξης της µεταγραφής που µπορούν δυνητικά να αποτελέσουν θέσεις πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων. Αυτές οι περιοχές περιλαµβάνουν ένα παράγοντα 

απάντησης στο cAMP (cAMP response element, CRE) στη θέση -40bp και µια 

θέση πρόσδεσης της ενεργοποιητικής πρωτεϊνης 1 (activating protein 1, AP1) στη 

θέση -310bp (Zhao et al, 1998). Επειδή η περιοχή CRE και η περιοχή πρόσδεσης 

της AP1 αποτελούν σηµαντικούς µεταγωγείς των απαντήσεων των γονιδίων στην 

ενεργοποίηση των PKA και PKC αντίστοιχα, στη παρούσα µελέτη εξετάστηκε η 

απάντηση του υποκινητή της UCN σε ερεθίσµατα τα οποία είναι γνωστό ότι 

ενεργοποιούν τα δύο µονοπάτια. Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν προτείνουν ότι 

σε κύτταρα πλακουντιακής προέλευσης (κύτταρα ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος, 

JEG3), ο υποκινητής της UCN είναι πιθανότερο να ενεργοποιείται από παράγοντες 

άνωθεν του AP1 µεταγραφικού παράγοντα (διακυλογλυκερόλη/PKC), παρά της 

CRE-προσδένουσας πρωτεϊνης (cAMP/PKA). 

Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τη παρούσα µελέτη 

προτείνουν ότι η UCN εκφράζεται έντονα στο διεισδυτικό κοµµάτι του 
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πλακουντιακού ιστού, δηλαδή στην ΕΛΤ. Η λειτουργική σηµασία του γεγονότος 

αυτού απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. Ωστόσο, η παρουσία των CRF υποδοχέων στο 

εµβρυο-µητρικό όριο (Makrigiannakis et al, 2001) επιτρέπει την υπόθεση για έναν 

τοπικό ρόλο της UCN στα ενδοµήτρια φαινόµενα που σχετίζονται µε την 

εµφύτευση της βλαστοκύστης και την πλακουντιοποίηση.  

 

 

5.4. Οι αυτόµατες αποβολές στον άνθρωπο σχετίζονται µε αυξηµένη 

έκφραση CRF και UCN στη θέση εµφύτευσης, αυξηµένη έκφραση FasL στα 

λευκοκύτταρα του φθαρτού και αυξηµένη έκφραση Fas στην ΕΛΤ 

 

Έχει προηγούµενα δειχθεί ότι οι αυτόµατες αποβολές στον άνθρωπο 

σχετίζονται µε αυξηµένη έκφραση των πεπτιδίων CRF και UCN σε 

οµογενοποιήµατα πλακούντα (Madhappan et al, 2003), ο δε CRF έχει συνδεθεί σε 

συγκεκριµένες περιπτώσεις µε τη ρύθµιση της έκφρασης του προ-αποπτωτικού FasL 

(Dermitzaki et al, 2002; Makrigiannakis et al, 2001). Στην παρούσα µελέτη 

εξετάστηκαν οµογενοποιήµατα πλακούντα για τα επίπεδα έκφρασης mRNA των 

CRF, UCN, FasL και Fas γονιδίων αλλά και µονιµοποιηµένος ιστός για την 

έκφραση των αντίστοιχων πεπτιδίων. Στους ιστούς προερχόµενους από αυτόµατες 

αποβολές διαπιστώθηκαν: (α) αυξηµένα επίπεδα CRF και UCN µε εντόπιση στο 

εµβρυο-µητρικό όριο και (β) αυξηµένα επίπεδα FasL και Fas µε εντόπιση στα 

φθαρτικά λευκοκύτταρα και στην ΕΛΤ αντίστοιχα. 

Ένας αριθµός µελετών έχει ανακοινώσει ότι το FasL που συντίθεται από τα 

κύτταρα ΕΛΤ επάγει την απόπτωση ενεργοποιηµένων Τ λεµφοκυττάρων, προάγοντας 

έτσι την επιβίωση του εµβρύου και την εξέλιξη των αρχικών σταδίων της κύησης 

(Makrigiannakis et al, 2001; Abrahams et al, 2004; Kauma et al, 1999; Uckan et al, 

1997; Runic et al, 1996). Στη σχετική µελέτη της ερευνητικής µας οµάδας έχει δειχθεί 

ότι στην ανωτέρω διαδικασία σηµαντικό ρόλο παίζει ο CRF, καθώς επάγει την 

έκφραση του FasL στην ΕΛΤ (Makrigiannakis et al, 2001). Στην παρούσα µελέτη, 

παρά τη σηµαντική αύξηση των CRF και UCN στο φθαρτό, δεν εντοπίστηκαν 

διαφορές στην έκφραση του FasL στην ΕΛΤ στις αποβολές, σε σύγκριση µε 

φυσιολογικούς πλακούντες. Αντίθετα, βρέθηκε ότι στους πλακούντες αποβολών, τα 

φθαρτικά λευκοκύτταρα εξέφραζαν FasL το οποίο απουσίαζε από τον συγκεκριµένο 

κυτταρικό πληθυσµό στους φυσιολογικούς πλακούντες. Επίσης, στις αποβολές 
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µεγάλο µέρος της ΕΛΤ ήταν έντονα θετικό για τον υποδοχέα Fas σε αντίθεση µε τα 

λίγα κύτταρα που παρουσίαζαν αδύναµη χρώση υπό φυσιολογικές συνθήκες. Είναι 

συνεπώς πιθανό, τα λευκοκύτταρα και η ΕΛΤ του πλακούντα να συνεισφέρουν 

σηµαντικά στην αύξηση των FasL και Fas µεταγραφηµάτων αντίστοιχα, που 

ανιχνεύονται στα οµογενοποιηµένα δείγµατα από πλακούντες αποβολών. 

