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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
 Όταν η coticotropin releasing hormone (CRH) εκφράζεται σε περιφερικούς 

ιστούς, έχει προ-φλεγµονώδη δράση.  Στο παρελθόν έχουµε δείξει ότι η CRH αυξάνει 

την επαγόµενη από το LPS έκκριση προφλεγµονώδων κυτοκινών.   Ως γνωστόν το LPS 

σηµατοδοτεί µέσω του υποδοχέα TLR-4 για να προκαλέσει τις προφλεγµονώδεις δράσεις 

του και έχει επίσης διαπιστωθεί, ότι η έκφραση του υποδοχέα TLR-4, είναι αυξηµένη 

κατά την διάρκεια της φλεγµονής.  Με βάση τα παραπάνω δεδοµένα ο σκοπός της 

παρούσας µελέτης, ήταν ο προσδιορισµός της επίδρασης των νευροπεπιδίων της 

οικογένειας CRH, στην έκφραση του υποδοχέα TLR-4 στα µακροφάγα κύτταρα.  Για την 

επίτευξη του σκοπού αυτού σαν µοντέλα µακροφάγων επιλέξαµε την κυτταρική σειρά 

µεκροφάγων ποντικού Raw264.7 και την κυτταρική σειρά µονοκυττάρων ανθρώπου 

THP-1.  Παρατηρήσαµε ότι µε επίδραση των κυττάρων Raw264.7 µε τα νευροπεπτίδια 

CRH, UCN και UCN2, προκλήθηκε αύξηση των επιπέδων του mRNA του TLR-4.  Το 

αποτέλεσµα της επίδρασης των νευροπεπτιδίων πραγµατοποιείται στο µεταγραφικό 

επίπεδο µέσω της ενεργοποίησης του ελάχιστου υποκινητή.  Ο υποκινητής του υποδοχέα 

TLR-4 περιέχει αρκετά σηµεία πρόσδεσης για τον µεταγραφικό παράγοντα PU.1, ο 

οποίος καθοδηγεί την έκφρασή του.  Επίδραση των κυττάρων Raw264.7 µε οποιοδήποτε 

από τα τρία νευροπεπτίδια, είχε σαν αποτέλεσµα την αυξηµένη πρόσδεση του PU.1.  Η 

επαγωγή της πρόσδεσης του PU.1 γίνεται µέσω του υποδοχέα CRHR2, αφού η δράση 

αυτή αναστέλλεται από την anti-sauvagine30.  Επίδραση των κυττάρων µε τα 

νευροπεπτίδια παρουσία LPS µειώνει την ανασταλτική επίδραση του LPS στην έκφραση 

του υποδοχέα TLR-4, γεγονός που υποδεικνύει έναν πιθανό µηχανισµό µέσω του οποίου 

η CRH αυξάνει την LPS-επαγόµενη έκκριση προφλεγµονώδων κυτταροκινών.  Τα 

δεδοµένα µας προτείνουν ότι το σήµα του CRHR2 επιδρά στην ενεργοποίηση των 

µακροφάγων από το LPS αυξάνοντας την έκφραση του υποδοχέα TLR-4 µέσω της 

ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα PU.1     
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1.1 ΦΛΕΓΜΟΝΗ 
 

1.1.1 Ορισµός και µεσολαβητές 
  

 Με την είσοδο κάποιου µολυσµατικού παράγοντα στον οργανισµό, αρχίζει η 

φλεγµονώδης αντίδραση, που αποτελεί µέρος της µη ειδικής ανοσοαπάντησης και 

προηγείται των ειδικών αποκρίσεων.  Τα µακροφάγα και τα ουδετερόφιλα έχουν 

υποδοχείς επιφάνειας εξελιγµένους, ώστε να  αναγνωρίζουν και να  συνδέουν κοινά 

συστατικά πολλών βακτηριακών επιφανειών.  Η προσκόλληση βακτηριακών µορίων σε 

αυτούς τους υποδοχείς πυροδοτεί τα κύτταρα να εγκυστώνουν το βακτήριο και επίσης 

επάγει την έκκριση κυτταροκινών και άλλων χηµικών µεταβιβαστών από τα µακροφάγα 

Οι κυτταροκίνες είναι χυµικοί µεταβιβαστές που απελευθερώνονται από τα κύτταρα και 

επηρεάζουν τη συµπεριφορά άλλων κυττάρων.  Οι κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα 

µακροφάγα, σαν απόκριση σε βακτηριακά συστατικά, έχουν µια ποικιλία δράσεων που 

συνοπτικά είναι γνωστές ως φλεγµονή.  Η φλεγµονή ορίζεται παραδοσιακά από τέσσερις 

λατινικές λέξεις dolor, rubor, calor και tumor, που σηµαίνουν: πόνος, ερυθρότητα, 

θερµότητα και οίδηµα και όλες αντανακλούν τις επιπτώσεις  στα τοπικά αιµοφόρα αγγεία 

που είναι δύο κυρίως (Εικόνα 1.1). 

 Η πρώτη συνίσταται σε αύξηση της διαµέτρου των αγγείων, έχοντας σαν 

αποτέλεσµα την αύξηση του όγκου αίµατος τοπικά – εξ αυτού η θερµότητα και η 

ερυθρότητα – και η µείωση της ταχύτητας ροής του αίµατος. 

 Σε φυσιολογικές όµως συνθήκες, τα λευκοκύτταρα περιορίζονται, στο κέντρο του 

αυλού των αιµοφόρων αγγείων, όπου η ροή είναι γρηγορότερη.  Στις  φλεγµονώδεις 

περιοχές όπου τα αγγεία είναι διατεταγµένα, η πιο αργή ροή του αίµατος επιτρέπει στα 

λευκοκύτταρα να µετακινηθούν από το κέντρο των αιµοφόρων αγγείων και να 

αλληλεπιδράσουν µε το αγγειακό ενδοθήλιο.  Επιπρόσθετα, σε αυτές τις αλλαγές, 

υπάρχει µία αύξηση στην αγγειακή διαπερατότητα, έχοντας σαν αποτέλεσµα την τοπική 

συσσώρευση υγρού – εξ αυτού και το οίδηµα και ο πόνος – καθώς επίσης την 

συσσώρευση ανοσοσφαιρινών, συµπληρώµατος και άλλων πρωτεϊνών του αίµατος στους 

ιστούς. 
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 Η δεύτερη δράση αυτών των µεσολαβητών στο ενδοθήλιο είναι η επαγωγή της 

εκφράσεως των µορίων προσκολλήσεως τα οποία συνδέονται στην επιφάνεια των 

κυκλοφορούντων µονοκυττάρων και πολυµορφοπύρηνων λευκοκυττάρων και 

επαυξάνουν αρκετά τον ρυθµό µε τον οποίο αυτά τα φαγοκύτταρα µεταναστεύουν µέσω 

των τοπικών αιµοφόρων τριχοειδών στους ιστούς, στις θέσεις των λοιµώξεων όπου 

έλκονται από άλλες κυτταροκίνες.  Η µετανάστευση των κυττάρων στον ιστό είναι 

υπεύθυνη για τον πόνο. 

 

 
Εικόνα 1.1.  Η βακτηριακή λοίµωξη πυροδοτεί µια φλεγµονώδη απόκριση.  Τα µακροφάγα που 
προσλαµβάνουν βακτήρια στους ιστούς αυξάνουν τη διαπερατότητα των αγγείων και επιτρέπουν σε υγρό 
και πρωτεΐνες να περάσουν στους ιστούς.  Η προσκολλητικότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων των 
αιµοφόρων αγγείων τροποποιείται επίσης, ώστε τα κύτταρα που προσκολλώνται στο τοίχωµα του αγγείου, 
να εισέρχονται µέσω αυτού στους ιστούς: τα µακροφάγα και τα ουδετερόφιλα δείχνονται εδώ να 
εισέρχονται στο µολυσµένο ιστό από ένα αιµοφόρο αγγείο.  Η συσσώρευση παράγει οίδηµα, θερµότητα 
και πόνο, που συλλογικά, είναι γνωστά ως φλεγµονή.  Τα µακροφάγα και τα ουδετερόφιλα είναι τα κύρια 
κύτταρα της φλεγµονής.  Αργότερα, τα ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα είναι δυνατόν να συνεισφέρουν στη 
φλεγµονή.  
 

 

 

 Μια σπουδαία λειτουργία της φυσικής ανοσολογικής απάντησης είναι η 

στρατολόγηση περισσοτέρων φαγοκυττάρων και δραστικών µορίων στην περιοχή της 

λοιµώξεως µέσω απελευθέρωσης κυτταροκινών και άλλων µεσολαβητών της φλεγµονής.  

Οι κυτταροκίνες των οποίων η σύνθεση κινητοποιείται όταν µακροφάγα αναγνωρίζουν 

µικροβιακά συστατικά συχνά καλούνται µονοκίνες, γιατί παράγονται κυρίως από 

κύτταρα της µονοκυτταρικής –µακροφαγικής σειράς. αυτές αποτελούν µία οµάδα δοµικά 

διαφορετικών µορίων και περιλαµβάνει την ιντερλευκίνη-1 (IL-1), την ιντερλευκίνη-6 
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(IL-6), την ιντερλευκίνη-8 (IL-8), την ιντερλευκίνη-12 (IL-12) και τον παράγοντα 

νεκρώσεως των όγκων (TNF-α).  Όλες έχουν σπουδαίες τοπικές και συστηµατικές 

δράσεις που συνοψίζονται την Εικ.1.2. 

 

 
 

Εικ. 1.2.  Σηµαντικές µονοκίνες που εκκρίνονται από τα µακροφάγα σε απάντηση στα προϊόντα των 
βακτηρίων, περιλαµβάνουν την IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 και TNF-α   
  

 

 

Οι άλλοι µεσολαβητές που απελευθερώνονται από τα µακροφάγα σε απάντηση 

στους λοιµογόνους παράγοντες αποτελούν µία µικτή οµάδα µορίων που περιλαµβάνει 

προσταγλαδίνες, νιτρικό οξείδιο, λευκοτριένες, ιδιαίτερα λευκοτριένη Β4 (LBT4), τον 

παράγοντα ενεργοποιήσεως των αιµοπεταλίων (PAF).  Μαζί µε αυτά τα προϊόντα των 

µακροφάγων η ενεργοποίηση του συµπληρώµατος από τους λοιµογόνους παράγοντες 

συνεισφέρει τους µεσολαβητές της φλεγµονής C5α (το πιο δυναµικό) τον C3α, και σε 

λιγότερη έκταση τον C4α.  Όσο είναι δυνατό για ένα µεσολαβητή της φλεγµονής ο C5α 

είναι επίσης ικανός να ενεργοποιήσει τα σιτευτικά κύτταρα, προκαλώντας τα να 
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απελευθερώσουν τα κοκκία που περιέχουν τα οποία περιλαµβάνουν ισταµίνη, 

σεροτονίνη (στα ποντίκια) και LBT4.  Αυτές οι ουσίες συµβάλλουν στις αλλαγές που 

συµβαίνουν στα ενδοθηλιακά κύτταρα στον τόπο της λοιµώξεως.  Η συνδυασµένη 

τοπική δράση αυτών των µεσολαβητών συντελεί, όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, στις 

τοπικές δράσεις ενάντια στην µόλυνση διαµορφώνοντας την φλεγµονώδη απόκριση.  Οι 

φλεγµονώδεις αποκρίσεις αργότερα σε µία λοίµωξη συµπεριλαµβάνουν και τα 

λεµφοκύτταρα, δηµιουργώντας µια ειδική, (επίκτητη) ανοσολογική απόκριση, που έχει 

ενεργοποιηθεί από αντιγόνο που προέρχεται από την περιοχή της λοιµώξεως και οδεύει 

µέσω των λεµφαγγείων σε έναν επιχώριο λεµφαδένα.(1) 

 

 

 

1.1.2 Κύτταρα που ενέχονται στην φλεγµονή 
 

 Οι κύριοι κυτταρικοί τύποι που παρατηρούνται σε µια φλεγµονώδη απόκριση 

στις αρχικές φάσεις της είναι τα ουδετερόφιλα, ακολουθούµενα από τα µακροφάγα που 

ωριµάζουν σαν συνέχεια των προγόνων  τους, των µονοκυττάρων, αυτά και άλλα 

κύτταρα που παρουσιάζονται παρακάτω είναι γνωστά ως κύτταρα φλεγµονής (Εικ. 1.3).     
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Εικ. 1.3.  Κύτταρα φλεγµονής.  Εδώ παρουσιάζονται δύο εκπρόσωποι τους: τα µακροφάγα και τα Β-
λεµφοκύτταρα.  Στην πάνω σειρά δείχνονται µε τη µορφή που συνήθως αναπαρίστανται στα βιβλία, στη 
δεύτερη σειρά, όπως εµφανίζονται στο οπτικό µικροσκόπιο, σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διελεύσεως (3η 
σειρά) και σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο σαρώσεως (4η σειρά).  

 

 

 

1. Ουδετερόφιλα πολυµορφοπύρηνα 
 

  Τα ουδετερόφιλα είναι τα πρώτα κύτταρα που φτάνουν στην θέση της φλεγµονής.  

Ανήκουν στη µυελοειδή κυτταρική σειρά και αποτελούν το 90% των 

πολυµορφοπύρηνων κοκκιοκυττάρων που βρίσκονται σε κυκλοφορία.  Ο βασικός τους 

ρόλος στη φλεγµονή είναι η φαγοκυττάρωση.  Ωστόσο, εάν ενεργοποιηθούν µέσω των 

Fcγ υποδοχέων τους, απελευθερώνουν κυτταροτοξικές ουσίες και τα συστατικά των 
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εκκριτικών τους κοκκίων στον εξωκυτταρικό χώρο (ένας πιθανά παθογενής µηχανισµός).  

Οι µικροοργανισµοί που έχουν φαγοκυτταρωθεί σχηµατίζουν φαγοσώµατα, τα οποία 

συντήκονται µε τα λυσοσώµατα των κυττάρων (περιέχουν οξικές υδρολάσες, 

µυελοπεροξυδάση, λυσοζύµη και λακτοφερίνη) και σχηµατίζουν φαγολυσοσώµατα.  Τα 

ουδετερόφιλα ανταποκρίνονται ταχέως σε χηµειοτακτικά ερεθίσµατα και 

ενεργοποιούνται από τις κυτταροκίνες που παράγονται από τα µακροφάγα, τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα αλλά και τα Τ-λεµφοκύτταρα.  Φέρουν υποδοχείς για την 

ανοσοσφαιρίνη IgG και για τις πρωτεΐνες του συµπληρώµατος (2). 

 

 

 

2. Μακροφάγα 

 

Τα µονοκύτταρα του αίµατος, εγκαταλείποντας την κυκλοφορία και 

µεταναστεύοντας στη θέση της φλεγµονής, ωριµάζουν σε µακροφάγα.  Αποτελούν µαζί 

µε τα ουδετερόφιλα τα κύρια φαγοκύτταρα του οργανισµού.  Μέσω των υποδοχέων τους 

δεσµεύουν µικροοργανισµούς και ξένα σωµατίδια και τα πέπτουν µε κυτταροφαγία.  Οι 

MFR (mannosyl- fucosyl receptor) υποδοχείς τους προσδένονται σε σάκχαρα της 

κυτταρικής επιφάνειας των µικροοργανισµών, ενώ ο CD14 υποδοχέας δεσµεύει την LBP 

πρωτεΐνη που επικαλύπτει τα gram-αρνητικά βακτήρια.  Ο λιποπολυσακχαρίτης LPS των 

gram(-) βακτηρίων προσδένεται στον υποδοχέα TLR4,  που εκφράζεται στα µακροφάγα 

και µεταδίδει το σήµα για την ενεργοποίηση του κυττάρου.  Επίσης διαθέτουν 3 

ξεχωριστούς υποδοχείς µε διαφορετικές λειτουργίες για το  θραύσµα Fc της 

ανοσοσφαιρίνης Γ.  Άλλοι, όπως ο CR1, είναι υπεύθυνοι για την ενδοκυττάρωση 

µικροοργανισµών.   Κοµµάτια του αντιγόνου επιστρέφουν στην κυτταρική επιφάνεια 

συνδεδεµένα µε µόρια της τάξης ΙΙ του ΜΣΙ και παρουσιάζονται στα λεµφοκύτταρα.  

Λίγα είναι γνωστά για τους περισσότερους υποδοχείς που επιτρέπουν στα µακροφάγα να 

αναγνωρίζουν µικροβιακά συστατικά (10).  

Τα  µακροφάγα απαιτούν δύο σήµατα για την ενεργοποίηση τους, εκ των οποίων 

µόνο ένα χρειάζεται να προέρχεται από ένα άµεσα δραστικό φλεγµονώδες Τ κύτταρο.  
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Το πρώτο σήµα, το οποίο ευαισθητοποιεί το µακροφάγο να αντιδράσει στο δεύτερο 

σήµα, εκπέµπεται από την κυτταροκίνη IFN-γ που ενεργοποιεί τα µακροφάγα (Εικ. 1.4).  

Η IFN-γ είναι η πιο χαρακτηριστική κυτταροκίνη που παράγεται από τα δραστικά Τ 

κύτταρα.  Το δεύτερο σήµα µπορεί να προέρχεται από τα διαµεµβρανικά µόρια τα οποία 

εκφράζονται στα Τ κύτταρα που συναντούν το αντιγόνο στην επιφάνεια των 

µακροφάγων, είτε από µικρά ποσά βακτηριακών λιποπολυσακχαριτών. 

 

                 
 

 

Η ενεργοποίηση των µακροφάγων

εκκρίσεως της IFN-γ δηµιουργεί µια σειρά α

το µακροφάγο σε ένα ισχυρό αντιβακτηρια

µακροφάγα συγχωνεύουν τα λυσοσώµατά τ

εκθέτοντας ενδοκυττάρια ή προσφάτως φα

βακτηριοκτόνων λυσοσωµατικών ενζύµων. 

ρίζες οξυγόνου και µονοξειδίου του αζώτου

αντιβακτηριακή δράση, καθώς και αντιβακτη

Οι πιο γνωστοί ως τώρα παράγοντε

IFN-γ,  ο GM-CSF και ο TNF-α.   Όταν αυτ

κυτταροκινών και ενζύµων, υποδοχείς για τα

 

Εικ. 1.4. Τα CD40 Τ κύτταρα φλεγµονής
ενεργοποιούν τα µακροφάγα να γίνουν πολύ
βακτηριοκτόνα.  Όταν ένα  Τ κύτταρο φλεγµονής
ειδικό για ένα βακτηριακό πεπτίδιο έρχεται σε
επαφή ΄µε ένα µολυσµένο µακροφάγο, το Τ
κύτταρο διεγείρεται να εκκρίνει παράγοντες
ενεργοποίησης των µακροφάγων, µε
σηµαντικότερο την IFN-γ.  Το µακροφάγο
ευαισθητοποιείται  να ανταποκριθεί στα µόρια
της κυτταρικής επιφάνειας, πιθανόν του TNF-α
του Τ-κυττάρου.  
 µέσω της κυτταρικής επαφής και της 

πό βιοχηµικές αντιδράσεις που µετατρέπουν 

κό κύτταρο (Εικ.1.5).  Τα ενεργοποιηµένα 

ους πιο αποτελεσµατικά στα φαγοσώµατα, 

γοκυτταρωµένα βακτήρια σε µία ποικιλία 

 Τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα παράγουν 

 (ΝΟ-), τα οποία και τα δύο έχουν ισχυρή 

ριακά πεπτίδια. 

ς ενεργοποίησης των µακροφάγων είναι η 

ά ενεργοποιηθούν, παράγουν πλήθος άλλων 

 Fc θραύσµατα των ανοσοσφαιρινών, µόρια 
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των τάξεων Ι και ΙΙ του ΜΣΙ (µείζονος συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας) και µόρια 

προσκόλλησης (ιντεργκίνες π.χ.). 

Η ενεργοποίηση των κυττάρων αυτών  είναι ωστόσο ένα αρκετά πολύπλοκο 

φαινόµενο.  Παίρνουν µέρος σε διάφορες λειτουργίες (µεταξύ των οποίων ενεργοποίηση 

των λεµφοκυττάρων, αναδιοργάνωση του ιστού, εξάλειψη µικροβίων και ιστική 

καταστροφή) καθεµία απ’ τις οποίες ενεργοποιείται σε διαφορετικό στάδιο της 

ωρίµανσής τους και δεν είναι ανεξάρτητη του συγκεκριµένου κάθε φορά τοξικού 

παράγοντα ή του ‘µείγµατος’ των λεµφοκινών στα οποία εκτίθονται.  Επιπλέον, η 

κυτταρική σειρά των µονοκυττάρων/ µακροφάγων είναι ετερογενής και τα κύτταρα 

διαφέρουν σε χαρακτηριστικά, όπως η έκφραση των µορίων της ΜΣΙ ΙΙ και των Fc 

υποδοχέων, η ανταπόκριση στις λεµφοκίνες και η παραγωγή περοξυδάσης.  

 

 

               

 

 
 

 

 

 

 

3. Τ-λεµφοκύτταρα 

 

Η ωρίµανση των πρωταρχικών λεµφο

στο θύµο αδένα.  Εκεί πολλαπλασιάζονται κ

και κύτταρα αρωγούς (TH). 