Πρόσφατα οι Tayade et al χρησιµοποιώντας σαν µοντέλο τον χοίρο του 

εµπορίου, ανακοίνωσαν ότι το FasL, σε επίπεδο µεταγραφήµατος, εκφράζεται εν 

αφθονία στα λεµφοκύτταρα που διηθούν τις θέσεις εµφύτευσης αποβαλόµενων 

εµβρύων. Αντιθέτως, τα αντίστοιχα επίπεδα ήταν σηµαντικά χαµηλότερα σε 

λεµφοκύτταρα τα οποία αποµονώθηκαν από τις θέσεις εµφύτευσης υγιών εµβρύων 

(Tayade et al, 2006). Στη µελέτη αυτή περιγράφηκε επιπλέον το εύρηµα αυξηµένων 

επιπέδων του µεταγραφήµατος του Fas υποδοχέα στους τροφοβλάστες που 

αποµονώθηκαν από θέσεις εµφύτευσης αποβαλόµενων εµβρύων. Τα αποτελέσµατα 

των Tayade et al είναι µεν αντίστοιχα µε τα αποτελέσµατα της παρούσης διατριβής, 

ωστόσο ο συσχετισµός των δύο µελετών είναι δύσκολος, εξαιτίας των διαφορών 

ανάµεσα στα µοντέλα που χρησιµοποιήθηκαν. Συγκεκριµένα, ο χοίρος ανήκει στη 

κατηγορία των ειδών µε επιθηλιοχοριακή πλακουντιοποίηση, ενώ ο άνθρωπος στη 

κατηγορία των ειδών µε αιµοχοριακή πλακουντιοποίηση. Σε αντίθεση µε ό,τι 

συµβαίνει στον άνθρωπο, στον πλακούντα του χοίρου δεν υπάρχει διεισδυτική 

τροφοβλάστη, διότι το επιθήλιο της µήτρας δεν διαπερνάται καθόλου από 

τροφοβλαστικά κύτταρα.  

 

 

5.5. Οι αυτόµατες αποβολές σχετίζονται µε αυξηµένη απόπτωση της 

διάµεσης ΕΛΤ 

 

Με γνώµονα τις ανωτέρω παρατηρήσεις, µελετήθηκε η υπόθεση ότι στις 

αποβολές η ΕΛΤ πιθανόν είναι ευάλωτη σε µια επαγόµενη από το λευκοκυτταρικό 

FasL κυτταροτοξική επίθεση. Πράγµατι, διαπιστώθηκε ότι το ποσοστό των 

αποπτωτικών κυττάρων ΕΛΤ είναι σηµαντικά υψηλότερο σε πλακούντες από 

αποβολές απ’ ότι σε φυσιολογικούς πλακούντες. Συγκεκριµένα, ελάχιστα αποπτωτικά 

κύτταρα ΕΛΤ εντοπίστηκαν στους φυσιολογικούς πλακούντες πρώτου τριµήνου.  

Άξιο αναφοράς είναι επίσης το γεγονός ότι και στις δύο οµάδες 

πλακουντιακού υλικού δεν εντοπίστηκε κανένα αποπτωτικό κύτταρο στις κολώνες 
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ΕΛΤ. Μια πιθανή ερµηνεία για το εύρηµα αυτό είναι ότι µέσα στις τροφοβλαστικές 

κολώνες, τα φθαρτικά λευκοκύτταρα µπορεί να µην είναι ικανά να έρθουν σε άµεση 

επαφή µε τα κύτταρα της ΕΛΤ, αλλά να επιτίθενται στα τελευταία βαθύτερα µέσα 

στο φθαρτό, καθώς αυτά διεισδύουν µέσα στους µητρικούς ιστούς. Μια δεύτερη 

ερµηνεία για το ίδιο φαινόµενο παρέχεται από προηγούµενες µελέτες πάνω στην 

απόπτωση της ΕΛΤ. Οι Huppertz et al, χρησιµοποίησαν φυσιολογικούς πλακούντες 

για να µελετήσουν την απόπτωση της πολλαπλασιαζόµενης ΕΛΤ, (δηλαδή τα 

κύτταρα που διατηρούν την ικανότητα της µιτωτικής διαίρεσης και βρίσκονται στα 

βασικά επίπεδα των τροφοβλαστικών κολωνών) και της διεισδυτικής τροφοβλάστης 

που έχει χάσει την ικανότητά της να διαιρείται. Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της 

διδακτορικής διατριβής, οι συγγραφείς δεν εντόπισαν αποπτωτικά κύτταρα στον 

πρώτο πληθυσµό, σε αντίθεση µε τον δεύτερο όπου υπήρχαν λίγα αποπτωτικά 

κύτταρα (Huppertz et al, 1998). Τα ευρήµατα αυτά συσχετίστηκαν µε την αφθονία 

της αντι-αποπτωτικής πρωτεϊνης Bcl-2 στην πολλαπλασιαζόµενη ΕΛΤ, σε 

συνδυασµό µε την απουσία των «υποδοχέων θανάτου» Fas και TNF-R1 στα ίδια 

κύτταρα (Huppertz et al, 2006). Έχοντας δηµοσιεύσει τα αποτελέσµατά τους σε µία 

περίληψη και όχι πλήρη δηµοσίευση, οι Huppertz et al, δεν διευκρινίζουν την ηλικία 

των δειγµάτων πλακούντα που εξετάστηκαν. Ωστόσο, η παρούσα καθώς και 

παλαιότερες (Huppertz et al, 1998; Murakoshi et al, 2003; DiFederico et al, 1999) 

µελέτες πάνω στην απόπτωση της πολλαπλασιαζόµενης και διάµεσης ΕΛΤ, 

συµφωνούν σε µεγάλο βαθµό, ανεξάρτητα από την πιθανά διαφορετική ηλικία ή/και 

προέλευση (αυτόµατη αποβολή, διακοπή εγκυµοσύνης, φυσιολογικός τοκετός) των 

πλακούντων. 

Η υπόθεση της συµµετοχής του συστήµατος των Fas/FasL πεπτιδίων στην 

σχετιζόµενη µε τις αποβολές απόπτωση των πλακουντιακών κυττάρων έχει 

υποστηριχθεί από προηγούµενες µελέτες. Οι Ejima et al παρατήρησαν ότι µετά από 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση LPS, διάφορα κύτταρα στον πλακούντα του µυός υφίστανται 

απόπτωση επαγόµενη από τον Fas υποδοχέα (Ejima et al, 2000). Μεταγενέστερες 

µελέτες σε κουνέλια (Liu et al, 2003) και µύες (Savion et al, 2002) συνέδεσαν την 

τεχνητά προκαλούµενη αποβολή µε την απόπτωση κυττάρων του πλακούντα καθώς 

και την έκφραση στον ίδιο ιστό πρωτεϊνών σχετιζόµενων µε την απόπτωση.  