Τα κυτταροτοξικά Τ- λεµφοκύτταρα εί

των  κυττάρων-στόχων και οι µηχανισµοί πο

 

Εικ.  1.5.  Τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα 
υφίστανται αλλαγές που µπορούν να αυξάνουν
σηµαντικά την αντιβακτηριακή τους δράση 
και να ενισχύουν την ανοσολογική απόκριση.  
Η έκφραση των επιφανειακών MHC τάξεως ΙΙ 
µορίων, αυξάνεται στα ενεργοποιηµένα 
µακροφάγα, τα οποία εκφράζουν τους TNF-α.  
Αυτό το αυτοκρινές ερέθισµα συνεργεί µε την 
IFN-γ που εκκρίνεται από τα φλεγµονώδη CD4T
κύτταρα για να αυξηθεί η αντιβακτηριακή δράση
των µακροφάγων, ιδιαίτερα προκαλώντας την 
παραγωγή ΝΟ- και ριζών O2     
κυττάρων του αιµοποιητικού ιστού γίνεται 

αι διαφοροποιούνται σε κυτταροτοξικά (Tc) 

ναι υπεύθυνα για την απ’ ευθείας εξόντωση 

υ πιθανώς χρησιµοποιούν (δεν είναι πλήρως 
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ξεκαθαρισµένο) είναι οι εξής δύο: α) από τα κυστίδια του λεµφοκυττάρου 

ελευθερώνονται διάφορες πρωτεάσες και πρωτεΐνες οµόλογες µε το συστατικό C9  του 

συµπληρώµατος (περφορίνες) και δηµιουργούν πόρους στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη του κυττάρου- στόχου καταστρέφοντας το, β) τα Τc ενεργοποιούν έναν 

υποδοχέα της επιφάνειας του κυττάρου-στόχου και µεταβιβάζεται ένα µήνυµα 

απόπτωσης του κυττάρου αυτού. 

Τα αρωγά Τ- κύτταρα επάγουν τις αντιδράσεις άλλων κυττάρων.  ∆ιακρίνονται σε 

δύο κατηγορίες, τα ΤΗ1 και τα ΤΗ2, που διαφέρουν λειτουργικά.  Τα πρώτα µεσολαβούν 

σε κυτταροτοξικές και φλεγµονώδεις αντιδράσεις.  Βοηθούν στην ενεργοποίηση των 

µακροφάγων και εκκρίνουν  IFN-γ, IL-2 και καχεκτίνη.  Τα δεύτερα ενεργοποιούν τα Β-

κύτταρα, τα εωζινόφιλα και τα ιστιοκύτταρα και παράγουν IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 και 

IL-13. Σχετίζονται µε τη χυµική ανοσία. 

Η διαφοροποίηση των Τ-κυττάρων βασίζεται στους αντιγονικούς υποδοχείς που 

εκφράζονται στην επιφάνειά τους.  Υπάρχουν δύο είδη υποδοχέων, οι TCR-1 και οι 

TCR-2.  Πρόκειται για ετεροδιµερή πολυπεπτιδικών αλυσίδων α, β (TCR-2) και γ, δ 

(TCR-1) που συνδέονται µε 5 πολυπεπτίδια , το CD3 σύµπλεγµα.  Το τελευταίο πιθανώς 

παίζει ρόλο στη διαβίβαση του σήµατος που λαµβάνει το κύτταρο από την δέσµευση του 

αντιγόνου.  Περίπου το 85-95% των Τ-κυττάρων του αίµατος εκφράζει τον TCR-2 και το 

15% τον TCR-1 (3). 

Τα TCR-2+ διακρίνονται σε δύο υποκατηγορίες µε βάση τους συνυποδοχείς CD4 

και CD8 που φέρουν στην επιφάνειά τους.  Τα CD4+ κύτταρα αναγνωρίζουν αντιγόνα 

που παρουσιάζονται σ’ αυτά (από κύτταρα παρουσιαστές όπως είναι π.χ. τα µακροφάγα) 

συνδεδεµένα µε µόρια της τάξης ΙΙ του ΜΣΙ.  Πρόκειται ουσιαστικά για τα ΤΗ κύτταρα 

και ο διαχωρισµός τους σε ΤΗ1 και ΤΗ2 αφορά το είδος των κυτταροκινών που 

εκκρίνουν (4).  Τα CD8+, στα οποία το αντιγόνο παρουσιάζεται από µόρια της τάξης Ι 

του ΜΣΙ, είναι κατά κύριο λόγο  Tc κύτταρα.  Τα TCR-1+ δεν εκφράζουν CD4 ή CD8 

υποδοχείς (αν και µερικά µπορεί να φέρουν τον CD8) και ο ρόλος τους στην 

ανοσοαπάντηση δεν είναι ξεκαθαρισµένος. 
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4. Β-λεµφοκύτταρα 

 

Τα Β-λεµφοκύτταρα είναι τα µόνα κύτταρα ικανά να παράγουν αντισώµατα.  

Φέρουν στην επιφάνεια τους έναν αντιγονικό υποδοχέα που δεν είναι άλλος από ένα 

µόριο ανοσοσφαιρίνης προσδεδεµένης στην µεµβράνη του κυττάρου.  Ο υποδοχέας 

δηµιουργείται µετά από σωµατικές αναδιατάξεις που οδηγούν στην παραγωγή δύο 

µορίων ανοσοσφαιρίνης.  Οι αναδιατάξεις αυτές συµβαίνουν κατά την διάρκεια της 

αναπτύξεως των Β-κυττάρων στον µυελό των οστών και ρυθµίζονται έτσι ώστε κάθε 

κύτταρο να παράγει υποδοχείς µιας και µόνης ειδικότητας  (5).  Με αυτόν τον τρόπο 

δηµιουργείται µια µεγάλη ποικιλία υποδοχέων Β-κυττάρων κατά τα πρώιµα στάδια 

αναπτύξεως των Β-κυττάρων. 

Η αλληλεπίδραση των αντιγόνων µε έναν µικρό κλώνο ώριµων Β-

λεµφοκυττάρων (εκφράζοντα IgM και IgD) που υπάρχουν στους περιφερικούς 

λεµφικούς ιστούς, επιφέρει δύο κύριες αλλαγές σε αυτά τα κύτταρα: α) τον 

πολλαπλασιασµό που έχει σαν αποτέλεσµα την ανάπτυξη του κλώνου και β) την 

διαφοροποίηση που οδηγεί σε κύτταρα που εκκρίνουν συνεχώς αντισώµατα ή γίνονται 

κύτταρα-µνήµης (6).  Αυτές οι λειτουργίες επάγονται από κυτταροκίνες που εκκρίνονται 

από ενεργοποιηµένα Τ-βοηθητικά λεµφοκύτταρα και από µακροφάγα (7). 

 

 

5. Κύτταρα φυσικοί φονείς (ΝΚ) 

 

Αποτελούν το 15% των λευκοκυττάρων του αίµατος και χαρακτηρίζονται από το 

γεγονός ότι δεν διαθέτουν τους συνηθισµένους αντιγονικούς υποδοχείς (TCR ή Ig).  Ο 

CD16 υποδοχέας τους, ο οποίος εκφράζεται και από πολλά λεµφοκύτταρα και 

µονοκύτταρα ( όπως και οι περισσότεροι υποδοχείς τους), εµπλέκεται σε έναν από τους 

µηχανισµούς ενεργοποίησής τους (8).  Σηµαντική είναι ίσως η παρουσία του CD56, τον 

οποίο διαθέτουν ελάχιστα άλλα λευκοκύτταρα, ενώ διαθέτουν και έναν, µέτριας 

συγγένειας υποδοχέα της IL-2.  ∆έσµευση του τελευταίου µε την αντίστοιχη 

κυτταροκίνη επάγει αντιδράσεις µη ειδικής κυτταροτοξικότητας.  Τα ΝΚ µπορούν 

καταστρέψουν, κύτταρα µολυσµένα µε ιούς καθώς και κύτταρα-στόχους ‘επικαλυµµένα’ 
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µε IgG αντισώµατα µέσω των CD16 υποδοχέων τους.  Αυτή η αντίδραση ονοµάζεται 

εξαρτηµένη από αντίσωµα κυτταρικά επαγόµενη κυτταροτοξικότητα (antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) (9).  Κατόπιν διέγερσής τους παράγουν,  

όπως και τα Β-, Τ- λεµφοκύτταρα, IFN-γ, IL-2 και TNF-α. 
 

 

 

 

 

1.2 ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΝΕΥΡΟΕΝ∆ΡΟΚΡΙΝΙΚΟΥ ΚΑΙ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΟΥ 
ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 

 

   

 Υπάρχει πλήθος δεδοµένων που υποστηρίζουν την ύπαρξη µιας αµφίδροµης 

επικοινωνίας ανάµεσα στο ανοσολογικό και το κεντρικό νευρικό σύστηµα, µε 

αποτέλεσµα να θεωρείται σήµερα ότι αποτελούν µία συνεργαζόµενη ενιαία οντότητα, το 

νευροενδροκρινικό-ανοσολογικό σύστηµα (Εικ.2.1).  Το ανοσολογικό σύστηµα 

υπόκειται σε µερική τουλάχιστον ρύθµιση από το κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ) η 

οποία ασκείται κυρίως µέσω του υποθάλαµο-υποφυσιο-άξονα (ΥΥΑ).  Η ρύθµιση αυτή 

επιτυγχάνεται µε τη βοήθεια κοινών, και για τα δύο συστήµατα, µορίων (κυτταροκινών, 

πεπτιδικών ορµονών και νευροδιαβιβαστών) και υποδοχέων τους. 
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Εικ.  2.1.   Σχηµατικό διάγραµµα της επικοινωνίας µεταξύ του ανοσολογικού και του νευροενδοκρινικού 
συστήµατος, η οποία επιτυγχάνεται µε κοινούς και για τα δύο συστήµατα υποδοχείς και προσδέτες.  

 

 

 

Η επικοινωνία ανάµεσα στο νευροενδροκρινικό και το ανοσοποιητικό σύστηµα 

προτείνει έναν ανοσορρυθµιστικό ρόλο για τον εγκέφαλο και αισθητικό ρόλο για το 

ανοσολογικό σύστηµα.  Έτσι, ερεθίσµατα που δεν υποπίπτουν στην αντίληψη του 

κεντρικού ή του περιφερικού νευρικού συστήµατος, όπως οι παθογόνοι µικροοργανισµοί 

και τα διάφορα αντιγόνα  (φλεγµονώδη ή µη), αναγνωρίζονται από το ανοσολογικό 

σύστηµα.  Η αναγνώριση των ερεθισµάτων αυτών µετατρέπεται σε πληροφορία που έχει 

την µορφή πεπτιδικών ορµονών, νευροδιαβιβαστών, κυτταροκινών και χυµοκινών, η 

οποία ακολούθως µεταφέρεται στο ΚΝΣ (11), το οποίο µε τη σειρά του ρυθµίζει την 

ανοσολογική απάντηση. 

  Ο υποθάλαµο- υποφυσιο- επινεφριδιακός άξονας (ΥΥΕ) και το συµπαθητικό 

νευρικό σύστηµα είναι οι κύριοι ρυθµιστές των οµοιοστατικών µηχανισµών, που 

ενεργοποιούνται σε καταστάσεις stress που σχετίζονται µε φλεγµονώδεις επεξεργασίες 

(Εικ.2.2). Η ενεργοποίηση του γίνεται µέσω κυτταροκινών που ενεργοποιούν την 
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παραγωγή CRH στον υποθάλαµο, ενώ παράλληλα ασκούν διεγερτική δράση στο 

συµπαθητικό νευρικό σύστηµα (12)(13).  

 

 
 
 
Εικ. 2.2.  Ο άξονας Υποθαλάµου-Υπόφυσης-Επινεφριδίων. Α. Νευρώνες του υποθαλάµου, συνθέτουν 
CRH και το ελευθερώνουν , το οποίο τελικά φτάνει στην υπόφυση, όπου διεγείρει την έκκριση ACTH. Β. 
Η ACTH δρα στον φλοιό των επινεφριδίων τα απελευθερώνουν γλυκοκορτικοειδή,  τα οποία ασκούν 
αρνητική ρύθµιση µε αποτέλεσµα την αναστολή παραγωγής CRH και τελικά διατηρείται η οµοιόσταση. 

 

 

 

 

Ο CRH και η AVP είναι ίσως οι σηµαντικότεροι υποθαλαµικοί παράγοντες, οι 

οποίοι διεγείρουν την έκκριση της αδενοκορτικοτροπίνης (ACTH).  Η ACTH προέρχεται 

από τη διάσπαση ενός πρόδροµου µορίου, την προ-οπιοµελανοκορτικοτροπίνη (POCM), 

απ’ την οποία προέρχεται και η β-ενδορφίνη, ένα νευροπεπτίδιο που, µεταξύ άλλων, 

ελαττώνει την αντίληψη του πόνου. Τόσο το CRH όσο και η AVP συντίθονται στον 

παρακοιλιακό πυρήνα και ελευθερώνονται από νευρικές απολήξεις φτάνοντας στην 

υπόφυση µέσω της πυλαίας κυκλοφορίας. Η AVP δρα συνεργιστικά βοηθώντας την 
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δράση του CRH στην παραγωγή και έκκριση της ACTH.  Μέσω της ACTH διεγείρεται 

στη συνέχεια η παραγωγή γλυκορτικοειδών από τα επινεφρίδια (14). 

Τα γλυκορτικοειδή έχουν µέγιστη αντιφλεγµονώδη δράση (15).  Αναστέλλουν 

τον πολλαπλασιασµό των λεµφοκυττάρων που έχει προκληθεί από την επίδραση 

αντιγονικού ερεθισµού καθώς και την διαδικασία παρουσίασης αντιγόνου, µέσω 

αναστολής της έκφρασης των µορίων της τάξης ΙΙ του ΜΣΙ και της παραγωγής IL-1 και 

IL-2 (16)(17)(18).  Επιπλέον καταστέλλουν την κυτταρική δραστηριότητα µέσω 

αναστολής του πολλαπλασιασµού των αρωγών Τ-κυττάρων και των φονικών κυττάρων. 

Σχετικά ανθεκτικά στην ανοσοκατασταλτική δράση των γλυκορτικοειδών in vivo 

φαίνεται να είναι τα Β- κύτταρα. 

  Έτσι, η ενεργοποίηση του ΥΥΕ  άξονα από µια κατάσταση stress, όπως η 

φλεγµονή οδηγεί τελικά σε ανοσοκαταστολή.  Η δράση αυτή έχει προστατευτικό ρόλο 

έναντι της υπερβολικής και παρατεταµένης ενεργοποίησης του ανοσιακού συστήµατος. 

Επιπλέον το συµπαθητικό νευρικό σύστηµα, όταν διεγερθεί, ενεργοποιεί την έκκριση 

ρενίνης µε αποτέλεσµα την αύξηση της συγκέντρωσης της αγγειοτενσίνης-ΙΙ, ενός 

ισχυρού αγγειοσυσπαστικού παράγοντα που προκαλεί έκκριση αλδοστερόνης από τα 

επινεφρίδια και CRH από το κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ).  Μέσω ενός πυκνού 

δικτύου συµπαθητικής νεύρωσης των λεµφικών οργάνων επιτυγχάνεται µεταξύ άλλων 

και έκκριση IL-6 µε επακόλουθη ενεργοποίηση του ΥΥΕ , συµβάλλοντας µε αυτόν τον 

τρόπο στην ανοσοκαταστολή που ακολουθεί (19)(20). 

Πολλοί παράγοντες που εκκρίνονται κατά τη διάρκεια της φλεγµονής (ένα µίγµα 

κυτταροκινών και άλλων χυµικών µεταβιβαστών) επηρεάζουν τη δραστηριότητα του 

ΥΥΕ άξονα. Οι κυτταροκίνες ευοδώνουν τη διέγερση του άξονα που γίνεται από τους 

πολυσακχαρίτες της εξωτερικής στοιβάδας του τοιχώµατος των gram(-) βακτηρίων 

(22)(23).  Οι προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες TNF-α, IL-1 και IL-6 παίζουν τον 

σπουδαιότερο ρόλο στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα (21).  Επιπλέον ο TNF-α και η 

IL-1 διεγείρουν την έκκριση της IL-6, ενώ η IL-6 έχει παλίνδροµη αρνητική δράση στους 

TNF-α και IL-1.  Η IL-6 δρα συνεργιστικά µε τα γλυκοκορτικοειδή στη διαδικασία 

παραγωγής των πρωτεϊνών της οξείας φάσης από το ήπαρ κατά τη διάρκεια της 

φλεγµονής.  Οι ιντερφερόνες και η IL-2 δρουν µε έµµεσο τρόπο ευοδώνοντας την 

έκκριση φλεγµονωδών κυτταροκινών, ενώ η δράση της IL-2 συνοδεύεται από αύξηση 
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του cAMP και της προσταγλανδίνης Ε2.   Ο PAF και τα προστανοειδή διεγείρουν άµεσα 

την έκκριση  του CRH και της AVP.  

Σηµαντικό ρόλο στην ανοσιακή απάντηση έχει βρεθεί να παίζουν  η β-ενδορφίνη 

και η αMSH , παράγωγα της POMC (24)(25).  Εκτός από το υποθάλαµο- υποφυσιακό 

σύστηµα, τα πεπτίδια αυτά εντοπίζονται µεταξύ άλλων σε Β-, Τ- λεµφοκύτταρα και στα 

µακροφάγα και πιθανών να βοηθούν τη µετανάστευση των ουδετερόφιλων στη θέση της 

φλεγµονής.   

Η IL-2 και η IL-4, δρώντας συνεργιστικά οδηγούν σε αντίσταση στη δράση των 

γλυκοκορτικοειδών στα Τ- λεµφοκύτταρα, µειώνοντας την αντίσταση των αντίστοιχων 

υποδοχέων τους(26)(27).  Είναι πιθανό µάλιστα, η προδιάθεση για εµφάνιση 

αυτοάνοσων νοσηµάτων να συνδέεται µε την αντίσταση στη δράση των 

γλυκοκορτικοειδών σε κυτταρικό επίπεδο. Στην περίπτωση της ρευµατοειδούς 

αρθρίτιδας η συγκέντρωση των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στα λευκοκύτταρα 

είναι µειωµένη κατά 50%.   

Η φλεγµονή είναι δυνατόν να δραστηριοποιήσει τον ΥΥΕ άξονα και µε έµµεσους 

τρόπους, µέσω ενεργοποίησης του κεντρικού νοραδρενεργικού συστήµατος από 

κυτταροκίνες και άλλους µεταβιβαστές που δρουν σε νευρώνες έξω από τον 

αιµατοεγκεφαλικό φραγµό.  Έχει βρεθεί ότι σε φλεγµονώδεις εστίες βρίσκονται 

σωµατοαισθητικοί κεντροµόλοι νευρώνες έκκρισης του CRH µετά από περιφερική 

διέγερση. 
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1.3 ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΑ 
 

Τα νευροπεπτίδια βρίσκονται αποθηκευµένα στις απολήξεις των νευρικών 

κυττάρων, σε κοινά εκκριτικά κοκκία µε τους νευροδιαβιβαστές.  Εκκρίνονται σε 

απάντηση νευρικών διεγέρσεων και επιδρούν στις λειτουργίες άλλων κυττάρων, δηλαδή 

δρουν ως χυµικά µηνύµατα τόσο στο ΚΝΣ όσο και στην περιφέρεια. 

Ο εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης (CRH) ανήκει στα υποθαλαµικά 

νευροπεπτίδια, ενώ µόρια προερχόµενα απ’ το POMC, όπως η β-ενδορφίνη, οι 

εγκεφαλίνες και οι δυνορφίνες, ανήκουν στα νευροπεπτίδια της υπόφυσης και πιο ειδικά 

χαρακτηρίζονται ως οποιοειδή πεπτίδια.  Επιπλέον, η ουσία P, το νευροπεπτίδιο Υ, το 

VIP, η νευροτενσίνη και πολλά άλλα, µεταξύ των οποίων και η ουροκορτίνη (UCN), ένα 

πρόσφατα χαρακτηριζόµενο νέο µέλος της οικογένειας των ‘τύπου- CRH‘ πεπτιδίων 

ανήκουν στα “νευροπεπτίδια του stress” ,όπως έχουν χαρακτηριστεί εξαιτίας του 

σηµαντικού ρόλου τους κατά τη διάρκεια στρεσογόνων καταστάσεων. 

 

 

 

1.3.1 Γενικά για την εκλυτική ορµόνη της κορτικοτροπίνης (CRH) 
 

 Ήδη από το 1948 ο Harris και συνεργάτες (28) υπέθεσαν ότι η λειτουργία της 

πρόσθιας υπόφυσης ρυθµίζεται από υποθαλαµικούς παράγοντες που µεταφέρονται εκεί 

µέσω της πυλαίας κυκλοφορίας, ενώ το 1955 δύο ανεξάρτητες οµάδες έδειξαν ότι 

υποθαλαµικά εκχυλίσµατα επάγουν την έκκριση ACTH από τα κορτικοτρόφα κύτταρα 

της αδενοϋπόφυσης (29)(30).  Η πρώτη από τις οµάδες, ονόµασε την υποτιθέµενη ουσία 

εκλυτικό παράγοντα  της κορτικοτροπίνης (CRF), αλλά µόνο το 1981 κατέστη δυνατή η 

αποµόνωση, χαρακτηρισµός και σύνθεση ενός βόειου υποθαλαµικού CRF (ο CRH) από 

τον Vale και συν. (31).  Επρόκειτο για ένα πεπτίδιο µοριακού βάρους 4671 Da (µοριακό 

βάρος του ανθρωπίνου CRH : 4758 Da) που αποτελείται από 41 αµινοξέα. 

 Οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις του πεπτιδίου ανιχνεύονται στον υποθάλαµο και 

κυρίως στους πυρήνες υπεροπτικό, παρακοιλιακό και τοξωτό (32)(33).  CRH έχει επίσης 

ανιχνευθεί στην νευρο-υπόφυση και στο µίσχο της υπόφυσης (34).  Χαµηλότερες 
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συγκεντρώσεις που ανιχνεύονται στον εγκεφαλικό φλοιό, θάλαµο, βασικά γαγγλία, 

ιππόκαµπο, γέφυρα, προµήκη, παρεγκεφαλίδα, και νωτιαίο µυελό (35)(36) καθώς και σε 

εξωπυραµιδικούς νευρώνες της οδοντωτής έλικας του υποθαλάµου (37). 

 Εκτός όµως από το κεντρικό νευρικό σύστηµα το CRH  ανιχνεύεται και σε 

άλλους ιστούς και όργανα στην περιφέρεια.  Ο πλακούντας φαίνεται ότι είναι ο ιστός 

εκείνος που µετά τον υποθάλαµο παράγει τις µεγαλύτερες ποσότητες του πεπτιδίου (38).  

CRH ανιχνεύεται επίσης και στο αµνιακό υγρό και η συγκέντρωση του πεπτιδίου 

αυξάνεται στο πλάσµα των εγκύων γυναικών (39). 

 Εκτός όµως από τους παραπάνω ιστούς CRH έχει βρεθεί και σε άλλους ιστούς 

όπως στο στοµάχι, το δωδεκαδάκτυλο, τους πνεύµονες, το πάγκρεας, το ήπαρ, οι 

ωοθήκες, το ενδοµήτριο, τα επινεφρίδια, παχύ έντερο, αλλά και σε κύτταρα του 

ανοσολογικού συστήµατος (40)(41)(42).  Το CRH έχει επίσης αποµονωθεί και από 

νεοπλασµατικούς ιστούς όπως από καρκίνους πνεύµονα και µαστού, από καρκινοειδή 

του θύµου και από νεοπλάσµατα του µυελού των επινεφριδίων (42)(43)(44)(45).     

 Το CRH διαδραµατίζει, όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, βασικό ρόλο στην 

ρύθµιση του άξονα YYΕ από το ΚΝΣ.  CRH αλλά και mRNA του ανιχνεύονται σε 

αφθονία στους νευρώνες του υποθαλάµου.  Αυτοί οι νευρώνες προβάλλουν στην µέση 

εσοχή και απελευθερώνουν CRH το οποίο φθάνει στην υπόφυση µέσω της πυλαίας 

κυκλοφορίας (46). 

 Στην υπόφυση το CRH ενεργοποιεί τους υποδοχείς του που βρίσκονται στα 

κορτικοτρόφα κύτταρα της υπόφυσης (47), µε αποτέλεσµα την διέγερση της παραγωγής 

πεπτιδίων σχετιζόµενων µε την προπιοµελανοκορτίνη (POMC), όπως είναι η 

υποφυσιοτρόπος ορµόνη (ACTH), η β-ενδορφίνη και άλλες.  Η ACTH µε τη σειρά της 

διεγείρει την έκκριση γλυκοκορτικοειδών από τη φλοιώδη µοίρα των επινεφριδίων. 
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1.3.2 Πεπτίδια συγγενή µε το CRH 
 

 H Urocortin, ένα πεπτίδιο που αποτελείται από 40 αµινοξέα, η urotensin (48) και 

η sauvagine (49), παρουσιάζουν σηµαντικού βαθµού οµολογία µε το CRH, για αυτό και 

θεωρούνται µέλη της ίδιας οικογένειας (Πίνακας 1).  Από αυτήν την οικογένεια µόνο το 

CRH και η Urocortin εκφράζονται σε ανθρώπους και άλλα θηλαστικά, ενώ η urotensin 

ταυτοποιήθηκε στα ψάρια και η sauvagine στα αµφίβια 

 

 

 

 

Πίνακας 1.   Οµόλογες περιοχές ανάµεσα στα διάφορα νευροπεπτίδια της οικογένειας 

CRH. 
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1.3.3 UCN 
 

 Η Urocortin (UCN) ανακαλύφθηκε µόλις το 1995 στον µεσεγκέφαλο αρουραίου 

(50)(51).  Η οµολογία της µε το ανθρώπινο CRH βρέθηκε να πλησιάζει το 44%, ενώ 

ακόµα µεγαλύτερη οµοιότητα έχει µε την ουροτενσίνη των ιχθύων. 

Το ανθρώπινο γονίδιο της ουροκορτίνης έχει κλωνοποιηθεί και το πεπτίδιο έχει 

αποµονωθεί από τον εγκεφαλικό ιστό όρνιθας.  Ωστόσο οι συγκεντρώσεις του πεπτιδίου 

στον εγκέφαλο βρέθηκαν να είναι περιορισµένες και σύντοµα η UCN εντοπίστηκε σε 

πολλούς περιφερικούς ιστούς, όπως το πεπτικό σύστηµα, η καρδιά, ο θύµος και ο 

σπλήνας. UCN, πεπτίδιο και mRNA, βρέθηκε σε ενεργοποιηµένα και µη ανθρώπινα 

λεµφοκύτταρα και στην κυτταρική σειρά Jurkat, ενώ ενδιαφέρον ήταν το ότι στα ίδια 

κύτταρα ο Bamberger και οι συνεργάτες του δεν βρήκαν CRH mRNA (52). 

Με την RT-PCR µέθοδο ανιχνεύτηκε mRNA ουροκορτίνης σε µη διεγερµένο 

θύµο αρουραίου και στον σπλήνα(53), ενώ παρατηρήθηκε αύξηση στο διπλάσιο των 

επιπέδων mRNA στον θύµο µετά από διέγερση µε LPS (54).  Ωστόσο, το γεγονός ότι η 

περιφερική χορήγηση ACTH ή γλυκοκορτικοειδών εµφάνιζε παρόµοια αποτελέσµατα 

οδήγησε στο συµπέρασµα ότι η έκφραση του mRNA της UCN ρυθµίζεται µέσω του 

ΥΥΕ άξονα και όχι από την απ’ ευθείας δράση κάποιου παράγοντα όπως το LPS. 

 Πρόσφατα κλωνοποιήθηκαν άλλα δύο οµόλογα της ουροκορτίνης, η ουροκορτίνη 

ΙΙ και η ουροκορτίνη ΙΙΙ..  Η UCNII ένα πεπτίδιο αποτελούµενο από 38 αµινοξέα, 

κλωνοποιήθηκε από τον εγκέφαλο ποντικού.  Στο ανθρώπινο γονιδίωµα ακολούθως 

ταυτοποιήθηκε µία περιοχή που παρουσιάζει 76% οµολογία µε την UCNII και 

ονοµάστηκε αρχικά ανθρώπινο πεπτίδιο σχετιζόµενο µε την Urocortin (Urocortin related 

peptide, URP), αλλά πιθανότατα πρόκειται για την ανθρώπινη UCNII (55). 

 Η UCNIII κλωνοποιήθηκε στον άνθρωπο και τον ποντικό και αποτελείται από 38 

αµινοξέα.  Το πεπτίδιο αυτό σχετίζεται δοµικά περισσότερο µε την UCNII (40% 

οµολογία) παρά µε την Urocortin ή το CRH (55).  
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1.3.4 Ανίχνευση CRH, UCN στο ανοσολογικό σύστηµα 
 

Το 1990 ανιχνεύτηκε για πρώτη φορά CRH (πεπτίδιο και mRNA) σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού (ανθρώπινα κυκλοφορούντα λεµφοκύτταρα και ουδετερόφιλα) (56).  

Πεπτίδιο και mRNA ανιχνεύτηκε σε σπληνοκύτταρα και στον αρθρικό θύλακο 

αρουραίων  Lewis µε φλεγµονώδη αρθρίτιδα (57), καθώς και σε ενεργοποιηµένα µε 

µιτογόνα Τ- κύτταρα, αλλά όχι στα σπληνικά Β- κύτταρα ή στα µακροφάγα (58).  

Τελευταίες έρευνες εντόπισαν CRH mRNA στο ήπαρ, στον θύµο αδένα και τον σπλήνα 

(59), ενώ CRH πεπτίδιο βρέθηκε σε θύµο αρουραίου (60). 

Χρησιµοποιώντας την  υψηλής ευαισθησίας και εξειδίκευσης τεχνική του RT-

PCR, οι Muglia et al απέδειξαν την παρουσία  CRH mRNA σε σπληνοκύτταρα ποντικών 

και αφού τα διαχώρισε σε Β-, Τ- λεµφοκύτταρα και µακροφάγα, βρήκε ότι µόνο τα Τ 

κύτταρα περιείχαν CRH mRNA. 

Στο θύµο CRH έχει εντοπιστεί στο µυελό και συγκεκριµένα στα επιθηλιακά 

κύτταρα και στα µακροφάγα, αλλά όχι στα λεµφοκύτταρα (61).  Στον σπλήνα CRH 

βρέθηκε στον ερυθρό πολφό στις περιφερικές ζώνες σε θέσεις που εντοπίζονται Β- 

λεµφοκύτταρα και µακροφάγα.  Πολλά από τα κύτταρα που περιείχαν CRH στους 

λεµφοειδείς ιστούς ήταν κοντά σε νοραδρενεργικούς νευρώνες.  Ίσως τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού στον σπλήνα και το θύµο να µην είναι οι µόνες πηγές CRH, καθώς µε 

ανοσοιστοχηµικές τεχνικές αποκαλύφθηκε η παρουσία CRH σε νευρώνες µέσα και γύρω 

από τα αιµοφόρα αγγεία στον σπλήνα, τον θύµο και τον αρθρικό θύλακο (62). 

Το CRH εκφράζεται σε πολλούς τύπους κυττάρων του ανοσοποιητικού όπως 

προκύπτει από τα παραπάνω τελευταία δεδοµένα.  Επειδή ωστόσο κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες τα επίπεδα τόσο του πεπτιδίου όσο και του mRNA είναι πολύ 

χαµηλά, ο πραγµατικός ρόλος του στη ρύθµιση της ανοσοαπάντησης µπορεί να 

αξιολογηθεί µόνο κάτω από συνθήκες ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού. 

Πειράµατα που έγιναν χρησιµοποιώντας παράγοντες ενεργοποίησης, όπως οι 

κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα ενεργοποιηµένα κύτταρα του ανοσοποιητικού και 

διεγείρουν την παραγωγή CRH από τον υποθάλαµο, το LPS ή κάποια µιτογόνα, είχαν 

ενδιαφέροντα αποτελέσµατα.  Σε σπληνικά και θυµικά προσκολληµένα κύτταρα που 

ενεργοποιήθηκαν in vitro µε IL-1 δεν παρατηρήθηκε ενίσχυση της έκκρισης CRH  (63), 
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ενώ το LPS και η ConA βρέθηκαν να αυξάνουν σηµαντικά τα επίπεδα του εκκρινόµενου 

CRH σε Β- και Τ- λεµφοκύτταρα αντίστοιχα (64). 

Με βάση τα παραπάνω θεωρήθηκε ότι το CRH εκκρίνεται ως απάντηση σε 

συγκεκριµένους ανοσοδιεγερτικούς παράγοντες που σχετίζονται µε το στρες.  Άλλα 

πειράµατα έδειξαν ότι απ’ τα συνολικά µονοκύτταρα του αίµατος, τα προσκολληµένα 

συνεισφέρουν ελάχιστα στην παραγωγή CRH, ενώ τα CD4+ κύτταρα επέδειξαν ιδιαίτερη 

ανταπόκριση σε διέγερση από κυτταρικό στρες. 

 Η Urocortin ανιχνεύεται και αυτή σε κύτταρα και ιστούς του ανοσολογικού 

συστήµατος.  Η πρώτη ένδειξη ήταν η ανίχνευση mRNA αλλά και πεπτιδίου σε Τ-

λεµφοκύτταρα της κυτταρικής σειράς Jurkat (65).  To mRNA της Urocortin ανιχνεύθηκε 

επίσης στον θύµο και στον σπλήνα επίµυων (66). 

 Το mRNA της Urocortin εκφράζεται και σε φλεγµαίνοντες ιστούς, όπως στον 

αρθρικό θύλακο ασθενών µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα και µάλιστα σε µεγαλύτερο βαθµό 

σε σχέση µε την έκφραση στον αρθρικό θύλακο ασθενών µε οστεοαρθρίτιδα. 

 

 

 

1.3.5 Υποδοχείς του CRH στο ανοσοποιητικό 
 

 Μελέτες δέσµευσης σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα και µελέτες µε 

αυτοραδιογραφία, έδειξαν ότι το αρχικό βήµα στις δράσεις του CRH είναι η δέσµευση 

του σε ένα µεµβρανικό υποδοχέα.  Ειδικές θέσεις σύνδεσης για το CRH ταυτοποιήθηκαν 

πρώτη φορά σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα υπόφυσης επίµυος (67).  Ειδικές θέσεις 

σύνδεσης για το CRH βρέθηκαν ακολούθως και σε άλλες περιοχές στον εγκέφαλο (68) 

αλλά και στην περιφέρεια (69)(70), συµπεριλαµβανοµένου και του ανοσοποιητικού 

συστήµατος (71). 

 Ο υποδοχέας του CRH είναι µια γλυκοπρωτεΐνη συνδεδεµένη µε µια G-πρωτεΐνη, 

η οποία µεταβιβάζει το σήµα µέσω διέγερσης της παραγωγής της αδενυλικής κυκλάσης 

(cAMP) (72)(73). 

 Πρόσφατες µελέτες κλωνοποίησης του υποδοχέα έδειξαν ότι υπάρχουν δύο 

κύριες µορφές του, ο CRHR1 και ο CRHR2.  Οι δύο µορφές του υποδοχέα 
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παρουσιάζουν 70% οµολογία στο επίπεδο των αµινοξέων, έχουν διαφορετική ανατοµική 

κατανοµή (ο πρώτος εκφράζεται κυρίως στον εγκέφαλο ενώ ο δεύτερος στην 

περιφέρεια), διαφορετικό φαρµακευτικό προφίλ (Πίνακας 2)  (74) και διαφορετική 

λειτουργικότητα (75). 

 

 
 

 

 

1.3.6 Υποδοχέας τύπου Ι του CRH (CRHR1) 
 

 O CRHR1 περιέχει επτά υδρόφοβες α-έλικες και ταυτοποείται ευρέως τόσο στον 

εγκέφαλο, όσο και στην περιφέρεια (76).  Στον εγκέφαλο εκφράζεται κυρίως σε δοµές 

του φλοιού και της παρεγκεφαλίδας. 

 Έχουν αποµονωθεί διάφορες ποικιλοµορφές του mRNA για τον CRHR1α, οι 

οποίες µπορεί να παριστούν διάφορες ισοµορφές του και ονοµάζονται R1b,c,d,e,f,g,h 

(Εικ.3.1) (77) 
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 Ο CRHR1 προσδένει µε την ίδια περίπου συγγένεια το CRH, την Urocortin I, την 

urotensin και την sauvagine, αλλά δεν αναγνωρίζει τις Urocortin II και ΙΙΙ.  Η κύρια 

λειτουργία του υποδοχέα φαίνεται να είναι η διαµεσολάβηση της φυσιολογικής 

απάντησης του οργανισµού στο στρες. 

 

 
 
Εικ. 3.1.  Οι διάφορες ισοµορφές του CRHR1 δηµιουργούνται µε εναλλακτικό µάτισµα του CRHR1α.  
Στις ισοµορφές αυτές διακρίνονται απαλείψεις ή ενθέσεις αµινοξέων στις θέσεις που σηµειώνονται µε 
διακεκοµµένες γραµµές.  Οι περισσότερες ισοµορφές είναι ανεπαρκείς στη σύνδεση του προσδέτη και στις 
ιδιότητες διαβίβασης σήµατος.   

 

 

 

1.3.7 Υποδοχέας τύπου ΙΙ του CRH (CRHR2) 
 

 O CRHR2 κλωνοποιήθηκε πιο πρόσφατα από τον υποθάλαµο επίµυος (78), την 

καρδιά ποντικού (79) και τον εγκέφαλο και την καρδιά ανθρώπου (80).  Έχουν 

ταυτοποιηθεί τρεις διαφορετικές µορφές αυτού του υποδοχέα µε διαφορετική κατανοµή 

στους ιστούς (81) : ο CRHR2α αποτελούµενος από 411 αµινοξέα, ο CRHR2β 

αποτελούµενος από 431 αµινοξέα (82) και ο CRHR2γ (83).  Στον άνθρωπο εκφράζεται 

µόνο το οµόλογο του CRHR2α (84). 

 Ο CRHR2α εκφράζεται κυρίως σε νευρωνικές οµάδες, ενώ ο CRHR2β 

εκφράζεται περισσότερο σε µη-νευρωνικές οµάδες όπως στο χοριοειδές πλέγµα, στην 

καρδιά, στους σκελετικούς µύες, στον πνεύµονα και στο έντερο (85)(86).  Η κατανοµή 
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του CRHR2 στον εγκέφαλο είναι διαφορετική από εκείνη του CRHR1, µε τον CRHR2 

να εντοπίζεται κυρίως σε υποφλοιώδεις περιοχές (87) (Εικ. 3.2) 

 Ο CRHR2 συνδέει την Urocortin I, II και ΙΙΙ, την urotensin και την sauvagine µε 

πολύ µεγαλύτερη συγγένεια σε σχέση µε το CRH.  Τα πεπτίδια της Urocortin I, II και ΙΙΙ 

έχουν ανιχνευθεί σε ιστούς που εκφράζουν τον υποδοχέα 2 και φαίνεται ότι 

αντιπροσωπεύουν τους ενδογενείς προσδέτες του CRHR2 (88). 

 

 

 
 

Εικ. 3.2.  CRHR2α.  Οι ισοµορφές CRHR2β και CRHR2γ διαφέρουν µό 
νο στο Ν-τελικό άκρο το οποίο φαίνεται να είναι κριτικής σηµασίας για την σύνδεση του προσδέτη, αλλά 
περιέχουν ταυτόσηµες εξωκυττάριες αγκύλες και διαµεµβρανικές οµάδες. 
 

 

 

 

1.3.8 Ο ρόλος των CRH, UCN στη φλεγµονή 
 

Ο µηχανισµός της φλεγµονής παρουσιάζει εξαιρετική πολυπλοκότητα καθώς 

µετέχουν πολύ παράγοντες ταυτοχρόνως όπως η ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα και του 

συµπαθητικού νευρικού συστήµατος και αλληλεπιδράσεις µεταξύ πλήθους µορίων, όπως 

τα γλυκορτικοειδή, οι κυτταροκίνες και τα διάφορα νευροπεπτίδια, τόσο κεντρικά όσο 

και περιφερικά. 
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Η διερεύνηση των επιδράσεων του CRH και της UCN, είναι πολύ δύσκολη τόσο 

σε πειράµατα σε ανθρώπους όσο και σε ποντίκια.  Για τα µεν πειράµατα που γίνονται σε 

άνθρωπο, η δυσκολία έγκειται στο ότι η CRH-BP που κυκλοφορεί δεσµεύει ένα µεγάλο 

µέρος του χορηγούµενου πεπτιδίου µε αποτέλεσµα ένα µικρό µόνο ποσοστό να φτάνει 

στο στόχο του.  Ενώ στα πειράµατα που γίνονται στα ποντίκια (όπου η CRH_BP δεν 

κυκλοφορεί) είναι πολλές φορές δύσκολο να διαπιστώσει κανείς κατά πόσο η 

παρατηρούµενη αντίδραση είναι αποτέλεσµα της απ’ ευθείας δράσης των πεπτιδίων ή 

οφείλεται στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα και στα τελικά προϊόντα του, τα 

γλυκοκορτικοειδή , οι αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες των οποίων είναι γνωστές. 

Πρόσφατα ερευνητικά δεδοµένα αποδεικνύουν την παρουσία CRH ή άλλων, 

τύπου-CRH πεπτιδίων (UCN π.χ.) σε περιοχές φλεγµονής και παρουσιάζονται 

παρακάτω: 

Ιστοί αρουραίων στους οποίου είχε επαχθεί φλεγµονή µε χηµικό τρόπο, βρέθηκαν 

να περιέχουν CRH παρόλο που το πεπτίδιο δεν ανιχνεύθηκε σε ελεύθερη κυκλοφορία 

(89).  Όταν ωστόσο, χορηγήθηκε περιφερειακά ένα CRH-αντίσωµα, η ανταλαρµίνη (ένας 

ειδικός ανταγωνιστής του υποδοχέα CRH-R1), παρατηρήθηκε σηµαντική καταστολή της 

κυτταρικής διήθησης και µείωση του φλεγµονώδους εκκρίµατος.  

 Σε πειραµατικά επαγόµενες φλεγµονές, σε αρουραίους µε αρθρίτιδα, τα επίπεδα 

του CRH (πεπτιδίου και mRNA) στα διηθούντα µονοκύτταρα, βρέθηκαν αυξηµένα (90).  

Επιπρόσθετα, αποµονωµένα µονοκύτταρα του λεµφικού συστήµατος του 

γαστρεντερικού που κατεργάστηκαν µε CRH, βρέθηκαν να παρουσιάζουν σηµαντική 

αύξηση στον πολλαπλασιασµό τους.    