Τα ευρήµατα των ανωτέρω µελετών υποστηρίζουν ένα πιθανό ρόλο για την 

απόπτωση κυττάρων του πλακούντα στους µηχανισµούς που ενέχονται στις 

αποβολές. Ωστόσο οι συγγραφείς δεν χρησιµοποίησαν, παράλληλα µε την ανίχνευση 
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της απόπτωσης, ειδικά αντισώµατα σήµανσης για την διάκριση των επιµέρους 

κυτταρικών πληθυσµών. Σαν αποτέλεσµα η παρατηρούµενη αύξηση της απόπτωσης 

στις περιπτώσεις των αποβολών, αναφέρθηκε σαν αύξηση της απόπτωσης συνολικά 

στους διάφορους κυτταρικούς πληθυσµούς του πλακούντα, χωρίς να είναι όµως 

δυνατή η διάκριση του καθενός από αυτούς. Επιπλέον, στις περιπτώσεις όπου 

χρησιµοποιούνται πειραµατόζωα, η αποβολή δεν είναι αυτόµατη αλλά προκλητή, µε 

τη χρήση κάποιου χηµικού παράγοντα. Οι µηχανισµοί οι οποίοι ενέχονται είναι 

συνεπώς διαφορετικοί από εκείνους στις αυτόµατες αποβολές στον άνθρωπο. Στη 

πρώτη περίπτωση ο πλακούντας υπόκειται σε µια γενικευµένη τοξική δράση ενός 

µόνο παράγοντα (για παράδειγµα ενός λιποπολυσακχαρίτη ή της κυκλοφωσφαµίδης 

που χρησιµοποιήθηκαν στις αναφερόµενες µελέτες), ενώ στη δεύτερη η αιτιολογία 

είναι πολυπαραγοντική και πολύ λίγο γνωστή. 

Περισσότερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η µελέτη των Kokawa et al, οι οποίοι 

διαπίστωσαν αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης στη συγκυτιοτροφοβλάστη και στον 

φθαρτό σε ανθρώπινους πλακούντες µετά από αυτόµατες αποβολές (Kokawa et al, 

1998). Τέλος, εκτεταµένη απόπτωση των κυττάρων ΕΛΤ σε πλακούντες τρίτου 

τριµήνου έχει συσχετισθεί µε την παθογένεση της προεκλαµψίας (DiFederico et al, 

1999). 

 

 

5.6. Τα πεπτίδια CRF και UCN ενισχύουν την ικανότητα των φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων να προκαλούν Fas-επαγώµενη απόπτωση σε µια κυτταρική 

σειρά ΕΛΤ 

 

Ακολούθως διερευνήθηκε ένας πιθανός ρόλος για τα πεπτίδια CRF και UCN 

στην µεταγωγή των ανωτέρω φαινοµένων. Έχει παλαιότερα δειχθεί ότι η 

ενεργοποίηση του CRFR1 επάγει την έκφραση του FasL στην ΕΛΤ και στα PC12 

κύτταρα (Makrigiannakis et al, 2001; Dermitzaki et al, 2002). Επιπρόσθετα, 

πρόσφατα ανακοινώθηκε η έκφραση υψηλών επιπέδων των CRF και UCN πεπτιδίων 

σε οµογενοποιήµατα πλακούντων που ελήφθησαν µετά από αυτόµατες αποβολές 

(Madhappan et al, 2003). Το εύρηµα αυτό επιβεβαιώθηκε στη παρούσα µελέτη. Με 

βάση τα δεδοµένα αυτά, εξετάστηκε η υπόθεση ότι ο CRF ή/και η UCN επάγουν την 

έκφραση του FasL στα φθαρτικά λευκοκύτταρα ενισχύοντας έτσι την ικανότητα των 

τελευταίων να προκαλούν απόπτωση στην ΕΛΤ. Η µελέτη εστιάστηκε στα φθαρτικά 
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λεµφοκύτταρα για δύο λόγους. Πρώτον τα κύτταρα αυτά αποτελούν τον µεγαλύτερο 

πληθυσµό φθαρτικών λευκοκυττάρων (περίπου 80%) στον πλακούντα πρώτου 

τριµήνου. Σαν αποτέλεσµα οι πρωτογενείς τους καλλιέργειες αποδίδουν 

ικανοποιητικό αριθµό κυττάρων για την διεξαγωγή πειραµάτων. Συγκεκριµένα, 

περιλαµβάνουν στο µεγαλύτερο ποσοστό τους µια ειδική υποκατηγορία των 

κυττάρων φυσικών φονέων της µήτρας (uterine natural killer cells, uNK) καθώς και 

λίγα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα. ∆εύτερον, τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα είναι τεχνικά 

εύκολο να αποµονωθούν σε πρωτογενείς καλλιέργειες υψηλής καθαρότητας. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης προτείνουν έναν λειτουργικό ρόλο για τα 

νευροπεπτίδια CRF και UCN στην κυτταροτοξική δράση των φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων έναντι των ΕΛΤ. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα νευροπεπτίδια CRF και UCN 

επάγουν, µε παρόµοια ισχύ, την έκφραση του συνδεδεµένου στη κυτταρική µεµβράνη 

FasL (µοριακού βάρους ~ 40kDa) σε φθαρτικά λεµφοκύτταρα αποµονωµένα από 

φυσιολογικούς πλακούντες πρώτου τριµήνου. Για τη δράση αυτή µεσολαβεί ο 

CRFR1, καθώς η προσθήκη του αντίστοιχου ανταγωνιστή ανταλαρµίνη είχε σαν 

αποτέλεσµα την πλήρη αναστολή του φαινοµένου. Επιπλέον παρατηρήθηκε ότι τα 

φθαρτικά λεµφοκύτταρα από υλικό αποβολών εκφράζουν υψηλά επίπεδα του FasL 

χωρίς να έχουν εκτεθεί in vitro σε εξωγενή χορήγηση CRF ή UCN. Το γεγονός αυτό 

επιβεβαίωσε τα προαναφερθέντα in situ δεδοµένα, σύµφωνα µε τα οποία το πεπτίδιο 

FasL εκφράζεται στα λευκοκύτταρα σε πλακούντες από αποβολές αλλά δεν 

ανιχνεύεται στα λευκοκύτταρα φυσιολογικών πλακούντων από διακοπή κυήσεως. 