Συµπερασµατικά, από τα παραπάνω πειράµατα, θεωρήθηκε ότι το CRH 

εκκρίνεται από τα διηθούντα µακροφάγα και άλλα κύτταρα στη θέση της φλεγµονής και 

δρα τοπικά κυρίως ευοδώνοντας την φλεγµονή.  Ωστόσο, αντιφλεγµονώδης δράση του 

CRH και της UCN έχει επίσης παρατηρηθεί, όπως φαίνεται και στα παρακάτω δεδοµένα:  

Στην αυτοάνοση ασθένεια της εγκεφαλοµυελίτιδας, όπου παθογόνα Τ- κύτταρα 

παράγουν κυτταροκίνες όπως ο TNF-α που καταστρέφουν την µυελίνη, ενδοπεριτονιακή 

xορήγηση CRH ή UCN σε αρουραίους που έχουν µολυνθεί καταπραΰνει τα 

συµπτώµατα.  Στο αποτέλεσµα αυτό βέβαια µεσολαβεί µερικώς και η ενεργοποίηση του 

ΥΥΕ άξονα (91). 
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Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η αγγειοδιασταλτική δράση του CRH και της UCN 

µετά από ενδοδερµική ένεση.  Η µείωση της επαγοµένης αγγειακής διαπερατότητας από 

την παρουσία κάποιου ανταγωνιστή του CRH-R1 ή κάποιου ανταγωνιστή του υποδοχέα 

1 της ισταµίνης οδηγεί στο συµπέρασµα ότι στο µηχανισµό της δράσης των πεπτιδίων 

αυτών ενέχονται τα ιστιοκύτταρα του δέρµατος, τα οποία απελευθερώνουν ισταµίνη µετά 

από δέσµευση CRH ή UCN στους αντίστοιχους υποδοχείς. 

Κατά την ανοσοαπάντηση ο πολλαπλασιασµός των ανοσοποιητικών κυττάρων 

είναι απ’ τις σηµαντικότερες διαδικασίες.  Ο Mc Gillis και συν. έδειξε ότι επίδραση CRH 

(1nM) σε καλλιέργεια λεµφοκυττάρων από σπληνοκύτταρα αρουραίου διεγείρει τα 

λεµφοκύτταρα να πολλαπλασιαστούν (92).  Μάλιστα πειράµατα στα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν αποµονωµένα σπληνοκύτταρα έδειξαν ότι µόνο τα Β- κύτταρα 

ανταποκρίνονται στη διέγερση.  Επίσης, στα ίδια πειράµατα βρέθηκε ότι η περιοχή 

δέσµευσης του CRH στα Β- κύτταρα βρίσκεται στο C–άκρο του πεπτιδίου και όχι στο Ν- 

άκρο, το οποίο δεσµεύεται στον R1 υποδοχέα.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η επίδραση του CRH στα ΝΚ κύτταρα in vitro.  Το 

CRH φαίνεται να ενισχύει την έµµεσα κυτταροτοξική δράση των κυττάρων αυτών (93), 

µέσω µάλιστα των µακροφάγων κυττάρων (94). 

Πολλές ενδείξεις υποδεικνύουν τη συµµετοχή των νευροπεπτιδίων του στρες στη 

ρύθµιση της ανοσοποιητικής απόκρισης.  Η τοπικά εκκρινόµενη CRH έχει 

προφλεγµονώδης ιδιότητες, ενώ µε αποκλεισµό του υποδοχέα 1 της CRH επιτυγχάνεται 

εξασθένιση της φλεγµονής.  Πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί στο εργαστήριο µας, 

στην κυτταρική σειρά µακροφάγων RAW264.7, δείχνουν ότι η CRH έχει µια άµεση 

προφλεγµονώδη δράση στα µακροφάγα, προάγοντας έτσι την έκφραση κυτταροκινών 

που αρχικά προκαλείται από το LPS, ενώ η Urocortin, ένα οµόλογο της CRH, µειώνει 

την έκφραση των κυτταροκινών στα µακροφάγα. 

Συµπερασµατικά το CRH και η UCN εκκρίνονται τόσο από νευρικά όσο και από 

κύτταρα του ανοσοποιητικού, δρουν πάνω σε συγκεκριµένους υποδοχείς ενός µεγάλου 

αριθµού ανοσοαρµόδιων κυττάρων, αλληλεπιδρούν µε κυτταροκίνες, νευροδιαβιβαστές 

και άλλες ορµόνες και διαδραµατίζουν τελικά έναν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

ανοσοαπάντησης.  Συνοπτικά µπορούµε να πούµε ότι η συστηµατική χορήγηση CRH 

οδηγεί σε µερική ανοσοκαταστολή µέσω αύξησης των επιπέδων των κορτικοειδών και 
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ενεργοποίησης του συµπαθητικού συστήµατος, ενώ στην περιφέρεια εµφανίζει 

ευοδωτική δράση στη φλεγµονή  δρώντας ως αυτο- παρακρινική.  Ίσως το περιφερικό 

CRH να παίζει κάποιο άµεσο ρόλο στα αρχικά στάδια της φλεγµονώδους 

ανοσοαπάντησης, ενώ το κεντρικό να δρα έµµεσα µέσω του νευρο-ενδοκρινικού 

συστήµατος.  Το πιο πιθανό είναι πάντως ότι η φλεγµονή ρυθµίζεται ταυτόχρονα από 

προφλεγµονώδεις και αντιφλεγµονώδεις παράγοντες οι οποίοι βρίσκονται σε µια πολύ 

ευαίσθητη ισορροπία, οποιαδήποτε µεταβολή της οποίας µπορεί να οδηγήσει σε 

παθολογικές καταστάσεις όπως οι αυτοάνοσες ασθένειες. 

Τόσο ο προφλεγµονώδης ρόλος του τοπικά παραγόµενου CRH όσο και η 

αντιφλεγµονώδεις δράση του κεντρικού CRH που δρα µέσω του ΥΥΕ άξονα, ωστόσο, 

παραµένουν αδιευκρίνιστα. 

 

 

 

 

 

1.4 ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ TLR 
 

 

 Όπως προαναφέρθηκε, η ανοσολογική απόκριση απαρτίζεται από την ειδική και 

µη ειδική απόκριση.  Η ειδική, που επιτυγχάνεται µε την µεσολάβηση των Β και Τ 

λεµφοκυττάρων, αναγνωρίζει παθογόνα µε µεγάλη συγγένεια µέσω υποδοχέων που 

µεταλλάσσονται συνεχώς.  Ωστόσο η ειδική ανοσία δεν είναι αρκετά γρήγορη ώστε να 

προλαµβάνει να θανατώνει άµεσα τους µικροοργανισµούς.  Έτσι, απαιτείται η ύπαρξη 

της µη ειδικής ανοσίας σαν πρώτη γραµµή άµυνας του οργανισµού, αφού είναι πιο 

γρήγορη στην αναγνώριση των ξενιστών κατά τα πρώιµα στάδια της µόλυνσης.  Η 

αναγνώριση των παθογόνων στη µη ειδική ανοσία γίνεται από ειδικούς υποδοχείς, οι 

οποίοι έχουν εξελιχθεί, ώστε να αναγνωρίζουν µοριακά µοτίβα µικροοργανισµών 

εξελικτικά συντηρηµένα.  Πρόσφατα δεδοµένα έχουν δείξει ότι αυτοί οι υποδοχείς 

ανήκουν στην οικογένεια υποδοχέων TLR (Toll Like Receptor).  Μετάδοση σήµατος από 

τους TLRs, επάγει την παραγωγή προφλεγµονόδων κυτταροκινών, αντιµικροβιακών 
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πεπτιδίων και νιτρικού οξέος (ΝΟ).  Οι TLRs µπορούν επίσης, να παράγουν σήµατα που 

ενεργοποιούν την ειδική ανοσία, που µεσολαβείται από τα Τ και Β κύτταρα.  Συνεπώς 

ενεργοποιούν τόσο την µη ειδική όσο και την ειδική ανοσία. 

 Η πρώτη ανθρώπινη πρωτεΐνη της οικογένειας αυτής ανακαλύφθηκε στα µέσα 

της δεκαετίας του 90 και ονοµάστηκε ανθρώπινη TLR1 (100,101).  Το 1997 ο Janeway 

και η οµάδα του χαρακτήρισαν µια ακόµα πρωτεΐνη µέλος της οικογένειας TLR, την 

ανθρώπινη TLR4 και ήταν οι πρώτοι που ανάφεραν το ρόλο της στην ανοσολογική 

απόκριση (102).  Έως σήµερα, έχουν ανακαλυφθεί 10 ανθρώπινες και 9 τρωκτικών 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια TLR (103,104,105).  Οι 

πρωτεΐνες αυτές έχουν σαν κοινό χαρακτηριστικό τη δοµή τους.  Έτσι, όλες έχουν µια 

µεγάλη εξωκυττάρια περιοχή, πλούσια σε επαναλήψεις λευκίνης και µια ενδοπλασµατική 

περιοχή από όπου ξεκινά η µετάδοση σήµατος.  Η ενδοπλασµατική αυτή περιοχή, είναι 

οµόλογη µε την αντίστοιχη περιοχή του υποδοχέα  της ιντερλευκίνης-1 (IL-1R).  Η 

περιοχή αυτή αποκαλείται Toll/IL-1R οµόλογη περιοχή (TIR).  Το γεγονός αυτό 

υποδεικνύει ότι όλοι αυτοί οι υποδοχείς έχουν παρόµοιο µονοπάτι µετάδοσης σήµατος. 

 Η κυτταροπλασµατική περιοχή TIR, έχει διατηρηθεί κατά την εξέλιξη.  Αντίθετα 

η εξωκυττάρια περιοχή, η οποία ευθύνεται για την αναγνώριση των παθογόνων, έχει 

εξελιχθεί πολύ περισσότερο, γεγονός που υποδεικνύει την απαίτηση για συχνή αλλαγή, 

λόγω της συνεχούς µετάλλαξης των µικροβίων. 

 Πολλά είδη TLRs εκφράζονται στους διάφορους κυτταρικούς τύπους που 

ενέχονται στην πρώτη γραµµή άµυνας στους οργανισµούς, όπως τα µακροφάγα, 

ουδετερόφιλα, επιθηλιακά κύτταρα από το υπογάστριο και τον πνεύµονα και δερµατικά 

ενδοθηλιακά κύτταρα.  Τα δενδριτικά κύτταρα, εκφράζουν επίσης µια εντυπωσιακή 

ποικιλία υποδοχέων TLRs, που αντανακλούν τον µοναδικό τους ρόλο στην ανίχνευση 

µικροοργανισµών και στην ενεργοποίηση του συστήµατος της ειδικής ανοσίας.  

Σηµαντικό είναι το γεγονός ότι TLRs εκφράζονται επίσης σε Β και Τ λεµφοκύτταρα.  Οι 

υποδοχείς TLR είναι εντοπίζονται στην πλασµατική µεµβράνη και όταν το κύτταρο 

εκτεθεί σε µικροοργανισµούς στρατολογούνται πλέον στα φαγοσωµάτια.  Τέλος 

σηµαντικό είναι να αναφερθεί ότι οι υποδοχείς αυτοί είναι διµερή άλλοτε οµοδιµερή και 

άλλοτε ετεροδιµερή, πρωτεϊνών της οικογένειας TLR (106), όπως φαίνεται και στην 

εικόνα 4.1 
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Εικ. 4.1.  ∆ιαφορετικά είδη TLRs µπορούν να δρουν σαν οµοδιµεροί ή ετεροδιµεροί. 
 

 

 

 

 

1.4.1 Προσδέτες των υποδοχέων TLR 
 

 

Οι πιο γνωστοί προσδέτες των TLRs, είναι µοτίβα παθογόνων µορίων που έχουν 

διατηρηθεί εξελικτικά και καλούνται PAMPs (pathogen associated molecular patterns).  

Τα PAMPs έχουν πολλά κοινά χαρακτηριστικά τα οποία τα καθιστούν ικανά να 

διεγείρουν την ανοσοαπάντηση (107).  Πρώτον, παράγονται µόνο από τους παθογόνους 

µικροοργανισµούς και όχι από τα κύτταρα του ξενιστή, γεγονός που επιτρέπει στους 

ξενιστές να διακρίνουν εαυτό και µη.  ∆εύτερον, είναι απαραίτητα για την ικανότητα των 

µικροοργανισµών να επάγουν την ανοσοαπάντηση, για αυτο και έχουν διατηρηθεί 

εξελικτικά.  Τέλος τα PAMPs αποτελούν θα λέγαµε ένα είδος µοριακής υπογραφής της 

τάξεως του κάθε παθογόνου.  Έτσι όχι µόνο σηµατοδοτούν την ύπαρξη µόλυνσης, αλλά 

δίνουν επίσης και σηµαντικές πληροφορίες για τον τύπο του παθογόνου που προκάλεσε 

την µόλυνση. 

 Κάθε ξεχωριστό PAMP αναγνωρίζεται και από ειδικό υποδοχέα TLR.  Συνοπτικά 

ο τύπος του PAMP και του TLR στον οποίο δεσµεύεται παρουσιάζεται στον πίνακα 3.  

Έτσι ενδεικτικά αναφέρουµε ότι οι πεπτιδογλυκάνες και τα λιποπεπτίδια δεσµεύονται 
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στον TLR2, το RNA διπλής έλικας (ιικό) στον TLR3, το LPS στον TLR4, η flagellin 

στον TLR5 και τέλος ό,τι αποκρίνεται στο βακτηριακό DNA στον TLR9. 

 

 

 

 
 
Πίνακας 3.  TLRs και προσδέτες τους  

 

 

 

1.4.2 Ενδοτοξίνη ή LPS 
 

 Το καλύτερα χαρακτηρισµένο µέλος των PAMPs, είναι ο λιποπολυσακχαρίτης 

(LPS) ή αλλιώς γνωστός ως ενδοτοξίνη, και αποτελεί το κύριο συστατικό της εξωτερικής 

µεµβράνης των gram αρνητικών βακτηρίων (108).  Όταν η ενδοτοξίνη επιδρά στα 
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µονοκύτταρα/µακροφάγα, τα ενεργοποιεί, προκαλώντας τα να εκκρίνουν ενδογενείς 

διαµεσολαβητές της φλεγµονής, όπως το ΝΟ, βιοδραστικά πεπτίδια και κυρίως 

κυτταροκίνες όπως η IL-1, IL-16 και ο παράγοντας νέκρωσης όγκου TNF-α.  Ωστόσο, 

παρουσία µεγάλων ποσοτήτων ενδοτοξίνης στην κυκλοφορία, προκαλεί υπερβολική 

ενεργοποίηση των παραπάνω αντιδράσεων µε τελικό αποτέλεσµα την καταστροφή 

λειτουργικών οργάνων και τελικά τον θάνατο.  Η κατάσταση αυτή καλείται σηπτικό 

shock. 

 Όπως υποδηλώνει το όνοµα του το LPS , αποτελείται από µια λιπιδική και µια 

πολυσακχαριτική οµάδα.  Η πολυσακχαριτική οµάδα µε τη σειρά της, αποτελείται από 

την Ο-ειδική αλυσίδα και τον πυρήνα.  Η Ο-ειδική αλυσίδα ευθύνεται για την υψηλή 

αντιγονικότητα των Gram αρνητικών βακτηρίων και ποικίλει ευρέως ανάµεσα στα 

διάφορα είδη.  Ο πυρήνας τώρα, είναι ένας ολιγοσακχαρίτης, ο οποίος διατηρεί σχετικά 

σταθερή δοµή, ανάµεσα στα διάφορα είδη.  Τέλος η λιπιδική οµάδα, ή αλλιώς λιπίδιο Α 

είναι το µέρος του LPS που ευθύνεται για τη δράση της ενδοτοξίνης (109).  Η δοµή του 

LPS παρουσιάζεται στην εικόνα που ακολουθεί (Εικ. 4.2) 

 

 

 
 

Εικ. 4.2.  Χηµική δοµή της ενδοτοξίνης, ενός αντιβακτηριοειδούς. Hep: Επτόζη, Kdo: 2-κετο-3-
δεοξυοκτονικό οξύ, GlcN: Ν-ακετυλ γλυκοζαµίνη, Ρ: Φώσφορος  
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1.4.3 ∆ιαβίβαση σήµατος – Έκφραση TLR4 
 

 

 Από πολύ παλιά, ήταν γνωστό ότι το LPS προσδένεται στη δεσµευτική πρωτεΐνη 

LBP (LPS binding protein), µεγέθους 80 kDa και στην CD14 µια πρωτεΐνη 55 kDa.  

Αργότερα, όταν πια ανακαλύφθηκε ο ρόλος του υποδοχέα TLR4 στην αναγνώριση και 

διαβίβαση σήµατος του LPS, αποδείχτηκε ότι µπορεί να υπάρξει και άµεση 

αλληλεπίδραση του LPS (χωρίς να δεσµεύεται στην CD14) µε τον TLR4 (110).  

Περαιτέρω µελέτες (111), έδειξαν ότι απαιτείται ένα ακόµη µόριο για την σωστή 

λειτουργία και τοποθέτηση του TLR4 στην πλασµατική µεµβράνη, η MD-2, µια 

βοηθητική πρωτεΐνη 25 kDa.  Η πρωτεΐνη αυτή, η οποία αλληλεπιδρά κατευθείαν µε τον 

TLR4, πιστεύετε ότι βοηθά στην σταθεροποίηση του συµπλόκου του υποδοχέα.  Έτσι η 

αναγνώριση του LPS  στα µακροφάγα, γίνεται από ένα σύµπλοκο της πλασµατικής 

µεµβράνης που αποτελείται από 3 τουλάχιστον πρωτεΐνες : TLR4, MD-2 και CD14 (Εικ. 

4.3)  

 

 
 

 
Εικ. 4.3.  Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλόκου του υποδοχέα του LPS στα µακροφάγα και τα Β-
λεµφοκύτταρα.  Το εκκρινόµενο µόριο MD-2 απαιτείται για την σταθεροποίηση του TLR4 στην 
πλασµατική µεµβράνη στα µακροφάγα.  Το CD14 απαιτείτε για την πρόσδεση του LPS στο κύτταρο.  

 

 

 43



 

 

 Με την πρόσδεση του LPS στο σύµπλοκο αυτό, ξεκινά η διαβίβαση σήµατος από 

τον TLR4.  Το µονοπάτι µετάδοσης σήµατος του υποδοχέα TLR4 είναι παρόµοιο µε 

αυτό του IL-1R και αυτό γιατί όπως αναφέρθηκε διαθέτουν όµοια περιοχή 

σηµατοδότησης την TIR.  Τόσο ο TLR4 όσο και ο IL-1R στρατολογούν µια συνδετική 

πρωτεΐνη την MyD88 (112,113).  Η MyD88 αποτελείται από µια αµινο-τελική περιοχή 

θανάτου και µια καρβοξυ-τελική περιοχή που προσδένεται στην περιοχή TIR του TLR4.  

H αµινο-τελική περιοχή της MyD88 αλληλεπιδρά µε την αντίστοιχη περιοχή της 

πρωτεϊνικής κινάσης IRAK (IL-1R associated kinase), προσελκύοντας την στον 

υποδοχέα γεγονός που προκαλεί τελικά την αυτοφωσφορυλίωσή της.  Η 

φωσφορυλιωµένη IRAK µε την σειρά της δηµιουργεί ένα σύµπλοκο µε µια συνδετική 

πρωτεΐνη την TRAF6, οδηγώντας στον ολιγοµερισµό της.  Με τον ολιγοµερισµό αυτό 

ενεργοποιείται η Jnk και η TAK-1 µέλος της οικογένειας των ΜΑΡ κινασών.  Το τελικό 

αποτέλεσµα είναι η ενεργοποίηση των ΙΚΚs κινασών ΙΚΚ1 και ΙΚΚ2 (114), που µε την 

σειρά τους φωσφορυλιώνουν την IκΒ και επάγουν την αποδιάταξη της, ελευθερώνοντας 

έτσι τον NF-κΒ, ο οποίος είναι πια έτοιµος να µεταφερθεί στον πυρήνα, όπου 

συνεργάζεται µε άλλους παράγοντες, όπως τον PU.1 και τον CREB για να επάγουν την 

έκφραση µιας µεγάλης γκάµας γονιδίων (115).  Τέλος αξίζει να αναφερθεί, ότι η περιοχή 

TIR του υποδοχέα TLR4 είναι πάρα πολύ ισχυρή και ενεργοποίηση µόνο10 υποδοχέων 

ανά κύτταρο αρκεί για µια αποτελεσµατική διαβίβαση σήµατος. (Εικ. 4.4) 

 H φωσφορυλίωση πρωτεϊνών παίζει επίσης σηµαντικό ρόλο στην ενδοκυττάρια 

µεταβίβαση σήµατος από το LPS.  Σε αυτήν την διαδικασία έχουν ρόλο διάφορες 

πρωτεϊνικές κινάσες όπως η πρωτεϊνική κινάση Α (ΡΚΑ) και διάφορες ισοµορφές της 

πρωτεϊνικής κιάνσης C (PKC), φαίνεται ότι ενεργοποιούνται κατά την επαγωγή της 

παραγωγής κυτοκινών από τα µονοκύτταρα.  Η αναστολή της PKA οδηγεί στην 

ελάττωση της παραγωγής IL-6, ενώ η αναστολή της PKC οδηγεί σε ελάττωση του TNF-

α.  Το LPS επίσης, έχει δειχθεί ότι ενεργοποιεί τις ERK1/ERK2 και p38 MAPK (mitogen 

activated protein kinase), οι οποίες ρυθµίζουν την παραγωγή των κυτοκινών τόσο στο 

επίπεδο µεταγραφής, όσο και στο µετα-µεταγραφικό επίπεδο. 
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Εικ. 4.4.  Σχηµατική αναπαράσταση του µονοπατιού διαβίβασης σήµατος του TLR4 

 

 

 

 Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, τα κύτταρα που εκφράζουν τον TLR4, τόσο 

στους ανθρώπους όσο και στα ποντίκια, είναι κυρίως τα κύτταρα της µυελώδους σειράς 

(µονοκύτταρα, µακροφάγα, δενδριτικά).  Ο υποκινητής του γονιδίου του TLR4 έχει 

υψηλό βαθµό οµολογίας µεταξύ ανθρώπων και ποντικών (Εικ. 4.5) Έτσι και στους δύο, 

υπάρχουν πολλές αλληλουχίες πλούσιες σε πουρίνες, οι οποίες αναγνωρίζονται από τον 

ειδικό µυελώδη µεταγραφικό παράγοντα PU.1, ενώ δεν υπάρχει πλαίσιο ΤΑΤΑ (116). 

 Ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας PU.1, ανήκει στην οικογένεια των 

µεταγραφικών παραγόντων Ets.  Εκφράζεται στα αιµατοποιητικά κύτταρα και είναι 

απαραίτητος για την για την ωρίµανση και την ανάπτυξη των µυελοειδών κυττάρων και 

την διαφοροποίηση των µακροφάγων.  Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός, ότι ποντίκια 

ανίκανα να παράγουν PU.1, έχουν παντελή έλλειψη µακροφάγων.  Ο PU.1 είναι επίσης 

σηµαντικός για την διαφοροποίηση και ωρίµανση των οστεοκλαστών.  Είναι παρών στη 

µικρογλία, όπου τα επίπεδά του αυξάνονται σηµαντικά κατά την διάρκεια ισχαιµικού 
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τραυµατισµού.  Συνεπώς ο µεταγραφικός παράγοντας PU.1, είναι απαραίτητος για την 

ενεργοποίηση και ανάπτυξη των µακροφάγων.  Έχει αναφερθεί, ότι συµµετέχει στην 

ανοσορύθµιση αφού επάγει την έκφραση του υποδοχέα –µ των οπιοειδών στα 

µακροφάγα. 

 

 

 

 
 
Εικ.  4.5   Σχηµατική αναπαράσταση του υποκινητή του TLR4 σε ποντίκι και άνθρωπο.  Στο σχήµα οι 
σκιασµένες περιοχές υποδηλώνουν τις οµόλογες περιοχές µεταξύ των δύο ειδών υποκινητών.  Όπως 
διακρίνεται η οµολογία είναι πολύ υψηλή. 
  

 

 

Σε ανθρώπινους ιστούς ο TLR4, εκφράζεται κυρίως στο ήπαρ και τον σπλήνα, 

ενώ στα ποντίκια το mRNA του TLR4 εκφράζεται κυρίως στους πνεύµονες, την καρδιά, 

τον σπλήνα, τους µύες, το ήπαρ και τα νεφρά, γεγονός που υποδεικνύει ότι η έκφραση 

στους ιστούς δεν είναι ίδια σε ποντίκια και σε ανθρώπους, παρόλο την οµολογία του 

υποκινητή τους.  Επιπρόσθετα τα γονίδια του TLR4 τόσο στον άνθρωπο, όσο και στα 

ποντίκια , απαιτούν διαφορετικά εξόνια που υπόκεινται σε εναλλακτικό µάτισµα (117). 

 Πολύ σηµαντικό είναι επίσης το γεγονός, ότι µε ενεργοποίηση από LPS υπάρχει 

διαφορετική ρύθµιση της έκφρασης του TLR4 σε ανθρώπους και ποντίκια (118).  Έτσι 

όταν ανθρώπινα µακροφάγα/µονοκύτταρα, ενεργοποιηθούν µε LPS, αυξάνεται η 

έκφραση του TLR4.  Ενώ αντίθετα, το επίπεδο έκφρασης του TLR4 µειώνεται, όταν 

µακροφάγα από ποντίκια ενεργοποιηθούν από LPS (119,120).  Μια πρόσφατη έρευνα 

προτείνει ότι το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται σε µια µετα-µεταγραφική αστάθεια 

του mRNA του TLR4 από ποντίκια (121).  Αλλαγές στη σταθερότητα του mRNA δεν 

έχουν ωστόσο παρατηρηθεί σε γονίδια άλλων TLRs.  
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2. YΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2.1 Βιολογικά Υλικά 
Χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα βιολογικά υλικά: (α) λιποπολυσακχαρίδη 

κυτταρικού τοιχώµατος E.Coli, (β) η κυτταρική σειρά µυελώµατος ποντικού Raw 264.7 

και (γ) η ανθρώπινη σειρά µονοκυττάρων THP-1 

 

 

2.1.1 Λιποπολυσακχαρίδη 
Χρησιµοποιήθηκε ένα είδος λιποπολυσακχαρίδης η οποία αγοράστηκε από 

τη Sigma:  λιποπολυσακχαρίδη κυτταρικού τοιχώµατος Ε.coli. 

 

2.1.2 Κυτταρική σειρά µονόκυττάρων/µακρoφάγων ποντικού (Raw 264.7) 
Η κυτταρική σειρά Raw 264.7 είναι µια µονοκυτταρική/µακροφαγική σειρά 

που προέρχεται από έναν όγκο που αναπτύχθηκε σε άρρενες ποντικούς από τον ιό  

λευχαιµίας Abelson (122). Οι κλώνοι που χρησιµοποιήθηκαν 

προέρχονται από την ATCC (Αρ. Καταλόγου TIΒ-71).  Τα κύτταρα Raw 264.7 

παράγουν λυσοζύµη και έχουν υποδοχείς για το συµπλήρωµα. ∆εν διαθέτουν 

ανοσοσφαιρίνη επιφανείας (sIg-), Ιa (Ia-) και Τhy-1.2 (Τhy-1.2-).  Τα κύτταρα έχουν την 

ικανότητα να ενδοκυτταρώνουν ουδέτερα ερυθρά και να φαγοκυτταρώνουν σφαιρίδια 

latex και zymosan. Τέλος µπορούν να καταστρέφουν µε 

αντιγονοεξαρτώµενο τρόπο ερυθρά προβάτου και καρκινικά κύτταρα (122). 

 

 

2.1.3 Κυτταρική σειρά ανθρώπινων µονοκυττάρων THP-1 
 Η κυτταρική σειρά THP-1 είναι µια µονοκυτταρική σειρά που προέρχεται από 

όγκο που αναπτύχθηκε σε άρρενες οργανισµούς από τον ιό της λευχαιµίας (123).  Οι 

κλώνοι που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από την ATCC (Αρ. Καταλόγου ΤΙΒ-202).  

Τα κύτταρα THP-1 είναι φαγοκυτταρικά (και για σφαιρίδια latex και για 

ευαισθητοποιηµένα ερυθροκύτταρα). ∆εν διαθέτουν κυτταροπλασµατική ούτε 

ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας.  Η διαφοροποίηση τους µπορεί να επιτευχθεί µε τον εστέρα 

της φορβόλης: 12-Ο-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). 
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2.2 Μέθοδοι 
 

2.2.1 Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών 
 

2.2.2 Κυτταρική σειρά µυελώµατος ποντικού RAW 264.7 
 

Υλικά 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Flow Labs, Scotland) 

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

Πενικιλλίνη/ Στρεπτοµυκίνη: Penicilline/Streptomycin (GIBCO-BRL Co,MD ,USA) 

L-γλουταµίνη: L-glutamine (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Μικροσκόπιο ορατού φωτός: (Olympus,Japan) 

Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή: Neubauer και Malassez 

 

 

2.2.3 Κυτταρική σειρά ανθρώπινων µονοκυττάρων THP-1 
 

Υλικά 

RPMI (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

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

Πενικιλλίνη/ Στρεπτοµυκίνη: Penicilline/Streptomycin (GIBCO-BRL Co,MD ,USA) 

L-γλουταµίνη: L-glutamine (GIBCO-BRL Co,MD, USA) 

Μικροσκόπιο ορατού φωτός: (Olympus,Japan) 

Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή: Neubauer και Malassez 
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Μέθοδος 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο ρυθµισµένο σε 

θερµοκρασία 37°C, ατµόσφαιρα 5% CO2, 95% αέρα και υγρασία 100%.  Το θρεπτικό 

υλικό καλλιέργειας περιείχε DΜΕΜ  (κύτταρα RAW) ή RPMI (κύτταρα THP-1), 10% 

ορό εµβρύου βοός, 4 ιmΜ L-γλουταµίνη και 1% αντιβιοτικό διάλυµα σε τελική 

συγκέντρωση 100 IU/ml πενικιλλίνη και 100 

µg/ml στρεπτοµυκίνη.  Το υλικό των καλλιεργειών ανανεωνόταν ανά 48 ώρες. Τα 

κύτταρα χρησιµοποιούνταν όταν έφταναν 80% πυκνότητα. Για τα µεν RAW Επειδή 

αναπτύσσουν ισχυρούς δεσµούς µε το πλαστικό µε αποτέλεσµα να κολλάνε καλά, τα 

κύτταρα αποµονώνονται από το πλαστικό µε ξύσιµο.  Eνώ αντίθετα επειδή τα THP-1 

στην πληθώρα τους επιπλέουν στην φλάσκα, τα κύτταρα διαχωρίζονται µε 

φυγοκέντρηση.  Ακολούθως µικρή ποσότητα του αανωτέρω διαλύµατος ελαµβάνετο για 

προσδιορισµό του αριθµού των κυττάρων ανά 

ml θρεπτικού υλικού.  Ο προσδιορισµός πραγµατοποιούνταν µε την µέθοδο 

αιµατοκοτταρoµετρίας (µε πλάκα Neubauer ή Malassez) και µε τη βοήθεια 

µικροσκοπίου ορατού φωτός, σε µεγέθυνση 40χ.  Τα ληφθέντα κύτταρα 

τοποθετούνταν σε κατάλληλη συγκέντρωση στα αντίστοιχα πλαστικά καλλιεργειών 

σύµφωνα µε τις ανάγκες του εκάστοτε πειράµατος.  Το θρεπτικό υλικό αντικαθίστατο µε 

θρεπτικό υλικό πειραµάτων. 

 

 

 

2.3 Αποµόνωση mRΝΑ 
Υλικά 

Τrizol: θειοκυανική γουανιδίνη (Τri reagentTM, Sigma, USA) 

Χλωροφόρµιο (Sigma, USA) 

Ισοπροπανόλη (Merck, Γερµανία) 

75% αιθανόλη 

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα (DEPC) 
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Μέθοδος 

 

Η µέθοδος που ακολουθήθηκε για την αποµόνωση του mRΝΑ αποτελεί 

τροποποίηση της µεθόδου των Chomczynski and Sacchi (124).  Προστέθηκε 1 ml 

Τrizol/106 κύτταρα και ακολούθησε ανάδευση ώστε να επιτευχθεί πλήρης λύση 

τωνκυττάρων.  Τα δείγµατα να παρέµειναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min για 

ναεπιτευχθεί πλήρης αποσύζευξη των νουκλεοπρωτεινών.  Ακολούθως προστέθηκε 

0.2ml χλωροφορµίου ανά ml Trizol, το µείγµα αναδεύτηκε έντονα για 15 sec και 

παρέµεινε σε θερµοκρασία δωµατίου για 2-15 min.  Ακολούθως τα δείγµατα 

φυγοκεντρήθηκαν σε 12.000 g για 15 min στους 4 °C.  Με την φυγοκέντρηση το δείγµα 

διαχωρίζεται σε τρείς φάσεις: µια ερυθρή φάση στην οποία περιέχεται η 

πρωτεΐνη, µία διάµεση φάση στην οποία περιέχεται το DΝΑ και µία υδατική φάση 

στην οποία περιέχεται το RΝΑ.  Η υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο 

καιαναµείχθηκε µε 0.5 ml ισοπροπανόλης ανά ml Trizol.  Το µείγµα παρέµεινε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5-10 min και ακολούθως φυγοκεντρήθηκε σε 12.000 g για10 

min στους 4 °C.  Με τη διαδικασία αυτή το RΝΑ κατακρηµνίζεται σχηµατίζονταςένα 

ίζηµα στον πυθµένα του σωληναρίου.  Ακολούθως αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και το 

ίζηµα επαναδιαλυτοποιήθηκε µε την προσθήκη 1 ml αιθανόλης ανά ml Trizol.  Το δείγµα 

φυγοκεντρήθηκε σε 7.500 g για 5 min στους 4 °C και το RΝΑ διαλύθηκεσε νερό 

κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα.  Η ποιότητα του ελέγχθηκε 

φωτοµετρικά (260/280 nm). 

 

 

2.3.1 Μέθοδος εκλεκτικής επέκτασης του DΝΑ µε ανάστροφο γονιδιακό 
ανασυνδυασµό (RT-PCR) 

 

Η αντίδραση ΡCR έχει σαν αποτέλεσµα την in vitro ενίσχυση συγκεκριµένης 

αλληλουχίας DΝΑ. Στην RT-PCR το RΝΑ που χρησιµοποιείται ως εκµαγείο για την 

σύνθεση του DΝΑ-στόχου, προέρχεται από την αντίστροφη µεταγραφή του 

αγγελιοφόρου RΝΑ (mRΝΑ). Έτσι η µέθοδος χωρίζεται σε δύο µέρη: α) στην 
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µετατροπή του mRΝΑ σε συµπληρωµατικό DΝΑ (cDΝΑ) και β) στην σύνθεση 

µεγάλου αριθµού αντιγράφων συγκεκριµένης περιοχής του DΝΑ. 

 

 

2.3.2 Σύνθεση του συµπληρωµατικού DΝΑ (cDΝΑ) 
 

Υλικά 

∆είγµα ολικού RΝΑ (1 - 5 µg) 

Tυχαία εξαµερή: random hexamers (Life Technologies, USA) 

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα (DEPC-H20) 

Ρυθµιστικό διάλυµα για cDΝΑ: 5Χ ΡCR buffer (Life Technologies, USA) 

Μείγµα ολιγονουκλεοτιδίων: dΝΤΡ mix 10 mΜ (Life Technologies, USA) 

∆ιθειοθρειτόλη: DTΤ, 0.1 Μ (Sigma, USA) 

∆ιάλυµα αναστολέων RΝασών: RNaseOUT, 40 U/µL (Life Technologies, USA) 

Ένζυµο αντίστροφης µεταγραφάσης: Τhermoscript RΤ (Life Technologies, USA 

 

 

Μέθοδος 

 

Η αντίστροφη µεταγραφή του mRΝΑ προς συµπληρωµατικό DΝΑ 

πραγµατοποιείται µε το THERMOSCRIPT RT-PCR System (Gibco,BRL).  Προς 

τούτο 1 µg ολικού RΝΑ χρησιµοποιείται ως εκµαγείο για τη σύνθεση του cDΝΑ. 

Αρχικά προετοιµάζεται σε ένα σωληνάριο τύπου eppendorf απαλλαγµένο από DΝάσες 

(Dnase-free), ένα µείγµα αντίδρασης που περιλαµβάνει: 1 µg ολικού RΝΑ, εκκινητή 

(primer) όπου στην συγκεκριµένη περίπτωση χρησιµοποιούνται τυχαία εξαµερή και 

DEPC-Η20 σε ποσότητα τέτοια ώστε ο τελικός όγκος του µείγµατος να είναι 10 µl.  Στη 

συνέχεια πραγµατοποιείται αποδιάταξη του RΝΑ και του εκκινητή µε την επώαση του 

µείγµατος για 5 sec στους 65°C σε θερµικό κυκλοποιητή και στη 

συνέχεια µε ψύξη του στους 4°C.  Με τη διαδικασία αυτή, θέρµανσης και ψύξης, 

καταστρέφονται τυχόν συσσωµατώµατα ή δευτεροταγείς δοµές που θα µπορούσαν να 

εµποδίσουν την έναρξη σχηµατισµού του cDΝΑ.  Κατόπιν αφού αναδευθεί το 
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ρυθµιστικό διάλυµα της αντίστροφης µεταγραφής για 5 sec σε κυκλικό αναδευτήρα, 

προετοιµάζεται το κύριο µείγµα της αντίδρασης σε τελικό όγκο 10 µl και το οποίο 

περιλαµβάνει: 4 µl ρυθµιστικού διαλύµατος για cDΝΑ (5χ), 1 µl διθειοθρειτόλης 

DΤΤ, 1 µl RΝασών (RΝΑse ΟUΤ, 40 U/µl.), 1 µl DEPC-H2O, 2 µl. µείγµατος 

τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοζιτών (dNTP mix, 10 mΜ), 1 µl αντίστροφης 

µεταγραφάσης (ΤΗERMOSCRIPT RΤ, 5 υ/µl).  Το παραπάνω µείγµα προστίθεται 

στο αρχικό και στη συνέχεια πραγµατοποιείται επώαση του δείγµατος για 60 min 

στους 50 °C, οπότε υβριδοποιείται ο εκκινητής και δρα η αντίστροφη µεταγραφάση.  

Η αντίδραση τερµατίζεται µε επώαση του δείγµατος για 5 min στους 85°C όπου 

αποδιατάσσονται τα υβρίδια και απενεργοποιείται η αντίστροφη µεταγραφάση.  Το 

cDΝΑ είτε χρησιµοποιείται αµέσως στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης 

(ΡCR) είτε φυλάσσεται στους -20°C. 

 

 

2.3.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
Υλικά 

Ρυθµιστικό διάλυµα σύνθεσης cDΝΑ: 10Χ ΡCR buffer (Ι.ife Technologies, USA) 

25mM MgCl2 (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

Συµπληρωµατικό DΝΑ 

Πρόσθιος εκκινητής: sense oligonucleotides 

Ανάστροφος εκκινητής: antisense oligonugleotides 

Ένζυµο πολυµεράσης: Τaq DΝΑ ροlymerase, 5 u/µl (GIBCO-BRL, Co, MD, USA) 

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα (DEPC) 

θερµικός κυκλοποιητής (Τhermal cycler): DNA engine (MJ Research) 

 

Για κάθε δείγµα  απαιτούνται οι εξής αναλογίες: 

15,08 µl DEPC-treated water  

2 µl 10X PCR BUFFER 

0,6 µl MgCl2 

0,4 µl dNTP mix 

0,4 µl sense primer 
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0,4 µl antisense primer 

0,12 µl Platinum Taq Polumerase 

1 µl cDNA (από την RT-αντίδραση) 

 

 

Μέθοδος 

 

O πολλαπλασιασµός ενός συγκεκριµένου τµήµατος του τµήµατος του cDΝΑ 

πραγµατοποιείται µε την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (ΡCR).  Η 

αντίδραση ΡCR εκµεταλλεύεται ορισµένα χαραχτηριστικά του in vivo µηχανισµού 

αντιγραφής του µε σκοπό την in vitro ενίσχυση της επιλεγµένης αλληλουχίας DΝΑ. 

Η DΝΑ-πολυµεράση χρησιµοποιεί µονόκλωνο µόριο DΝΑ ως εκµαγείο για τη 

σύνθεση ενός νέου συµπληρωµατικού κλώνου.  Τα µονόκλωνα µόρια µπορούν να 

παραχθούν από δίκλωνα µόρια DΝΑ όταν αυτά θερµανθούν σε υψηλές 

θερµοκρασίες, οπότε και αποχωρίζονται.  Η DΝΑ-πολυµεράση απαιτεί επίσης την 

παρουσία ενός µικρού τµήµατος δίκλωνου DΝΑ για την έναρξη της σύνθεσης.  Έτσι 

το σηµείο έναρξης της σύνθεσης µπορεί να καθοριστεί µε τη χρήση ενός 

ολιγονουκλεοτιδικού µορίου, του εκκινητή, που συνδέεται µε τη µήτρα σε αυτό 

ακριβώς το σηµείο.  Και οι δύο κλώνοι του DΝΑ µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως 

εκµαγεία για τη σύνθεση DΝΑ.  Για κάθε αντίδραση PCR επιλέγονται εκκινητές 

παρακείµενοι της περιοχής που πρόκειται να ενισχυθεί.  Κάθε επανάληψη της 

σύνθεσης νέου κλώνου αποτελεί έναν κύκλο ενίσχυσης, ενώ κάθε νεοσυντιθέµενος 

κλώνος αποτελεί εκµαγείο για τον επόµενο κύκλο ενίσχυσης.  Το µείγµα της 

αντίδρασης θερµαίνεται ξανά για να αποχωριστούν παλιοί και νέοι κλώνοι του DΝΑ 

και επαναλαµβάνεται ο κύκλος υβριδοποίησης των εκκινητών, σύνθεσης DΝΑ και 

αποχωρισµού των κλώνων.  Το cDΝΑ επωάζεται παρουσία των εκκινητών για το γονίδιο 

που θέλουµε να ενισχύσουµε, µίγµατος dNTPs, διαλύµατος ΜgCl2, διαλύµατος ΡCR και 

πολυµεράσης.  Η επώαση γίνεται σε συσκευή ΡCR στους 57°C για 37 ή 35 κύκλους. 
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Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατά ήταν: 

 Για την ακτίνη ποντικού: sense, 5’-TCA GAA GAA CTC CTA TGT GG-3’ και 

antisense, 5’-TCT CTT TGA TGT CAC GCA CG-3’ δίνει προϊόν 499bp 

Για τον mTLR4: sense, 5’- ACC AAT GCA TGG ATC AGA AA -3’ και antisense,       

5’- GTC TCC ACA GCC ACC AGA TT -3’ δίνει προϊόν 295bp 

Για την β2-µικροσφαιρίνη: sense, 5’- GTG CTC GCG CTA CTC TCT CT -3’ και 

antisense,       5’- TCA ATG TCGGAT GGA TGA AA -3’ 

Για τον human TLR4 : sense, 5’- GTG CTC GCG CTA CTC TCT CT -3’ και antisense,       

5’- CAC AGC CAC CAG CTT CTG TA -3’ 

 

 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ 

 

     mTLR4                                                                          Actin 

 94 C0 για 5 min                                                         94 C0 για 5 min 

 94 C0 για 40 sec                                                        94 C0 για 0,40 sec 

 53 C0 για 40 sec                                                        57C0 για 0,40 sec 

 72 C0 για  1 min                                                         72C0 για 1 min 

 72 C0 για 10 min                                                        72C0 για 10 min 

 

 

       hTLR4                                                                        b2M 

94 C0 για 2.30 min                                                    94 C0 για 2.30 min 

94 C0 για 30 sec                                                        94 C0 για 30 sec                                                       

54 C0 για 30 sec                                                        58 C0 για 30 sec 

72 C0 για  30 sec                                                       72 C0 για 30 sec 

72 C0 για  7 min                                                         72C0 για 7 min 

 

 

 

 

 55



 

2.3.4 Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πηκτή αγαρόζης 
 

Υλικά 

Αγαρόζη (Sigma, USA) 

Βρωµιούχο αιθίδιο (Sigma, USA) 

ΤΑΕ: Τris 10 nΜ, EDΤΑ 10 nΜ, οξεικό Ca 5 nΜ, NaCl10 nΜ 

∆ιάλυµα φόρτωσης 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης 

 

Μέθοδος 

Προετοιµασία της πηκτής αγαρόζης 

∆ιαλύθηκαν 2.5 g αγαρόζης σε 100 ml διαλύµατος ΤΑΕ µε θέρµανση και υπό 

συνεχή ανάδευση.  Το διάλυµα ψύχθηκε µέχρι 50-60 °C ακολούθως προστέθηκαν σ'αυτό 

5 µl βρωµιούχου αιθιδίου 10 mg/ml.  Το µείγµα τοποθετήθηκε στο εκµαγείο 

της συσκευής ηλεκτροφόρησης και αφέθηκε να πήξει. 