Για τη µελέτη της κυτταροτοξικής δράσης των λεµφοκυττάρων πάνω στους 

τροφοβλάστες χρησιµοποιήθηκε ένα µοντέλο κυτταρικών συν-καλλιεργειών 

αποτελούµενο από πρωτογενείς καλλιέργειες φθαρτικών λεµφοκυττάρων και µια 

υβριδική κυτταρική σειρά χοριοκαρκινώµατος και εξωλαχνωτής τροφοβλάστης 

(AC1M88). Η τελευταία ελέγχθηκε για την έκφραση του υποδοχέα Fas πριν από το 

σχεδιασµό των αντίστοιχων πειραµάτων. Παρατηρήθηκε ότι οι CRF και UCN 

προκάλεσαν σηµαντική αύξηση στην κυτταροτοξικότητα των φθαρτικών 

λεµφοκυττάρων προερχόµενα από φυσιολογικούς πλακούντες, έναντι των AC1M88 

κυττάρων. Το γεγονός αυτό έγινε αντιληπτό µε τη µέτρηση αυξηµένων ποσοστών 

απόπτωσης των AC1M88 κυττάρων µετά τη συν-καλλιέργειά τους µε τα 

συγκεκριµένα λεµφοκύτταρα σε σύγκριση µε τις συνθήκες αναφοράς. Οι τελευταίες 

ορίζονται ως συν-καλλιέργεια AC1M88 κυττάρων µε φθαρτικά λεµφοκύτταρα από 

φυσιολογικούς πλακούντες και χωρίς την χρήση εξωγενούς CRF ή UCN. Το 
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περιγραφόµενο φαινόµενο αναστράφηκε τόσο µε τη χρήση της ανταλαρµίνης πάνω 

στα λεµφοκύτταρα, όσο και µε τον αποκλεισµό της λειτουργίας του Fas υποδοχέα 

στους τροφοβλάστες, µε τη χρήση ειδικού αντισώµατος. Συµπερασµατικά, η 

παρατηρούµενη αύξηση της απόπτωσης οφειλόταν στην επαγωγή της έκφρασης του 

λεµφοκυτταρικού FasL από τους CRF και UCN. 

Ιδιαίτερης σηµασίας είναι το γεγονός ότι τα αποµονωθέντα από πλακούντες 

αποβολών λεµφοκύτταρα ήταν ικανά να επάγουν υψηλά ποσοστά απόπτωσης στη 

τροφοβλαστική κυτταρική σειρά, χωρίς να εκτεθούν προηγούµενα σε οποιονδήποτε 

παράγοντα πέραν του θρεπτικού τους υλικού. O λειτουργικός αποκλεισµός του 

υποδοχέα Fas των τροφοβλαστών µε τη χρήση του ειδικού αντισώµατος πριν τη συν-

καλλιέργεια, ελάττωσε και εδώ σηµαντικά την απόπτωσή τους. Ωστόσο, σε αυτή τη 

περίπτωση τα ποσοστά της απόπτωσης δεν έφτασαν στα επίπεδα που παρατηρούνταν 

στις συνθήκες αναφοράς. Για το λόγο αυτό διατυπώνεται η υπόθεση ότι στις 

αποβολές διάφοροι παράγοντες δρουν στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα επάγοντας έναν 

αριθµό κυτταροτοξικών µηχανισµών πέραν εκείνου της επαγωγής της έκφρασης του 

λεµφοκυτταρικού FasL από τα νευροπεπτίδια CRF και UCN. Για παράδειγµα τέτοιοι 

µηχανισµοί µπορεί να περιλαµβάνουν συστατικά κυτταροτοξικών κυστιδίων όπως το 

granzyme B και η περφορίνη. Έχει δειχθεί ότι οι πρωτεϊνες αυτές εκφράζονται σε 

παρόµοια επίπεδα στα uNK κύτταρα και στα CD56dim NK κύτταρα του περιφερικού 

αίµατος (Koopman et al, 2003) όπως επίσης σε υψηλά επίπεδα στον φθαρτό 

(Rukavina et al, 1995; Gulan et al, 1997). 

Η κυτταροτοξικότητα των φθαρτικών λεµφοκυττάρων απέναντι στους 

τροφοβλάστες έχει αποτελέσει αντικείµενο µελέτης παλαιότερα. Έχει βρεθεί ότι in 

vitro και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι τροφοβλάστες είναι ανθεκτικοί 

απέναντι στη κυτταροτοξική δράση των uNK κυττάρων. Ωστόσο, τα τελευταία 

µπορούν να ενεργοποιηθούν µε τη χρήση της ιντερελευκίνης-2 και να ασκήσουν 

ισχυρή κυτταροτοξική δράση σε συν-καλλιέργειες µε τροφοβλάστες (King et al, 

1990). Περαιτέρω διερεύνηση της συµπεριφοράς των λεµφοκυττάρων απέναντι στη 

τροφοβλάστη πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση πρωτογενών καλλιεργειών 

κυτταροτροφοβλαστών καθώς και της κυτταρικής σειράς του ανθρώπινου 

χοριοκαρκινώµατος JEG3. ∆ιαπιστώθηκε ότι τόσο τα λεµφοκύτταρα περιφερικού 

αίµατος, όσο και τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα που αποµονώθηκαν από τελειόµηνους 

πλακούντες, γίνονταν ιδιαίτερα κυτταροτοξικά απέναντι και στους δύο ανωτέρω 

τύπους τροφοβλαστών, µετά την ενεργοποίησή τους µε ιντερλευκίνη-2 (Abadia-
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Molina et al, 1996). Πρόσφατα, οι Olivares et al χρησιµοποίησαν σε µια αντίστοιχη 

µελέτη φθαρτικά λεµφοκύτταρα αποµονωµένα είτε από υλικό αποβολών, είτε από 

φυσιολογικούς πλακούντες της ίδιας ηλικίας (πρώτου τριµήνου), και την κυτταρική 

σειρά του ανθρώπινου χοριοκαρκινώµατος JEG-3. Τα JEG-3 κύτταρα, τα οποία 

προσοµοιάζουν την ανθρώπινη κυτταροτροφοβλάστη, τοποθετήθηκαν σε συν-

καλλιέργεια µε τα αποµονωµένα λεµφοκύτταρα και µετά την αποµάκρυνση των 

τελευταίων, εκτιµήθηκαν τα επίπεδα της απόπτωσης και νέκρωσης των πρώτων. 