 

Προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρηση 

Σε κάθε δείγµα προστίθεται 4 µl Ιoading buffer.  Πρίν την τοποθέτηση των 

δειγµάτων η πηκτή τοποθετήθηκε για 5 min σε πεδίο 5 ν/cm, ακολούθησε η 

τοποθέτηση των δειγµάτων στα πηγάδια και η ηλεκτροφόρηση έλαβε χώρα σε 

3ν/cm σε 1χ διαλύµατος ΤΑΕ.  Ο υπολογισµός του µοριακού βάρους των γονιδίων 

είναι δυνατός µε τη χρήση δεικτών γνωστού µοριακού βάρους που τρέχουν 

παράλληλα µε τα δείγµατα.  Το βρωµιούχο αιθίδιο δεσµεύεται από το DΝΑ το οποίο 

 γίνεται ορατό µε συσκευή υπεριώδους φωτός. 
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2.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο (real time PCR) 
 

Συσκευή 

Σύστηµα ανίχνευσης αλληλουχίας: ABI PRISM 7000 (AB_Applied Biosystems, ΗΠΑ) 

Υλικά 

Ρυθµιστικό διάλυµα σύνθεσης cDΝΑ: 10Χ ΡCR buffer (Ι.ife Technologies, USA) 

25mM MgCl2 (GIBCO-BRL Co, MD, USA) 

Συµπληρωµατικό DΝΑ 

Πρόσθιος εκκινητής: sense oligonucleotides 

Ανάστροφος εκκινητής: antisense oligonugleotides 

Ένζυµο πολυµεράσης: Τaq DΝΑ ροlymerase, 5 u/µl (GIBCO-BRL, Co, MD, USA) 

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα (DEPC) 

Χρωστική φθορισµού: SYBR Green 

   

     

 Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, η καλύτερη µέθοδος για την 

ποσοτικοποίηση του mRNA, είναι η εκλεκτική επέκταση του DΝΑ µε ανάστροφο 

γονιδιακό ανασυνδυασµό (RT-PCR).  Παρόλα αυτά, ακόµα και αυτή η µέθοδος 

παρουσιάζει πολυπλοκότητα αφού δεν πραγµατοποιείται σε ένα στάδιο και για να 

ελεγχθεί η ποσότητα του DNA απιτείται η χρήση µεθόδων ηλεκτροφόρησης.  Μια νέα 

µέθοδος πολύ πιο απλή και αξιόπιστη είναι η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµερισµού σε 

πραγµατικό χρόνο (real time PCR), µε τη χρήση χρωστικών που φθορίζουν, και αυτό 

γιατί όλα τα επιµέρους στάδια του πολυµερισµού και της ποσοτικοποίησης, διεξάγονται 

στον θερµικό κυκλοποιητή, ενώ τα αποτελέσµατα ανιχνεύονται και µπορούν να 

ανλυθούν ανά πάσα στιγµή κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. 

 Για την ανίχνευση του DNA διπλής έλικας (dsDNA) που παράγεται κατά τη 

διάρκεια της αντίδρασης PCR, χρησιµοποιείται η χρωστική SYBR Green 1.  H SYBR 

Green δεσµεύεται µη ειδικά πάνω στο dsDNA, µε αποτέλεσµα να εκπέµπει ακτινοβολία, 

ενώ αντίθετα η µη δεσµευµένη χρωστική δεν εκπέµπει.  Κατά τη διάρκεια λοιπόν της 

επέκτασης του DNA, όλο και περισσότερη χρωστική προσδένεται µε αποτέλεσµα την 

αύξηση της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας.  
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To ABI PRISM 7000, περιέχει έναν θερµικό κυκλοποιητή 96 θέσεων.  Κατά τη 

διάρκεια της αντίδρασης PCR, φώς από λάµπα αλογόνου πέφτει πάνω στην πλάκα των 

δειγµάτων, το φώς διαπερνά τα δείγµατα και διεγείρει την προσδεδεµένη χρωστική 

(SYBR-green), µε αποτέλεσµα την εκποµπή ακτινοβολίας στην περιοχή των 500-660 

nm.  Η ακτινοβολία αυτή µεταφέραται µε ένα σύστηµα φακών και φίλτρων στην ειδική 

κάµερα, όπου και καταγράφεται.  Το software του ΑBI PRISM 7000 συγκεντρώνει τα 

σήµατα από την ακτινοβολία και τα µετρέπει µε αλγόριθµους, παρέχοντάς µας τα τελικά 

ποσοτικά αποτελέσµατα 

 

 

Μέθοδος  

Για κάθε δείγµα  απαιτούνται οι εξής αναλογίες: 

14,28 µl DEPC-treated water  

2 µl 10X PCR BUFFER 

0,4 µl MgCl2 

0,4 µl dNTP mix 

0,4 µl sense primer 

0,4 µl antisense primer 

0,12 µl Platinum Taq Polumerase 

1 µl χρωστική SYBR Green 

1 µl cDNA (από την RT-αντίδραση) 

 

Τα δείγµατα τοποθετούνται στο µηχάνηµα του real time οπότε και 

ακολουθούνται οι εξής επωάσεις για 45 κύκλους:  94 C0 για 45 sec 

                                                                     53 C0 για 45 sec 

                                                                                        72 C0 για 45 sec 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατά ήταν: 

Για την β2-µικροσφαιρίνη: sense, 5’- GTG CTC GCG CTA CTC TCT CT -3’ και 

antisense,       5’- TCA ATG TCGGAT GGA TGA AA -3’ 

Για τον human TLR4 : sense, 5’- GTG CTC GCG CTA CTC TCT CT -3’ και antisense,       

5’- CAC AGC CAC CAG CTT CTG TA -3’ 
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2.5 Μελέτες ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift 
assays, EMSA) 

 

Υλικά 

HEPES: υδροξυεθυλπιπεραζινη Ν-2 αιθανοσουλφονικό οξύ 

KCl: χλωριούχο κάλιο 

Γλυκερόλη 

NaCl; χλωριούχο νάτριο 

EDTA: αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

DTT: διθειοθρειτόλη 

Tris: τρις-υδροξυ µεθυλ αµινοµεθάνιο 

ZnSO4: θειικός ψευδάργυρος 

[γ-Ρ32]CΤΡ: σηµασµένη µε 32Ρ τριφωσφορική κυτοσίνη 

poly dI-dC: πολυδοξυ-ινοσίνη/δεοξυκιτιδίνη 

Αλληλουχία PU.1:  

Sense: GGC TTT CAC TTC CT 

Antisens: AAG GGT GAG AGG AAG TGA AAG 

Αντίσωµα PU.1 (SP-1) (T-21) (Santa Cruz Biotechnology, ΗΠΑ) 

 

 

∆ιαλύµατα 

 

∆ιάλυµα λύσης: περιέχει   0.6% NP40, 10 mM HEPES, 10 mM KCl και 0.2 mM EDTA 

 

∆ιάλυµα αποµόνωσης νουκλεοπρωτεινών: περιέχει 20 mM HEPES, 25% γλυκερόλης, 

0.4 M NaCl, 0.2 mM EDTA, 0.5mM DTT, και πλήρεις αναστολείς πρωτεινασών 

 

∆ιάλυµα σήµανσης: για την παρασκευή του διαλύµατος σήµανσης  4 mM Tris και 80 

mM NaCl διαλύονται σε νερό. Το pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 7.5 και 

προστίθενται 0.5 mM ZnSO4, 5% γλυκερόλης, 0.5% DTT, και poly(dI-dC) (0.2 mg/ml). 
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Μέθοδος 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν µέσα σε θρεπτικό υλικό DMEM που περιέχει ορρό 

(FCS 10%) για δύο µέρες.  Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αντικαταστάθηκε µε 

θρεπτικό υλικό του πειράµατος (DMEM χωρίς ορρό) για 12 ώρες και αµέσως µετά τα 

κύτταρα εκτέθηκαν στις προς µελέτη ουσίες για 45 λεπτά.  

 

2.5.1 Αποµόνωση πυρηνικών εκχυλισµάτων 
Στο τέλος των πειραµάτων τα κύτταρα συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν στις 

1500x g.  Ακολούθως τα κύτταρα λύθηκαν µέσα σε 100 µl διαλύµατος λύσης.  Οι 

πυρήνες αποµονώθηκαν µε φυγοκέντρηση στις 4000x g και στο ίζηµα προστέθηκαν 40 

µl διαλύµατος αποµόνωσης νουκλεοπρωτεϊνών.   Ακολούθησε επώαση στον πάγο για 45 

λεπτά µε ενδιάµεση έντονη ανάδευση.  Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν µε 

φυγοκέντρηση στις 14000x g για 30 λεπτά.  Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών µετρήθηκε 

µε την µέθοδο Bradford. 

 

 

2.5.2 Μελέτες σύνδεσης νουκλεοπρωτεϊνών (DNA-Protein Binding Studies)  
Ολιγονουκλεοτίδια διπλής έλικας που αντιστοιχούν στην θέση πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα PU.1 σηµάνθηκαν µε [γ-32P]CTP.  Ίση ποσότητα πυρηνικών 

εκχυλισµάτων (7 µg πρωτεΐνης) επωάστηκαν σε  διάλυµα σύνδεσης τελικού όγκου 20 µl 

το οποίο περιείχε και 2 µl ραδιοσηµασµένοθ ολιγονουκλεοτιδίου PU.1, σε θερµοκρασία 

20°C για  15 λεπτά.  Για τον ανταγωνισµό της σήµανσης χρησιµοποιήθηκε 100 φορές 

µεγαλύτερη ποσότητα µη σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων PU.1, επίσης σε ένα δείγµα 

προστέθηκε αντίσωµα PU.1, τα οποία επωάστηκαν µε το πυρηνικό εκχύλισµα για 10 

λεπτά πριν την τοποθέτηση του σηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου.  Στη συνέχεια το 

δείγµα ηλεκτροφορήθηκε σε γέλη πολυακρυλαµίδης 6% όπου διαχωρίστηκαν τα 

ολιγονουκλεοτίδια στα οποία είχε προσδεθεί ο µεταγραφικός παράγοντας (συµπλέγµατα 

DNA-πρωτεΐνης) από τα ολιγονουκλεοτίδια που παρέµειναν ελεύθερα.  Η γέλη 

τοποθετήθηκε σε χαρτί whatmann, αφυδατώθηκε υπό κενό και εκτέθηκε σε 

αυτοραδιογραφία.  
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2.6 Μέθοδος µέτρησης ολικών πρωτεϊνών από κυτταρικά εκχυλίσµατα (Bradford) 
 

Υλικά 

Μικροπλάκες 96-οπών (Costar, ΗΠΑ) 

BSA (Sigma, ΗΠΑ) 

Coomassie Brilliand Blue (Merck, Γερµανία) 

Φωτόµετρο ELISA (Anthos, Reader 2001) 

 

∆ιαλύµατα 

Πρότυπο διάλυµα αλβουµίνης ορού βοός: Η αλβουµίνη διαλύεται σε H2O σε 

συγκέντρωση 0,1 mg/ml. 

 

Μέθοδος  

 Η µέθοδος βασίζεται στην ικανότητα των πρωτεϊνών να συνδέονται µε χρωστικές 

όπως η  Coomassie Brilliand Blue.  Η Coomassie Brilliand Blue συνδέεται µε τις 

πρωτονιωµένες αµινοµάδες των υπολειµµάτων των αµινοξέων της πολυπεπτιικής 

αλυσίδας.  Η ελεύθερη µορφή της χρωστικής έχει κόκκινο χρώµα, που µετά την σύνδεση 

της µε την πρωτεΐνη, µετατρέπεται σε µπλε.  H ένταση του χρώµατος µετριέται 

φωτοµετρικά στα 595 nm.  Η διαδικασία έχει ως εξής: 

 Τα δείγµατα προετοιµάζονται όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 2.4.  Από το 

πρότυπο διάλυµα αλβουµίνης προετοιµάζονται 6 διαφορετικά διαλύµατα 

συγκεντρώσεων: 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 5 µg/ml.  Αρχικά προστίθονται 100 µl χρωστικής σε 

κάθε πηγάδι και στη συνέχεια 1 µl από κάθε δείγµα και πρότυπο δείγµα, αναδεύονται και 

µετρούνται στο φωτόµετρο.  Από τις απορροφήσεις των διαλυµάτων γνωστής 

συγκέντρωσης αλβουµίνης, κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη, απ’ όπου υπολογίζεται η 

συγκέντρωση των αγνώστων δειγµάτων.    
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2.7 Συλλογή δείγµατος και Παρασκευή κυτταρικού εκχυλίσµατος για µέτρηση 
πρωτεϊνών µε ανοσολογικό προσδιορισµό 

 

Υλικά 

SDS (Serva, Γερµανία) 

Tris (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ) 

Γλυκερόλη, HCl, Na2F, PMSF (Sigma, ΗΠΑ) 

∆ιθειοτρεϊτόλη: DTT (Sigma, ΗΠΑ) 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα λύσης:  62.5 mM Tris διαλύονται σε Η2Ο.  Ρυθµίζεται το ρΗ στο 6,8 και 

προστίθενται 2% SDS και 10% γλυκερόλης.  Το διάλυµα φυλάσσεται στους -20οC.  Πριν 

την χρήση προστίθενται 10µg/ml PMSF, 0.5mM DTT και 50mM Na2F. 

 

Μέθοδος 

 Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν µέσα σε θρεπτικό υλικό DMEM που περιέχει ορρό 

(FCS 10%) για δύο µέρες.  Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αντικαταστάθηκε µε 

θρεπτικό υλικό του πειράµατος (DMEM χωρίς ορρό) για 12 ώρες και αµέσως µετά τα 

κύτταρα εκτέθηκαν στις προς µελέτη ουσίες για 1 ώρα.  Στο τέλος των πειραµάτων τα 

κύτταρα µαζεύονται από τις φλάσκες και φυγοκεντρούνται.  Τα κύτταρα διαλύονται σε 

100 µl διαλύµατος λύσης, η λύση ολοκληρώνεται µε κατεργασία των δειγµάτων σε 

υπερήχους για 5 δευτερόλεπτα σε πάγο.  Για την αποµάκρυνση των στερεών 

υπολειµµάτων, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 12.000 στροφές για 15 λεπτά.  Τα 

δείγµατα φυλάσσονται στους -80οC. 
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2.8 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακριλαµιδίου σε συνθήκες 
αποδιάταξης 

 

Υλικά 

Ακρυλαµίδιο (Serva, Γερµανία) 

Bis acrylamide (Promega, ΗΠΑ) 

SDS (Serva, Γερµανία) 

Γλυκερόλη, Βουτανόλη (Mallinckrodt, ΗΠΑ) 

Tris (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ) 

β-µερκαπτοαιθανόλη (sigma, ΗΠΑ) 

TEMED (Serva, Γερµανία) 

Γλυκίνη (Gibco, ΗΠΑ) 

Πρωτεϊνικοί δείκτες γνωστού µοριακού βάρους (Biorad, ΗΠΑ) 

Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Hoefer, ΗΠΑ) 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου 30%: Ακρυλαµίδιο, δισ-ακρυλαµίδιο 

Ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού: 18,6 gr Tris, H2O, pH 8.8 

Ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης: 12,1 gr Tris, H2O, pH 6.8 

Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης: Tris, H2O, pH 6.8, SDS 10%, β-µερκαπτοαιθανόλη, 

γλυκερόλη, µπλε βρωµοφαινόλης 

Πήκτωµα διαχωρισµού 12%: ακρυλαµίδη, ρυθµιστικό διάλυµα διαχωρισµού, APS, 

TEMED, SDS 

Πήκτωµα επιστοίβαξης: ακρυλαµίδη, ρυθµιστικό διάλυµα επιστοίβαξης APS, TEMED, 

SDS 

∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης: Tris, H2O, pH 6.8, γλυκίνη, SDS 
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Μέθοδος 

2.8.1 Προετοιµασία πηκτής πολυακρυλαµιδίου 30% 
 Παρασκευάζεται το πήκτωµα διαχωρισµού, τοποθετείται στη συσκευή και 

αφήνεται να πήξει.  Έπειτα παρασκευάζεται το πήκτωµα επιστοίβαξης και τοποθετείται 

πάνω από το πήκτωµα διαχωρισµού.  Αφήνεται να πήξει και στη συνέχεια 

προετοιµάζονται τα δείγµατα. 

 

2.8.2 Προετοιµασία δειγµάτων 
 Ποσότητα δείγµατος, που αντιστοιχεί περίπου σε 10mg πρωτεΐνης και 

παρασκευάστηκε όπως περιγράφηκε προηγουµένως, αναµιγνύεται µε ίση ποσότητα 

ρυθµιστικού διαλύµατος µετουσίωσης και θερµαίνεται στους 100οC για 2 λεπτά.  Η 

παρουσία του ανιονικού απορρυπαντικού SDS στο ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης, σε 

συνδυασµό µε τη θέρµανση, βοηθάει στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών.  Τα 

µετουσιωµένα πολυπεπτίδια δεσµεύουν SDS και φορτίζονται αρνητικά έτσι ώστε, µε την 

εφαρµογή ηλεκτρικού ρεύµατος, οι πρωτεΐνες να κινηθούν όλες προς το θετικό πόλο.  

Έπειτα από τη θέρµανση τα δείγµατα τοποθετούνται στον πάγο για 3 λεπτά και στη 

συνέχεια φυγοκεντρούνται.  Ακολουθεί ηλεκτοφόρηση. 

 

 

2.8.3 Ανοσοαποτύπωση (Western Blotting) 
 

Υλικά 

Μεθανόλη, Tween-20 (Merck, Γερµανία) 

NaCl ( Sigma, ΗΠΑ) 

Tris (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ) 

Χαρτί Whatmann 

Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών (LKB, Bromma, ΗΠΑ) 

Πρώτα αντισώµατα: Αναπτυγµένα σε κουνέλι πολυκλωνικά αντισώµατα ενάντια στις 

φωσφορυλιωµένες µορφές των πρωτεινών p-PKC (pan), p-CREB (Cell Signaling, ΗΠΑ) 
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∆εύτερα αντισώµατα: Πολυκλωνικά αντισώµατα κατά των IgG κουνελιού (Immunotech, 

Γαλλία), συνδεδεµένα µε υπροξειδάση του ραπανιού (HRP). 

Σύστηµα ανάπτυξης χηµειοφωταύγειας για ανοσοαποτύπωση (ΝΕΝ, ΗΠΑ) 

Φιλµ εµφάνισης: Kodak 

Συσκευή εµφάνισης φιλµ Agfa 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών: διάλυµα ηλεκτροφόρησης µε µεθανόλη 

ΤΒS-T: NaCl, Tris, H2O pH 7.6, Tween-20 

∆ιάλυµα γάλακτος:  Σκόνη γάλακτος,TBS-T 

 

Μέθοδος 

∆ιαδικασία µεταφοράς 

 Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες µεταφέρονται από τις πηκτές 

πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης σε συσκευή µε εφαρµογή ρεύµατος 

0,8Α για 1,5 ώρα. 

 

2.8.4 Ανοσοαποτύπωση 
 Για την ανοσοαποτύπωση, η µεµβράνη επωάζεται για 1 ώρα σε διάλυµα 

γάλακτος µε συνεχόµενη ανακίνηση, για την κάλυψη των µη ειδικών θέσεων δέσµευσης 

των αντισώµατων.  Έπειτα οι µεµβράνες επωάζονται µε 1ο αντίσωµα κατά της πρωτεΐνης 

που µελετάµε, για ένα βράδυ, οπότε δηµιουργείται σταθερό σύµπλοκο µεταξύ της 

πρωτεΐνης και του 1ου αντισώµατος.  Έπειτα το σύµπλοκο συνδέεται µε ένα 2ο αντίσωµα, 

που είναι επιπλέον συνδεδεµένο µε το ένζυµο της υπεροξειδάσης του ραπανιού (HRP).  

Το ένζυµο καταλύει την αντίδραση οξείδωσης της λουµινόλης µε αποτέλεσµα την 

εκποµπή φωτός.  Η εκποµπή φωτός αποτυπώνεται σε ακτινογραφικό φιλµ. 
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2.9 Προετοιµασία πλασµιδίου 
 

Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε ήταν το PGL3-mTLR4E, και για την 

διεξαγωγή των πειραµάτων διαµόλυνσης ήταν απαραίτητος ο πολλαπλασιασµός του.  Για 

το σκοπό αυτό ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: αρχικά το πλασµίδιο µεταφέρθηκε 

µέσα σε βακτήρια, τα οποία και καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό LB Broth που 

περιείχε αµπικιλίνη, (το πλασµιδιό ήταν ανθεκτικό στην αµπικιλίνη, οπότε µόνο τα 

βακτήρια που περιείχαν το πλασµίδιο καταφέρνουν να επιβιώσουν.  Στη συνέχεια 

ακολουθεί λύση των βακτηρίων, αποµόνωση και καθαρισµός του βακτηρίου µε τη 

διαδικασία mini ή midi prep, αναλόγως της ποσότητας των βακτηρίων που έχουν 

καλλιεργηθεί.  Τέλος ταυτοποιείται η ύπαρξη του υποκινητή του γονιδίου mTLR4E µέσα 

στο πλασµίδιο που αποµονώθηκε µε πέψη µε ειδικά περιοριστικά ένζυµα, και ανάλυση 

του προϊόντος της πέψης σε πηκτή αγαρόζης 1%.    

 

 

2.9.1 Μετασχηµατισµός βακτηρίων (Transformation)- Καλλιέργεια βακτηρίων  
 

Υλικά 

Βακτήρια competent E. Coli 

Stock πλασµιδίου PGL3-mTLR4E: ευγενική χορηγία καθηγητή Μ. Rehli 

Tryptone (pangreatic digest of casein): Sigma Aldrich, ΗΠΑ 

Yeast extract  (Sigma Aldrich, ΗΠΑ)  

Agar (Sigma Aldrich, ΗΠΑ) 

NaCl (Sigma Aldrich, ΗΠΑ) 

Αµπικιλίνη  

Τριβλία petri 
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∆ιαλύµατα 

LB Broth : 10gr Tryptone, 5gr yeast extract, 10gr NaCl και Η2Ο µέχρι τελικού όγκου 1lt 

LB Broth-Agar: 10gr Tryptone, 5gr yeast extract, 10gr NaCl, 12gr agar και Η2Ο µέχρι 

τελικού όγκου 1lt 

 

Μέθοδος 

 Τα βακτήρια ξεπαγώνονται στον πάγο και ακολουθεί άµεση ανάµιξη 200µλ 

βακτηρίων µε 0,5µλ πλασµιδίου.  Το µίγµα επωάζεται στον πάγο για 15 λεπτά.  

Ακολουθεί shock των βακτηρίων µε θερµότητα 42οC για 1λεπτό, ώστε να ανοίξουν 

τρύπες στην βακτηριακή µεµβράνη για να µπορέσει να εισέλθει το πλασµίδιο, και 

επαναφορά στον πάγο για 5 λεπτά.  Στη συνέχεια προστίθενται 900µλ διαλύµατος LB, 

και το διάλυµα επωάζεται για 1 ώρα σε θερµοκρασία 37οC.  Τέλος 300µλ δείγµατος 

απλώνονται σε τριβλίο που περιέχει LB-αγαρ µε αµπικιλίνη και αφήνεται 16 ώρες στους 

37οC ώστε να αναπτυχθούν αποικίες από βακτήρια που περιέχουν το πλασµίδιο.  Την 

επόµενη µέρα µια µοναδική βακτηριακή αποικία επωάζεται για 16 ώρες στους 37οC, σε 

καλλιέργεια 3ml LB µε αµπικιλίνη.    

 

 

Mini prep (Απόδοση µέχρι 20µg DNA) 

 

Υλικά 

70% Αιθανόλη 

100% Αιθανόλη 

 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα εναιώρησης κυττάρων (P1): 50mM Tris-HCl (pH 8.0), 10mM EDTA 

∆ιάλυµα λύσης κυττάρων (Ρ2): 200mM NaOH, 1% SDS 

∆ιάλυµα ουδετεροποίησης (Ρ3): 3.1M οξικού καλίου (pH 5.5) 
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∆ιάλυµα ΤΕ: 10mM NaCl, 100mM Tris HCl (pH 8.5) 

 

 

Μέθοδος 

 Μεταφέρεται 1,5ml από την καλλιέργεια των 3ml και ακολουθεί φυγοκέντρηση 

για 10 λεπτά στις 12000 στροφές σε θερµοκρασία δωµατίου.  Το υπερκείµενο 

αποµακρύνεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται µε 200µλ Ρ1, ακολουθεί προσθήκη 20µλ Ρ2 

µε ανάµιξη και προσθήκη 200µλ Ρ3 µε ανάδευση και έπειτα επώαση για 5 λεπτά σε 

πάγο.  Το δείγµα φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 12000 στροφές σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  Το καθαρό υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό δοχείο, όπου και προστίθεται 

ποσότητα αιθανόλης 100% δύο φορές του όγκου του.  Το δείγµα επωάζεται για 10 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθεί 10λεπτη φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  Το ίζηµα πλένεται µε 500µλ αιθανόλης 70% και φυγοκεντρείται για 5 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου.  Το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει σε κενό και επαναδιαλύεται 

µε θέρµανση για 5 λεπτά σε  30µλ Τ.Ε.  

 

2.9.2 Πέψη πλασµιδίου 
 

Υλικά 

Ένζυµο NcoI (New Egland Biolabs) 

Ένζυµο NheI (New England Biolabs) 

BSA (100µg/ml) 

∆ιάλυµα 2 (New England Biolabs) 

 

Μέθοδος  

 Ποσότητα 5µg πλασµιδίου PGL3 πέπτεται µε τα περιοριστικά ένζυµα 1µλ NcoI 

και 1µλ ΝheI. Στο διάλυµα αυτό προστίθενται 2µλ διαλύµατος 2, 2µλ BSA και 9µλ Η2Ο.  

Η αντίδραση αφήνεται να επωαστεί στους 37οC για 1,5 ώρα.  Στη συνέχεια το προϊόν της 

πέψης αναλύεται σε πηκτή αγαρόζης 1%.  Αν διαπιστωθεί ότι όντως περιέχει την 

αλληλουχία που µας ενδιαφέρει ακολουθεί η διαδικασία του midi prep, ώστε να 
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αποµονώσουµε το πλασµίδιο µας σε µεγαλύτερη ποσότητα και να είναι ακόµα πιο 

καθαρό για να µπορεί πλέον να  χρησιµοποιηθεί για τις διαµολύνσεις. 

 

 

2.9.3 Midi Prep 
 

Υλικά 

Αµπικιλίνη 

Θρεπτικό LB Broth 

Ισοπροπανόλη 

70% αιθανόλη 

 

Η διαδικασία του midi prep γίνεται µε το ειδικό kit της Gibco BRL, το οποίο δίνει 

υψηλές ποσότητες ανάκτησης καθαρού DNA, εξαιτίας των διαλυµάτων που 

περιλαµβάνει και της ειδικής ιονοανταλλακτικής κολώνας µε ρητίνη που περιέχει.  Η 

κολώνα αυτή κατακρατεί τις αρνητικά φορτισµένες φωσφορικές οµάδες του σκελετού 

του DNA, εξαιτίας της αλληλεπίδρασης τους µε τις θετικές οµάδες της ρητίνης.  Μετά 

από προσθήκη στο δείγµα αλκαλικών διαλυµάτων και SDS, επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός 

του πλασµιδιακού από το γενοµικό DNA.  To δείγµα που περιέχει το πλασµιδιακό DNA 

φορτώνεται στην κολώνα και κάτω από τις συνθήκες του πειράµατος το DNA 

κατακρατείται στην κολώνα, ενώ άλλες ουσίες, όπως το RNA, οι πρωτεΐνες και άλλες 

ακαθαρσίες, ξεπλένονται από αυτήν, γεγονός που αποδίδει πολύ καθαρό πλασµιδιακό 

DNA, έτοιµο πια για τις διαµολύνσεις.    
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∆ιαλύµατα (όλα περιέχονται στο kit για midi prep της Gibco BRL, ΗΠΑ) 

∆ιάλυµα εναιώρησης κυττάρων (Ε1): 50mM Tris-HCl (pH 8.0), 10mM EDTA 

RNase A: (20mg σε διάλυµα εναιώρησης) 

∆ιάλυµα λύσης κυττάρων (Ε2): 200mM NaOH, 1% SDS 

∆ιάλυµα ουδετεροποίησης (Ε3): 3.1M οξικού καλίου (pH 5.5) 

∆ιάλυµα εξισορρόπησης (Ε4): 600mM NaCl, 100mM οξικό νάτριο (pH 5.0), 0.15% 

Triton 

∆ιάλυµα Πλύσης (Ε5): 800mM NaCl, 100mM οξικού νατρίου (pH 5.0) 

∆ιάλυµα εξαγωγής (Ε6): 1.25M NaCl, 100mM Tris-HCl (pH 8.5) 

∆ιάλυµα ΤΕ: 10mM NaCl, 100mM Tris HCl (pH 8.5) 

 

Μέθοδος 

 Από την καλλιέργεια των 3ml παίρνονται 50µλ και προστίθενται σε 100µλ 

θρεπτικού LB-Broth, που περιλαµβάνει 100µλ αµπικιλίνης.  Η καλλιέργεια επωάζεται 

για 16 ώρες στους 37οC σε shaker.  Την επόµενη µέρα, ακολουθείται η διαδικασία του 

midi prep, σύµφωνα µε το kit: Αρχικά 10ml Ε4 προστίθενται στην κολώνα ώστε να 

ισορροπηθεί, αφήνοντας όλο το διάλυµα να τρέξει µε την βαρύτητα χωρίς επιβάρυνση.  

Τα βακτήρια φυγοκεντρούνται στις 4000 στροφές για 15 λεπτά.  Το ίζηµα 

επαναδιαλύεται µε 4ml Ε1 (έχει προστεθεί και RNase A), ακολουθεί προσθήκη 4ml E2 

µε απαλή ανακίνηση, ώστε να γίνει η λύση των κυττάρων και επώαση για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  Στη συνέχεια το µίγµα ουδετεροποιείται µε προσθήκη 4ml Ε3 

και ανάµιξη, ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 4000 στροφές.  Το υπερκείµενο 

φορτώνεται στην κολώνα, ενώ το έκλουσµα απορρίπτεται.  Ακολουθεί πλύσιµο της 

κολώνας 2 φορές µε 10ml E5 και το έκλουσµα απορρίπτεται.  Στη συνέχεια γίνεται η 

έκλουση του πλασµιδιακού DNA από την κολώνα, µε προσθήκη 5ml E6.  Με την 

προσθήκη 3,5ml ισοπροπανόλης στο έκλουσµα και φυγοκέντρηση στις 4000 στροφές για 

30 λεπτά στους 4οC, επιτυγχάνεται η κατακρήµνιση του DNA.  Όλο το υπερκείµενο 

απορρίπτεται και το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει µε τον αέρα για 10 λεπτά.  Τέλος το 

ίζηµα επαναδιαλύεται σε 200µλ ΤΕ, ενώ τυχόν αδιάλυτα υπολείµµατα αποµακρύνονται 

µε µια φυγοκέντρηση. 
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2.10 ∆ιαµόλυνση κυττάρων (Transfections) 
 

Υλικά 

Κυτταρική σειρά: RAW 264.7 

Πλασµίδιο: PGL3-mTLR4E, ευγενική χορηγία του καθηγητή Μ. Rehli 

Θρεπτικό υλικό: DMEM 10% FCS 

∆ιάλυµα electroporation: Eppendorf Hypoosmolar Electroporation Buffer  

Κυψελίδες: Εppendorf, 4mm πλάτος, 800µλ όγκος  

Όργανο για electroporation: Εppendorf 

 

 

 

Μέθοδος  

 Ποσότητα  κυττάρων διαλύεται σε υπο-οσµωτικό διάλυµα Electroporation, µε 

τελική συγκέντρωση 5x106κυτταρα/ml.  Προστίθεται ποσότητα πλασµιδίου 25µg/ml και 

το µίγµα αναµιγνύεται.  Στη συνέχεια 800µλ διαλύµατος µεταφέρονται στις ειδικές 

κυψελίδες και ακολουθεί electroporation στα 570V µε 4 παλµούς.  Τα κύτταρα 

αφήνονται να ηρεµήσουν µέσα στις κυψελίδες για 5 λεπτά και στη συνέχεια 

µεταφέρονται σε πιάτα για καλλιέργειες µε 5ml θρεπτικού υλικού DMEM, αφήνονται να 

ηρεµήσουν για 4 ώρες και στη συνέχεια τα κύτταρα εκτίθενται στις προ µελέτη ουσίες 

για 16 ώρες.   

 

 

2.11 Μέτρηση ενεργότητας λουσιφεράσης 
  

 Η λουσιφεράση πυγολαµπίδας είναι µια πρωτεΐνη 62 KDa, και είναι ενεργή σαν 

µονοµερές.  Είναι ένα από τα πιο δηµοφιλή µόρια αναφοράς στην µοριακή βιολογία και 

βιοχηµεία και χρησιµοποιείται για τον έλεγχο της δραστικότητας των προαγωγέων.  

Είναι δηλαδή ένα αξιόπιστο αναφορικό γονίδιο που  περιέχεται στους περισσότερους  

ξενιστές έκφρασης (vectors).  Η κύρια χρήση της λουσιφεράσης είναι ο χαρακτηρισµός 

της γονιδιακής ρύθµισης –κυρίως ο µεταγραφικός έλεγχος- ο οποίος επιτυγχάνεται µε τη 
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συσχέτιση των µεταβολών της δραστικότητας της λουσιφεράσης µε την ρύθµιση του 

προαγωγέα.  Πιο αναλυτικά: κάτω από ιδανικές συνθήκες το µέγιστο φως που 

εκπέµπεται από µια αντίδραση είναι ανάλογο µε την ποσότητα του λειτουργικού ενζύµου 

λουσιφεράσης.  Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την άµεση συσχέτιση της ποσότητας του 

εκπεµπόµενου φωτός από το δείγµα, µε το ποσοστό µεταγραφής του γονιδίου που 

µελετάται κάθε φορά.  Ουσιαστικά, η λουσιφεράση καταλύει την οξειδωτική 

καρβοξυλίωση της λουσιφερίνης, µια αντίδραση που εκπέµπει φως στα 562nm (125).  

 Η µέτρηση της ενεργότητας της  λουσιφεράσης στο εργαστήριο έγινε µε την 

χρήση του ειδικού kit της BD Biosciences.  Με την λύση των διαµολυσµένων κυττάρων 

(µε το πλασµίδιο PGL3-mTLR4E), ελευθερώνεται η λουσιφεράση.  Στη συνέχεια στα 

δείγµατα αυτά προστίθεται το υπόστρωµα Α, που είναι ένα ειδικό διάλυµα µε ATP, Mg+2 

και συνένζυµο Α (CoA) και αµέσως µετά το υπόστρωµα Β το οποίο περιέχει την 

λουσιφερίνη.  Όταν προστίθεται η λουσιφερίνη σε κάποιο δείγµα που περιέχει 

λουσιφεράση, υπάρχει άµεση εκποµπή φωτός που φτάνει στο µέγιστο και µετά 

µειώνεται.  Αυτή η γρήγορη µείωση προκαλείται από το προϊόν αυτής της αντίδρασης, 

την οξυλουσιφερίνη, η οποία αναστέλλει την δραστικότητα της λουσιφεράσης.  Για να 

υπάρχει λοιπόν συνεχής εκποµπή φωτός χρησιµοποιείται το CoA, το οποίο αποµακρύνει 

την οξυλουσιφερίνη (126)  

 

Υλικά 

Kit µέτρησης ενεργότητας λουσιφεράσης (BD biosciences clontech, ΗΠΑ) 

PBS (phosphate buffered saline) pH 7.4 χωρίς Mg+2 και Ca+2 

Φυγόκεντρος 

Λουµινόµετρο 

 

 

Μέθοδος  

 Απορρίπτεται το θρεπτικό υλικό από τα κύτταρα, στα οποία έγινε διαµόλυνση την 

προηγούµενη µέρα.  Ακολουθεί πλύσιµο των κυττάρων µε PBS για 2 φορές και έπειτα 

προσθήκη 200µλ διαλύµατος για λύση των κυττάρων (περιλαµβάνεται στο kit) µε 

ανάδευση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  Κατόπιν τα κύτταρα αποκολλώνται 
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µε ξύσιµο και φυγοκεντρούνται για 1 λεπτό στις 14000 στροφές σε θερµοκρασία 

δωµατίου, ώστε να αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα.  Στη συνέχεια µεταφέρονται 

100µλ υπερκειµένου σε ειδικό δοχείο, όπου και προστίθενται κατευθείαν 100µλ 

υποστρώµατος Α και 100µλ υποστρώµατος Β (περιέχονται στο kit).  Τα δείγµατα 

τοποθετούνται στην ειδική θέση του φθοριοµέτρου και µετράται η εκποµπή του φωτός 

που αντιστοιχεί στην ενεργότητα της λουσιφεράσης. 

 

2.12 Κυτταροµετρία ροής (FACS) 
 

Υλικά:  

Κυτταρική σειρά THP-1 

Αντίσωµα hTLR4, προσδεµένο σε χρωστική PE (BD-pharmigen) 

Αντίσωµα IgG1, προσδεµένο σε χρωστική PE (BD-pharmigen) 

HAG (BD-pharmigen) 

∆ιαλύµατα  

∆ιάλυµα πλύσεων: PBS, FBS, Azide 

∆ιάλυµα επαναδιάλυσης κυττάρων: PFA 2% 

 

 

 

Μεθοδος 

 Απαιτούνται 700000 ανθρώπινα µονοκύτταρα ΤΗΡ-1 για κάθε επίδραση που 

µελετάται.  Τα κύτταρα αφήνονται να ηρεµήσουν για 2 ώρες και στη συνέχεια γίνονται 

οι διάφορες επιδράσεις των προ µελέτη ουσιών για 16 ώρες.  Την επόµενη µέρα τα 

κύτταρα µαζεύονται και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 1800 στροφές.  Το 

ίζηµα ξεπλένεται µε PBS+FBS+Azide και ακολουθεί επαναδιάλυση του σε 40µλ HAG 

και 10λεπτη επώαση στο ψυγείο.  Στη συνέχεια προστίθενται 20µλ TLR4-PE και σε ένα 

δείγµα IgG1-PE σαν control, ακολουθεί 20λεπτη επώαση στο ψυγείο.  Ση συνέχεια 

προστίθεται διάλυµα PBS και φυγοκέντρηση.  Τέλος το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 500µλ 

PFA 2% και τα δείγµατα µετρώνται στον κυτταροµετρητή ροής.   
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΤΗΣ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ CRH ΣΤΗΝ 
ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΥΠΟ∆ΟΧΕΑ TLR4  

 

 

 

  Η εκλυτική ορµόνη της κορτικοτροπίνης (CRH), έχει δειχθεί ότι κατέχει 

προφλεγµονώδεις ιδιότητες, όταν εκκρίνεται σε περιφερικούς ιστούς.  Μελέτες που 

έχουν γίνει κατά το παρελθόν στο εργαστήριο µας δείχνουν ότι τα νευροπεπτίδια της 

οικογένειας CRH αυξάνουν την LPS-επαγώµενη έκφραση κυτοκινών, οδηγώντας 

συνεπώς στην ενεργοποίηση των µακροφάγων.  Η ρύθµιση της ενεργοποίησης των 

µακροφάγων µπορεί να γίνει άµεσα, ενεργοποιώντας µεταγραφικά µονοπάτια που 

µετέχουν στη µεταγραφή κυτταροκινών, ή έµµεσα επάγοντας την έκφραση του υποδοχέα 

TLR4, που προκαλεί υπερευαισθησία των µακροφάγων στο LPS.  Το LPS µεσολαβεί τις 

προφλεγµονώδεις δράσεις του µεταδίδοντας το σήµα του µέσω του υποδοχέα TLR4.  

Κατά τη φλεγµονή τα επίπεδα της έκφρασης του TLR4 είναι πολύ αυξηµένα.  Σκοπός 

λοιπόν της συγκεκριµένης εργασίας ήταν ο προσδιορισµός του ρόλου της CRH και των 

σχετιζόµενων µε αυτή νευροπεπτιδίων, UCN1 και UCN2, στην έκφραση του υποδοχέα 

TLR4 σε µακροφάγα κύτταρα.    