Βρέθηκε ότι στη περίπτωση που τα JEG-3 κύτταρα συγκαλλιεργούνταν µε φθαρτικά 

λεµφοκύτταρα από αυτόµατες αποβολές, το ποσοστό των τροφοβλαστών που 

υφίστατο απόπτωση ήταν σηµαντικά υψηλότερο από τη περίπτωση που 

χρησιµοποιούνταν λεµφοκύτταρα φυσιολογικών πλακούντων από διακοπές 

εγκυµοσύνης. Παράλληλα, τα επίπεδα της νέκρωσης των JEG-3 κυττάρων ήταν σε 

όλες τις περιπτώσεις ιδιαίτερα χαµηλά, χωρίς σηµαντικές µεταβολές (Olivares et al, 

2002).  

Στις µελέτες που περιγράφονται ανωτέρω, χρησιµοποιήθηκαν διάφοροι τύποι 

τροφοβλαστών. Είναι συνεπώς αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι τα αποτελέσµατα αυτών 

των µελετών καθώς και της παρούσης βρίσκονται σε µεγάλο βαθµό συµφωνίας. Ένα 

γενικό συµπέρασµα που µπορεί να εξαχθεί µε την ανασκόπηση όλων των 

αποτελεσµάτων των σχετικών µε την αλληλεπίδραση τροφοβλαστών και 

λεµφοκυττάρων, είναι το εξής: παρόλο που τα λεµφοκύτταρα του φθαρτού διαθέτουν 

τον «εξοπλισµό» για να σκοτώσουν τους τροφοβλάστες, φαίνεται ότι κατά τη 

διάρκεια µιας φυσιολογικής εγκυµοσύνης, η κυτταροτοξικότητα των λεµφοκυττάρων 

αναστέλεται. Μια ευρέως αποδεκτή θεωρία η οποία ερµηνεύει τη «σιγή» των 

φθαρτικών λεµφοκυττάρων, καθώς και την ανθεκτικότητα των τροφοβλαστών στην 

κυτταροτοξική δράση των πρώτων στη πορεία της φυσιολογικής κύσης, είναι το 

παράδειγµα των Th1/Th2 κυττοκινών. Η επιτυχής εγκυµοσύνη έχει συσχετισθεί µε 

την µετακίνηση της ισορροπίας έκφρασης των προ-φλεγµονωδών (προερχόµενων 

από τα T helper 1 κύτταρα) και αντι-φλεγµονωδών (από τα T helper 2 κύτταρα) 

κυττοκινών προς την πλευρά των δεύτερων. Αυτή η ισορροπία αφορά τόσο στην 

έκφραση των εν λόγω κυττοκινών στην περιφέρεια όσο και στο περιβάλλον της 

µήτρας. Αντίθετα, όταν προεξάρχει η παραγωγή των προ-φλεγµονωδών κυττοκινών 

των Τh1 κυττάρων,  όπως συµβαίνει για παράδειγµα σε καταστάσεις στρες ή 

φλεγµονών, τότε ευνοείται η απόρριψη των τροφοβλαστών (Lin et al, 1993; Marzi et 

al, 1996; Tangri et al, 1994; Piccinni et al, 1998 ). Πρόσφατα µελετήθηκε η δράση της 
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ιντερφερόνης-γ (IFN-γ), του παράγοντα νέκρωσης των όγκων-α (tumor necrοsis 

factor, TNF-α) και των ιντερλευκινών 6 και 10 στην έκφραση του υποδοχέα Fas σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες τροφοβλαστών πρώτου τριµήνου. Παράλληλα µελετήθηκε 

η επίδραση των ανωτέρω κυττοκινών στην ευαισθησία των τροφοβλαστών στην Fas-

επαγώµενη απόπτωση. ∆ιαπιστώθηκε ότι οι ΙFN-γ και ΤNF-α (Th1 κυττοκίνες) 

προάγουν την έκφραση του Fas στους τροφοβλάστες και καθιστούν τα κύτταρα 

ιδιαίτερα ευάλωτα στην Fas-επαγόµενη απόπτωση. Αντίθετα, οι ιντερλευκίνες 6 και 

10, οι οποίες ανήκουν στις Τh2 κυττοκίνες, ενισχύουν την αντίσταση των 

τροφοβλαστών σε αυτή τη µορφή απόπτωσης (Aschkenazi et al, 2002). 

Στην παρούσα µελέτη διατυπώνεται η υπόθεση ότι η περίσσεια των CRF και 

UCN που ανιχνεύεται στις αποβολές είναι πιθανά επιζήµια για τους τροφοβλάστες. 

Οι Madhappan et al προτείνουν ότι καταστάσεις οι οποίες προκαλούν στρες στο 

περιβάλλον της µήτρας πιθανόν επάγουν την τοπική παραγωγή και απελευθέρωση 

CRF και UCN και έτσι αντιπροσωπεύουν ένα αιτιολογικό σύνδεσµο ανάµεσα στο 

στρες και την αποβολή (Madhappan et al, 2003). Την αντίθετη άποψη εκφράζουν οι 

Florio et al οι οποίοι υποθέτουν ότι ο πλακούντας ανταποκρίνεται στο στρες µε την 

απελευθέρωση CRF, που σκοπό έχει τη προστασία του εµβρύου από ένα εχθρικό 

περιβάλλον (Florio et al, 2002). Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης προσθέτουν 

νέα δεδοµένα σε αυτή τη διχογνωµία αποκαλύπτοντας έναν, φαινοµενικά 

τουλάχιστον, παράδοξο µηχανισµό. Τα πεπτίδια CRF και UCN επάγουν in vitro την 

έκφραση του FasL στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα και έτσι ενισχύουν την ικανότητα 

τους να προκαλούν απόπτωση των εξαλαχνωτών τροφοβλαστών. ∆εδοµένου ότι τα 

δύο νευροπεπτίδια παράγονται στη θέση εµφύτευσης και υπό φυσιολογικές συνθήκες 

τα λεµφοκύτταρα του φθαρτού δεν εκφράζουν το FasL πεπτίδιο, ο περιγραφόµενος 

µηχανισµός φαίνεται να είναι λειτουργικός στις αποβολές, αλλά όχι στη φυσιολογική 

κύηση. Στη τελευταία περίπτωση, ο CRF φαίνεται να επάγει την επιβίωση των 

κυττάρων ΕΛΤ µέσω ενός αντίθετου µηχανισµού (Makrigiannakis et al, 2001). 

Συγκεκριµένα, νωρίς κατά τα πρώτα στάδια της εµφύτευσης και πλακουντιοποίησης, 

ο CRF δρα µε αυτοκρινή και παρακρινή µηχανισµό στην εξωλαχνωτή τροφοβλάστη, 

επάγοντας την έκφραση του τροφοβλαστικού FasL. Με αυτό τον τρόπο προκαλείται 

απόπτωση των ενεργοποιηµένων λεµφοκυττάρων που συρρέουν στη περιοχή και 

φέρουν στην επιφάνειά τους τον Fas υποδοχέα, και τελικά η τροφοβλάστη 

προστατεύεται από την κυτταροτοξική τους δράση.  
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Γίνεται λοιπόν εµφανής ένας διπλός, αντιφατικός ρόλος για το νευροπεπτίδιο 

CRF και πιθανόν και την UCN µέσα στην έγκυο µήτρα. Μια πιθανή ερµηνεία για 

αυτό το φαινόµενο είναι η εξής: Σε ένα ενδοµήτριο περιβάλλον µε φυσιολογική 

έκφραση ορµονών και κυττοκινών, όπου για παράδειγµα η ισορροπία κλίνει προς τις 

Th2 κυττοκίνες, η ενεργοποίηση των κυτταροτοξικών µηχανισµών των 

λεµφοκυττάρων του φθαρτού παρεµποδίζεται. Ο CRF, εκφραζόµενος σε φυσιολογικά 

επίπεδα, δρα προς όφελος των κυττάρων ΕΛΤ και η επιβίωση των τελευταίων 

ευνοείται. Αντίθετα, σε ένα ενδοµήτριο περιβάλλον όπου το κύηµα οδηγείται προς 

την αποβολή, η ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων είναι επιτρεπτή. Τα αυξηµένα 

επίπεδα των CRF και UCN ενεργοποιούν ευχερώς τα λεµφοκύτταρα αποτελώντας 

έτσι επιζήµιους παράγοντες για την επιβίωση της τροφοβλάστης. Επιπλέον, ένα 

τέτοιο περιβάλλον πιθανόν καθιστά την ΕΛΤ περισσότερο ευάλωτη στην 

κυτταροτοξική δράση των γειτονικών λεµφοκυττάρων, όπως καταδεικνύεται από την 

αύξηση της έκφρασης του τροφοβλαστικού υποδοχέα Fas. Σε κάθε περίπτωση, το 

σύστηµα των πεπτιδίων CRF, UCN και των υποδοχέων τους χαρακτηρίζεται από 

ιδιαίτερη πολυπλοκότητα, µε αποτέλεσµα να αποκαλύπτονται συχνά διττοί ρόλοι για 

τα εν λόγω πεπτίδια (Hillhouse et al, 2002). 

Μια ακόµη σηµαντική διάσταση της δράσης των CRF και UCN που 

διαπιστώνεται στη παρούσα µελέτη, αφορά τον ανοσορυθµιστικό ρόλο των πεπτιδίων 

στο εµβρυο-µητρικό όριο. Γίνεται φανερό ότι τα νευροπεπτίδια έχουν απευθείας 

δράση πάνω στα λεµφοκύτταρα της περιοχής, ρυθµίζοντας την έκφραση του FasL 

στην επιφάνεια των κυττάρων. Η δυνατότητα των CRF και UCN να τροποποιούν τη 

λειτουργία των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος, συµπεριλαµβανοµένων 

των λεµφοκυττάρων, έχει προηγούµενα αναφερθεί (Tsatsanis et al, 2006; Singh et al, 

1989; Singh et al, 1990; Angioni et al, 1993). Σε συστηµικό επίπεδο ο CRF έχει 

έµµεση ανοσοκατασταλτική δράση, µε την ενεργοποίηση του άξονα ΥΥΕ και την 

συνεπόµενη απελευθέρωση των γλυκοκορτικοειδών. Αντίθετα, σε τοπικό επίπεδο 

διαπιστώνεται ότι ο CRF που παράγεται σε φλεγµαίνοντες ιστούς δρα παρακρινώς 

ή/και αυτοκρινώς σαν µια ισχυρή προ-φλεγµονώδης κυττοκίνη (Gravanis and 

Margioris, 2005; Zhao et al, 2002; Venihaki et al, 2003; Karalis et al, 1991). Σε 

συµφωνία µε προηγούµενες παρατηρήσεις, η παρούσα µελέτη δείχνει ότι οι CRF και 

UCN ενισχύουν την κυτταροτοξική δράση των λεµφοκυττάρων του φθαρτού, µέσω 

της επαγωγής έκφρασης του FasL. Αυτός ο µηχανισµός µπορεί να λειτουργεί είτε 

άµεσα µε τη µεσολάβηση της ενεργοποίησης µόνο του CRFR1, είτε έµµεσα για 
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παράδειγµα µέσω µιας πιθανής CRFR1-εξαρτώµενης παραγωγής λεµφοκυτταρικών 

προ-φλεγµονωδών κυττοκινών. Συµπερασµατικά, η παρούσα µελέτη υποστηρίζει 

έναν ανοσορυθµιστικό ρόλο για τον περιφερικό CRF και το συγγενικό πεπτίδιο UCN. 

 

Ένα σηµαντικό ερώτηµα το οποίο προκύπτει από τα αποτελέσµατα που 

παρουσιάζονται ανωτέρω είναι εάν η απόπτωση των τροφοβλαστών που εντοπίζεται 

in situ στις αυτόµατες αποβολές προηγείται ή ακολουθεί τον εµβρυικό θάνατο. 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι εκ των πραγµάτων τα δείγµατα των αποβολών συλλέχθησαν 

αφού είχε τεθεί η αντίστοιχη διάγνωση. Εποµένως ο χρόνος που µεσολάβησε από το 

θάνατο του εµβρύου έως τη συλλογή των δειγµάτων µπορεί να ποικίλλει και είναι 

οπωσδήποτε διαφορετικός από εκείνον στην περίπτωση των επιλεκτικών διακοπών 

κυήσεως. Στην τελευταία περίπτωση είναι αυτονόητο ότι τα δείγµατα ελήφθησαν 

ακριβώς τη στιγµή του προκαλούµενου από τη διαδικασία εµβρυικού θανάτου. Είναι 

συνεπώς πιθανό η απόπτωση των ΕΛΤ να είναι µέρος της διαδικασίας που οδηγεί 

στην αποµάκρυνση του αχρείαστου πλέον φθαρτικού ιστού µίας εγκυµοσύνης που 

έχει διακοπεί, παρά µέρος της διαδικασίας της υπεύθυνης για την ελαττωµατική 

πλακουντιοποίηση που ενοχοποιείται για την αυτόµατη διακοπή της κύησης. 

Σε µία προσπάθεια να απαντηθεί αυτό το ερώτηµα, η παρούσα µελέτη φέρνει 

στην επιφάνεια ορισµένες αξιοσηµείωτες παρατηρήσεις:  

Στο υλικό που µελετήθηκε, δεν διαπιστώθηκαν διαφορές στα ποσοστά 

απόπτωσης σε κυτταρικούς πληθυσµούς του φθαρτού πλην των ΕΛΤ µεταξύ των δύο 

οµάδων δειγµάτων. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι στους πλακούντες αποβολών, 

προκαλείται απόπτωση ειδικά στους εκφράζοντες Fas ΕΛΤ, και για το φαινόµενο 

αυτό µπορούν να ενοχοποιηθούν τα εκφράζοντα FasL φθαρτικά λευκοκύτταρα. 

Επιπρόσθετα διαπιστώνεται ότι η απόπτωση πιθανά δεν είναι η διαδικασία η οποία 

ενεργοποιείται για την αποµάκρυνση του περιττού φθαρτού µετά την αυτόµατη 

διακοπή µιας εγκυµοσύνης. Ταυτόχρονα, τα in vitro αποτελέσµατα της µελέτης 

δείχνουν σαφώς ότι ο CRF και η UCN είναι ικανά να προκαλέσουν την έκφραση του 

FasL στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα και έτσι να ενισχύσουν την ικανότητά τους να 

προκαλούν απόπτωση των ΕΛΤ. Ως εκ τούτου, σε ένα περιβάλλον πλούσιο σε CRH 

ή/και UCN, όπως οι πλακούντες αποβολών, ένα τέτοιο φαινόµενο είναι δυνατόν να 

συµβεί. Οι δε συνθήκες που απαγορεύουν την ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων 

στην φυσιολογική εγκυµοσύνη µπορούν µόνο να υποτεθούν βάση της τρέχουσας 

γνώσης. Οι Madhappan et al πρότειναν ότι τα αυξηµένα επίπεδα πεπτιδίων CRF και 
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UCN που εντόπισαν στους πλακούντες αποβολών, ενεργοποιούν τα µαστοκύτταρα 

του ενδοµητρίου τα οποία εκκρίνουν µόρια όπως η τρυπτάση και η IL-8 που µπορούν 

να προκαλέσουν αυτόµατη αποβολή (Madhappan et al, 2003). Λαµβάνοντας υπόψη 

τα ευρήµατα αυτά, προτείνεται εδώ ένας επιπρόσθετος λεπτοµερής µηχανισµός 

σύµφωνα µε τον οποίον η περίσσεια CRF και UCN µπορεί να είναι παράγοντας 

επιζήµιος για τα πρώτα στάδια της εγκυµοσύνης. Σύµφωνα µε το ανωτέρω σκεπτικό 

τα in vitro και in situ δεδοµένα της παρούσας µελέτης έρχονται σε συµφωνία και 

προτείνουν ένα φαινόµενο που είναι πιθανό να συµβαίνει στους πλακούντες 

αποβολών και να προηγείται του εµβρυικού θανάτου.  

Από την άλλη πλευρά δεν πρέπει να παραγνωριστεί η πιθανότητα ένας τέτοιος 

µηχανισµός για οποιοδήποτε λόγο, συµπεριλαµβανοµένης της ανάγκης 

αποµάκρυνσης περιττού ιστού, να ενεργοποιείται µόνο µετά τον θάνατο του εµβρύου. 

Συµπερασµατικά και οι δύο εκδοχές είναι ικανές να ισχύουν in vivo και η παρούσα 

µελέτη, πέρα από την παροχή συγκεκριµένων ενδείξεων, δεν είναι σε θέση απαντήσει 

οριστικά στο ερώτηµα. Για το σκοπό αυτό απαιτούνται περαιτέρω µελέτες µε στόχο 

τη συλλογή υλικού αποβολών από ασθενείς οι οποίες βρίσκονται κάτω από στενή 

υπερηχογραφική παρακολούθηση (κάθε 24 ώρες τουλάχιστον). Το υλικό αυτό, που 

ωστόσο θα ήταν ιδιαίτερα δύσκολο να συλλεχθεί, θα λαµβανόταν πολύ κοντά στο 

χρονικό σηµείο του εµβρυικού θανάτου. 

 

Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στη παρούσα διατριβή 

συσχετίζουν τις αυτόµατες αποβολές στους ανθρώπους µε την ενεργοποίηση των 

φθαρτικών λεµφοκυττάρων από τους CRF και UCN (εικόνα 2) και την 

κυτταροτοξική δράση των πρώτων πάνω στους ΕΛΤ (εικόνα 3). Προτείνεται ότι ο 

ανωτέρω µηχανισµός είναι πιθανό να διαταράσσει την φυσιολογική ανάπτυξη του 

πλακούντα κατά τα πρώιµα στάδια της κύησης αποτελώντας τµήµα της αλληλουχίας 

των γεγονότων που οδηγούν στην αυτόµατη αποβολή (εικόνα 4). Ωστόσο, 

αναγνωρίζεται η σηµαντική ανάγκη περαιτέρω µελετών προκειµένου να διευκρινιστεί 

µε σαφήνεια η σχέση αιτίας και αιτιατού ανάµεσα στον περιγραφόµενο µηχανισµό 

και τις αυτόµατες αποβολές.  
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Εικόνα 2. Τα νευροπεπτίδια CRF και UCN που παράγονται στον φθαρτό δρουν τοπικά µέσω 

του CRFR1 στα λεµφοκύτταρα της περιοχής επάγοντας σε αυτά την έκφραση της 

µεµβρανικής µορφής του FasL πεπτιδίου. 

 

 
 

Εικόνα 3. Στις αυτόµατες αποβολές τα φθαρτικά λεµφοκύτταρα (DL) είναι δυνατό να 

επιτίθενται στους εξωλαχνωτούς τροφοβλάστες (EVT) προκαλώντας απόπτωση (aEVT) 

µέσω της αλληλεπίδρασης του συστήµατος Fas/FasL και πιθανά και άλλων µηχανισµών. 
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Εικόνα 4. Προτεινόµενο µοντέλο για τον µηχανισµό µε τον οποίο οι CRF και UCN πιθανά 

εµπλέκονται στη παθοφυσιολογία των αυτόµατων αποβολών. 

 

 

5.7. Προοπτικές. 

 

Μία από τις πλέον ενδιαφέρουσες προκλήσεις της Αναπαραγωγικής Ιατρικής 

είναι η αποσαφήνιση των µοριακών µηχανισµών που ενέχονται στη φυσιολογία και 

παθοφυσιολογία της εµφύτευσης της ανθρώπινης βλαστοκύστης και της ακόλουθης 

πλακουντιοποίησης. Η αποσαφήνιση των µηχανισµών της πλακουντιοποίησης 

αναµένεται να αποτελέσει τη βάση για την ανάπτυξη νέων θεραπευτικών 

στρατηγικών για την αντιµετώπιση καταστάσεων οι οποίες σχετίζονται µε 

ελαττωµατική πλακουντιοποίηση. 

Στη παρούσα µελέτη περιγράφεται ένας µηχανισµός µε τον οποίο το 

νευροπεπτίδιο CRF συµµετέχει στη ρύθµιση της φυσιολογικής διείσδυσης των 

κυττάρων ΕΛΤ στη µήτρα µέσω ρύθµισης του µορίου CEACAM1. Ωστόσο ο ρόλος 

του CRF στη ρύθµιση της διεισδυτικότητας των τροφοβλαστών είναι πιθανά 

ευρύτερος και απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. Για παράδειγµα, σηµαντικά µόρια τα 
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οποία έχουν συσχετιστεί µε τη διεισδυτικότητα των κυττάρων αυτών είναι οι 

ιντεγκρίνες. Πρώιµα αποτελέσµατα από το εργαστήριό µας δείχνουν ότι ο CRF 

ρυθµίζει την έκφραση συγκεκριµένων ιντεγκρινών στην ΕΛΤ. Ακόµα περισσότερο 

άγνωστος είναι ο πιθανός ρόλος της UCN στους συγκεκριµένους µηχανισµούς, ενώ 

πρόσφατα εντοπίστηκαν και οι UCNII, UCNIII στον ανθρώπινο πλακούντα. 

Υπάρχουν ενδείξεις ότι πρόσθετα µόρια που εµπλέκονται στη διαδικασία της 

διάµεσης διείσδυσης των τροφοβλαστών όπως η οστεοποντίνη, και οι µεταλλο-

πρωτεϊνάσες πιθανόν να σχετίζονται µε τα ανωτέρω νευροπεπτίδια. 

Στη παρούσα µελέτη περιγράφεται επίσης ένας µηχανισµός, ο οποίος είναι 

πιθανό να αποτελεί µέρος των γεγονότων που λαµβάνουν χώρα στο περιβάλλον της 

µήτρας και σχετίζονται µε τις αυτόµατες αποβολές. Ωστόσο, πολλά σηµεία είναι 

ακόµα ασαφή και απαιτούν εκτεταµένη διερεύνηση. Όπως αναφέρθηκε ανωτέρω 

κρίνεται απαραίτητη η διενέργεια επιπρόσθετων µελετών µε τέτοιο σχεδιασµό ώστε 

το υλικό που λαµβάνεται από τις αποβολές, να λαµβάνεται το δυνατόν συντοµότερα 

µετά τον εµβρυικό θάνατο. Με αυτό τον τρόπο θα διευκρινιστεί ο ακριβής ρόλος του 

περιγραφόµενου µηχανισµού στη διαδικασία των αυτόµατων αποβολών. Επιπλέον, 

δεδοµένου ότι ο CRF περιορίζει τη διεισδυτική ικανότητα της ΕΛΤ, είναι σηµαντικό 

µελλοντικές µελέτες στο πεδίο να εστιάσουν στις αιτίες που πυροδοτούν την τοπική 

υπερπαραγωγή των CRF και UCN στις αποβολές. Είναι πιθανό, η αύξηση των 

επιπέδων των CRF (ή/και UCN) να σχετίζεται µε µια ελαττωµατική 

πλακουντιοποίηση, τόσο έµµεσα λόγω της δράσης στα φθαρτικά λεµφοκύτταρα, όσο 

και άµεσα λόγω της επίδρασης πάνω στη διεισδυτικότητα των τροφοβλαστών. Η 

συγκεκριµένη υπόθεση βρίσκεται υπό µελέτη στο εργαστήριό µας.  

Επιπρόσθετες ερευνητικές κατευθύνσεις προς την κατανόηση των διαταραχών 

πλακουντιοποίησης σε µοριακό επίπεδο είναι οι εξής: (α) Η µελέτη της ρύθµισης σε 

τόπο και χρόνο της έκφρασης των «υποδοχέων θανάτου» στην εξωλαχνωτή 

τροφοβλάστη. Όπως συζητήθηκε ανωτέρω, υπάρχουν ήδη δεδοµένα που προτείνουν 

ότι οι υποδοχείς αυτοί παρουσιάζουν διάφορη έκφραση στα διάφορα στάδια 

ανάπτυξης της διεισδυτικής τροφοβλάστης. (β) Η διερεύνηση των µηχανισµών 

αναστολής της κυτταροτοξικότητας των φθαρτικών λεµφοκυττάρων στη φυσιολογική 

κύηση, καθώς και της ενεργοποίησης διαφόρων κυτταροτοξικών µηχανισµών στις 

αποβολές. 
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