 

 

 

3.1.1 Η CRH και τα συγγενή µε αυτήν πεπτίδια UCN1 και UCN2, επάγουν την 
έκφραση του mRNA του υποδοχέα TLR4, στην κυτταρική σειρά RAW264.7 

  

  

 Για να µελετήσουµε το αποτέλεσµα της επίδρασης της CRH και των συγγενών 

νευροπεπτιδίων, UCN1 και UCN2 στην έκφραση του TLR4 στα µακροφάγα, και 

δεδοµένου ότι ο TLR4 ρυθµίζεται σε µεταγραφικό επίπεδο, µετρήσαµε το επίπεδο 

mRNA του TLR4 πριν και µετά την επίδραση των νευροπεπτιδίων µε RT PCR.  Για το 

σκοπό αυτό καλλιεργήσαµε κύτταρα Raw 264.7 (κυτταρική σειρά µακροφάγων 

ποντικού) σε θρεπτικό υλικό που περιείχε ορρό.    Οι συγκεντρώσεις των νευροπεπτιδίων 

που χρησιµοποιήθηκαν ήταν εκείνες στις οποίες έχει δειχτεί ότι έχουν την µεγαλύτερη 

 75



 

δράση.  Άλλωστε πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί στη µελέτη της αύξησης της 

έκκρισης προφλεγµονώδων κυτταροκινών, έχουν δείξει ότι σε αυτή την συγκέντρωση 

παρατηρείται η µέγιστη αύξηση (127).  Αποµονώθηκε το RNA των κυττάρων και η 

έκφραση του TLR4 µετρήθηκε µε ηµι-ποσοτική RT-PCR. 

 Η χρονική επίδραση που επιλέχθηκε ήταν 18 ώρες.  Η επιλογή της χρονικής ώρας 

έγινε µε βάση πειράµατα µε επιδράσεις των νευροπεπτιδίων σε διάφορες χρονικές 

στιγµές, όπως φαίνεται στο διάγραµµα 1 που ακολουθεί, ως γνωστόν το LPS αρχίζει να 

επιδρά στην έκφραση του TLR4 από τις 2 ώρες.  Οι επιδράσεις ξεκίνησαν από τις 2 ώρες 

και µελετήθηκαν ακόµα στις 4, 6, 12 και 24 ώρες.  Όπως φαίνεται και για τα τρία 

νευροπεπτίδια παρατηρείται σταδιακή αύξηση της επίδρασης τους σε σχέση µε το 

control, η οποία κορυφώνεται στις 12 µε 24 ώρες.  Η χρονική στιγµή που τελικά επελέγη 

ήταν ανάµεσα στις 12 µε 24 ώρες και επιλέξαµε λοιπόν τις 18 ώρες. 
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∆ιάγραµµα 1.  Επιδράσεις νευροπεπτιδίων σε διάφορες χρονικές στιγµές ώστε να 

επιλεγεί η καταλληλότερη.  Όπως διακρίνουµε η µεγαλύτερη επίδραση 

πραγµατοποιήθηκε µετά τις 12 και έως τις 24 ώρες. 
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Τα κύτταρα διεγέρθηκαν µε τα νευροπεπτίδια CRH, UCN1 και UCN2 σε  

συγκέντρωση 10-9Μ για 18 ώρες και µε LPS σε συγκέντρωση 10µg/ml.  Η αντίδραση της 

PCR τερµατίστηκε στους 35 κύκλους, όπου η ενίσχυση βρισκόταν στην εκθετική φάση, 

όπως αυτό καθορίστηκε από την καµπύλη ενίσχυσης για κάθε ζεύγος  προαγωγέων.  

Όπως φαίνεται στην εικόνα 2, και τα τρία νευροπεπτίδια επάγουν την έκφραση του 

ΤLR4, ενώ αντίθετα το LPS µειώνει τα επίπεδα του TLR4.  Τα αποτελέσµατα που 

δείχνονται είναι αντιπροσωπευτικά πολλών παρόµοιων πειραµάτων. 
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Εικόνα 2.  Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCN2, επάγουν την έκφραση του 

TLR4 στα κύτταρα Raw264.7.   Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων 

της RT-PCR για τον TLR4.  Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε επίδραση µε UCN, UCNII, CRH 

και LPS.  Όπως φαίνεται τα νευροπεπτίδια επάγουν την έκφραση του TLR4, ενώ 

αντίθετα το LPS την µειώνει. 

 

 

 Ακολούθως έγινε φωτοµετρική ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR µε το 

πρόγραµµα TINA SCAN και αναγωγή των τιµών µε βάση την έκφραση της ακτίνης σε 

κάθε δείγµα.  Όπως φαίνεται στο σχήµα 3, µετά από επίδραση των κυττάρων µε UCN 

αυξήθηκε ο TLR4 σε 190,02, σχεδόν διπλάσια αύξηση.  Με επίδραση µε UCNII 
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παρατηρείται σηµαντική αύξηση του TLR4 σε 146,6 σε σχέση µε το control.  Επίσης 

πολύ σηµαντική αύξηση σε 187,09% σε σχέση µε το control παρατηρείται και µε την 

επίδραση του CRH.  Αντίθετα το επίπεδο του TLR4 µειώνεται σε 75,4 % σε σχέση µε το 

control.   Συµπερασµατικά λοιπόν σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µας παρουσιάζεται 

σηµαντική αύξηση του επιπέδου του TLR4 µε την επίδραση των νευροπεπτιδίων, 

ενώ το LPS µειώνει αισθητά τα επίπεδά του υποδοχέα.  
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Σχήµα  3.  Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCNII επάγουν την έκφραση του 

TLR4 στα κύτταρα Raw264.7.   Φωτοµετρική ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR 

για τον TLR4 και αναγωγή των τιµών µε βάση την τιµή της ακτίνης σε κάθε δείγµα.  Τα 

νευροπεπτίδια επάγουν σηµαντικά την έκφραση του TLR4, ενώ το LPS την µειώνει. 

 

 

 Για να επιβεβαιώσουµε την παρατήρηση αυτή, επαναλάβαµε τα πειράµατα, 

µετρώντας τα επίπεδα του mRNA του TLR4 µε τη µέθοδο της  ποσοτικής  Real-time 

PCR, χρησιµοποιώντας την χρωστική SYBR Green.  Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε 

στους 45 κύκλους.  ∆εν υπήρχαν παραπροϊόντα στην αντίδραση, γεγονός που 

πιστοποιήθηκε µε την καµπύλη αποδιάταξης στο τέλος της αντίδρασης (Εικόνα 4), 

καθώς και µε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης.  Η ικανότητα 

ενίσχυσης των προϊόντων του TLR4 ήταν ίδια µε αυτή των προϊόντων της ακτίνης, 

γεγονός που µας επέτρεψε να χρησιµοποιήσουµε τον τύπο:  

αύξηση προϊόντος = 2(∆Ctδείγµα-∆Ctcontrol) 
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Εικόνα 4.  Καµπύλη αποδιάταξης για τον TLR4 (πάνω) και την ακτίνη (κάτω).  

Παρατηρείται µια κορυφή µόνο στην καµπύλη, γεγονός που αποκλείει την ύπαρξη 

παραπροϊόντων. 
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Εικόνα 5.  Τα νευροπεπτίδια CRH και UCNII επάγουν την έκφραση του TLR4, ενώ 

το LPS την µειώνει.  ∆ιάγραµµα από real-time PCR και αντίστοιχος φωτοµετρικός 

προσδιορισµός της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην έκφραση του TLR4 

 

 

 Όπως διακρίνουµε στην εικόνα 5 τα νευροπεπτίδια επάγουν την έκφραση του 

TLR4 ενώ το LPS την µειώνει αισθητά.  Πιο συγκεκριµένα µε επίδραση UCN 

σηµειώνεται αύξηση 2,23 0,082 φορές σε σχέση µε το control.  Επίδραση µε CRH ±
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αυξάνει 3,22±  0,22.  Με επίδραση UCNII έχουµε αύξηση στο 2,54± 0,025 σε σχέση µε 

το control, ενώ µε επίδραση LPS έχουµε µείωση στο 0,75± 0,1. 

 

 

 

 

3.1.2 Η Επαγωγή της έκφρασης του TLR4 από τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και 
UCNII γίνεται στο επίπεδο του προαγωγέα. 

 

 

 Είναι γνωστό ότι ορισµένες φορές η πολυ-αδενυλική ουρά του mRNA 

σταθεροποιείται και έτσι δεν είναι δυνατή η αποδιάταξη, µε τελικό αποτέλεσµα την 

αλλαγή σταθερότητας του mRNA.  Για να διαπιστώσουµε λοιπόν ότι οι αλλαγές στα 

επίπεδα έκφρασης του TLR4 που βλέπαµε µε την RT-PCR ήταν πραγµατικές και κυρίως 

για να διερευνήσουµε το αν η επίδραση των νευροπεπτιδίων στην έκφραση του TLR4 

συνέβαινε στο µεταγραφικό επίπεδο, πραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση (transfection) 

κυττάρων Raw264.7 µε ειδικό πλασµίδιο που περιείχε τον ελάχιστο προαγωγέα του 

ΤLR4 ποντικού (mTLR4E 550bp) συνδεδεµένο µε το γονίδιο της λουσιφεράσης (Εικόνα 

6) και επίδραση των κυττάρων µε CRH, UCN και UCN2 10-9M για 18 ώρες.  Στην 

συνέχεια πραγµατοποιήθηκε λύση των κυττάρων και αποµόνωση των πρωτεϊνών.  Η 

ενεργότητα λουσιφεράσης µετρήθηκε στο κυτταρικό εκχύλισµα. 
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Εικόνα 6. Σχηµατική αναπαράσταση του πλασµιδίου µε το οποίο 

πραγµατοποιήθηκαν οι διαµολύνσεις.  Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε για τις 

διαµολύνσεις των RAW264.7, ήταν το pGL3-mTLR4E που περιέχει το γονίδιο 

λουσιφεράσης και τον ελάχιστο προαγωγέα mTLR4E.   Το µέγεθος του πλασµιδίου είναι 

5432bp, ενώ του προαγωγέα 550bp. 

 Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε ήταν ευγενική χορηγία του καθηγητή 

Michael Rehli.  Για να διαπιστωθεί η ύπαρξη του προαγωγέα που µας ενδιέφερε µέσα 

στο πλασµίδιο αυτό, πραγµατοποιήθηκε διπλή πέψη µε τα ένζυµα NheI και NcoI 

(κόβουν στις 21 και 577 βάσεις) (Εικόνα 6), γεγονός που είχε ως αποτέλεσµα την 

εξαγωγή του προαγωγέα από το πλασµίδιο.  Το προϊόν της πέψης φαίνεται στην εικόνα 

7.  Η κάτω ζώνη είναι ο ζητούµενος προαγωγέας, ενώ η πάνω είναι το υπόλοιπο κοµµάτι 

του πλασµιδίου. 
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Εικόνα 7.  Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης της διπλής πέψης του πλασµιδίου.  

Αριστερά φαίνεται το κοµµένο πλασµίδιο, ενώ δεξιά το άκοπο. 
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 Τα αποτελέσµατα της ενεργότητας λουσιφεράσης παρουσιάζονται στον πίνακα 8.  

Όπως παρατηρείται τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι και τα τρία νευροπεπτίδια προκαλούν 

δραµατική αύξηση του προαγωγέα του TLR4, γεγονός που αποδεικνύει ότι η επίδραση 

τους γίνεται σε µεταγραφικό επίπεδο. 
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Πίνακας 8.  Τα νευροπεπτίδια UCN, UCN2, CRH επάγουν θεαµατικά την έκφραση 

του προαγωγέα του TLR4.  Πίνακας που δείχνει την ενεργότητα σε µονάδες 

λουσιφεράσης για κάθε επίδραση χωριστά.  Όπου ΝP (No plasmid), πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα από κύτταρα που δεν είχαν διαµολυνθεί µε το πλασµίδιο 

 

 

 Κάθε µπάρα στο γράφηµα αντιπροσωπεύει το µέσο όρο από τρεις επιµέρους 

διαµολύνσεις που έγιναν παράλληλα.  Ο προσδιορισµός του σφάλµατος (µέση 

απόκλιση), ήταν απαραίτητος για την αξιολόγηση και αξιοπιστία των αποτελεσµάτων 

 

 Πιο συγκεκριµένα όταν τα κύτταρα που είχαν διαµολυνθεί επωάστηκαν µε UCN 

10-9Μ για 18 ώρες, η ενεργότητα της λουσιφεράσης αυξήθηκε σηµαντικά 18,35± 2,6 

µονάδες σε σχέση µε τα κύτταρα που επωάστηκαν σε συνθήκες απουσίας επίδρασης 

(control) που ήταν 3,43± 0,45 µονάδες.  Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε UCN2 10-9Μ 

για 18 ώρες, η ενεργότητα της λουσιφεράσης αυξήθηκε στατιστικώς σηµαντικά 
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19,185± 0,875 σε σχέση µε τα κύτταρα που επωάστηκαν σε συνθήκες απουσίας 

επίδρασης (control).  Τέλος όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε UCN2 10-9Μ για 18 ώρες, 

η ενεργότητα της λουσιφεράσης αυξήθηκε εξίσου πολύ 19,345 ± 1,515 σε σχέση µε τα 

κύτταρα που επωάστηκαν σε συνθήκες απουσίας επίδρασης (control).  Συµπερασµατικά 

λοιπόν τα νευροπεπτίδια CRH, UCN, UCN2  αυξάνουν θεαµατικά την έκφραση του 

TLR4 σε µεταγραφικό επίπεδο. 

 

 

 

 

3.1.3 Η LPS-επαγώµενη µείωση της έκφρασης του TLR4 αναστέλλεται από την 
παρουσία  CRH ή UCN ή UCN2 

 

 

 Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι το LPS έχει µια αρνητική επίδραση στα 

επίπεδα έκφρασης του TLR4 ποντικού, για αυτό και εµείς θέλαµε να διαπιστώσουµε αν 

τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCN2 έχουν κάποιο αντίκτυπο στην επίδραση του LPS 

στην έκφραση του ΤLR4.  

 Για το σκοπό αυτό κύτταρα RAW264.7 διαµολύνθηκαν µε τον ελάχιστο 

προαγωγέα mTLR4E και στη συνέχεια επεξεργάστηκαν µε LPS 10µg/ml παρουσία ή 

απουσία των CRH, UCN και UCN2 (10-9M) για 18 ώρες όπως περιγράφηκε και στην 

προηγούµενη παράγραφο.  Τα αποτελέσµατα της ενεργότητας λουσιφεράσης φαίνονται 

στον πίνακα 9 που ακολουθεί.  Κάθε µπάρα στο γράφηµα αντιπροσωπεύει το µέσο όρο 

από τρεις επιµέρους διαµολύνσεις που έγιναν παράλληλα.  Ο προσδιορισµός του 

σφάλµατος (error bars), ήταν απαραίτητος για την αξιολόγηση και αξιοπιστία των 

αποτελεσµάτων. 
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Πίνακας 9.   Τα νευροπεπτίδια UCN, UCN2, CRH αναστέλουν µερικώς την LPS-

επαγώµενη µείωση της έκφρασης του TLR4.  Πίνακας που δείχνει την ενεργότητα σε 

µονάδες λουσιφεράσης για κάθε επίδραση χωριστά.  Όπου ΝP (No plasmid), πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα από κύτταρα που δεν είχαν διαµολυνθεί µε το πλασµίδιο 

 

Συνολικά παρατηρούµε ότι µε επίδραση των νευροπεπτιδίων υπάρχει µερική 

αναστολή του αρνητικού αποτελέσµατος του LPS.  Πιο αναλυτικά θα λέγαµε ότι µε 

επίδραση LPS παρατηρείται σηµαντική µείωση της ενεργότητας λουσιφεράσης 

7,61± 0,29 µονάδες σε σχέση µε τα κύτταρα που επωάστηκαν σε συνθήκες απουσίας 

επίδρασης (control) που ήταν 3,43± 0,45 µονάδες.  Όταν επιδρούµε LPS παρουσία UCN 

παρατηρείται µερική αύξηση των µονάδων λουσιφεράσης  9,785± 0,285 σε σχέση µε τα 

κύτταρα που επωάστηκαν µε LPS µόνο.  Επίδραση LPS παρουσία UCN2 έχει ως 

αποτέλεσµα την αύξηση των µονάδων λουσιφεράσης 10,12± 0,82 σε σχέση µε τα 

κύτταρα που επωάστηκαν µε LPS µόνο.  Τέλος µε επίδραση των κυττάρων µε LPS 

παρουσία CRH παρατηρείται και πάλι αύξηση των µονάδων λουσιφεράσης 12,26± 1,46.  

Συµπερασµατικά λοιπόν όταν επιδρούµε νευροπεπτίδια παρουσία LPS 

παρατηρείται αναστολή της δράσης του LPS, δηλαδή αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης του TLR4 σε σχέση µε τα κύτταρα που επωάζονται µόνο µε LPS. 
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 To αποτέλεσµα αυτό επιβεβαιώθηκε µε ηµιποσοτική RT-PCR.  Για το σκοπό 

αυτό καλλιεργήσαµε κύτταρα Raw 264.7 σε θρεπτικό υλικό που περιείχε ορρό.  Τα 

κύτταρα διεγέρθηκαν µε LPS 10µg/ml παρουσία ή απουσία των νευροπεπτιδίων CRH, 

UCN1 και UCN2 σε  συγκέντρωση 10-9Μ για 18 ώρες.  Αποµονώθηκε το RNA και η 

έκφραση του TLR4 µετρήθηκε µε ηµι-ποσοτική RT-PCR. 

 Η αντίδραση της PCR τερµατίστηκε στους 35 κύκλους, όπου η ενίσχυση 

βρισκόταν στην εκθετική φάση, όπως αυτό καθορίστηκε από την καµπύλη ενίσχυσης για 

κάθε ζεύγος  προαγωγέων.  Όπως φαίνεται στην εικόνα 10 το LPS µειώνει τα επίπεδα 

του TLR4, ενώ µε την παρουσία των νευροπεπτιδίων η επίδραση αυτή αναστέλλεται. 
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Εικόνα 10. Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCN2 αναστέλουν την LPS-

επαγώµενη µείωση του TLR4.  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων 

της RT-PCR για τον TLR4.  Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε επίδραση µε LPS παρουσία ή 

απουσία των UCN, UCN2, CRH.  Το αποτέλεσµα ήταν η αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης του TLR4 παρουσία LPS σε συνδυασµό µε τα νευροπεπτίδια σε αντιδιαστολή 

µε την επίδραση του LPS από µόνο του. 

 

 

 Ακολούθως έγινε φωτοµετρική ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR µε το 

πρόγραµµα TINA SCAN και αναγωγή των τιµών µε βάση την έκφραση της ακτίνης σε 

κάθε δείγµα.  Όπως φαίνεται στο σχήµα 11, µετά από επίδραση των κυττάρων µε LPS 

µειώθηκε ο TLR4 σε 75,4% σε σχέση µε το control, µε επίδραση LPS παρουσία UCN 
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παρατηρήθηκε θεαµατική αύξηση του TLR4 286,32% σε σχέση µε τα επίπεδα του LPS.  

Με επίδραση LPS παρουσία UCNII παρατηρείται σηµαντική αύξηση του TLR4 σε 

193,02% σε σχέση µε το LPS.  Επίσης πολύ σηµαντική αύξηση 168,63% σε σχέση µε το 

LPS, παρατηρείται και µε την επίδραση του CRH σε συνδυασµό µε το LPS.   

Συµπερασµατικά λοιπόν σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µας παρουσιάζεται 

σηµαντική αύξηση του επιπέδου του TLR4 µε την επίδραση των νευροπεπτιδίων σε 

συνδυασµό µε το LPS, ενώ αντίθετα όταν επιδρούµε σκέτο LPS παρατηρείται 

µείωση. 
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Σχήµα  11.  Επίδραση των νευροπεπτιδίων παρουσία LPS προκαλεί  αναστολή της 

δράσης του LPS, δηλαδή αύξηση των επιπέδων έκφρασης του TLR4 σε σχέση µε τα 

κύτταρα που επωάζονται µόνο µε LPS.  Φωτοµετρική ανάλυση των προϊόντων της RT-

PCR για τον TLR4 και αναγωγή των τιµών µε βάση την τιµή της ακτίνης σε κάθε δείγµα.  

Τα νευροπεπτίδια επάγουν σηµαντικά την έκφραση του TLR4 όταν συνδυάζονται µε 

LPS, ενώ το LPS την µειώνει. 

 

 

 

 Για να επιβεβαιώσουµε την παρατήρηση αυτή, επαναλάβαµε τα πειράµατα, 

µετρώντας τα επίπεδα του mRNA του TLR4 µε τη µέθοδο της  ποσοτικής  Real-time 

PCR, χρησιµοποιώντας την χρωστική SYBR Green.  Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε 
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στους 45 κύκλους.  ∆εν υπήρχαν παραπροϊόντα στην αντίδραση, γεγονός που 

πιστοποιήθηκε µε την καµπύλη αποδιάταξης στο τέλος της αντίδρασης, καθώς και µε 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης.  Η ικανότητα ενίσχυσης των 

προϊόντων του TLR4 ήταν ίδια µε αυτή των προϊόντων της ακτίνης, γεγονός που µας 

επέτρεψε να χρησιµοποιήσουµε τον τύπο   αύξηση προϊόντος = 2(∆Ctδείγµα-∆Ctcontrol). 
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Εικόνα 12.  Τα νευροπεπτίδια CRH και UCNII σε συνδυασµό µε το LPS 

αναστέλλουν  την δράση του LPS στην έκφραση του TLR4.  ∆ιάγραµµα από real-time 

PCR και αντίστοιχος φωτοµετρικός προσδιορισµός της επίδρασης των νευροπεπτιδίων 

στην έκφραση του TLR4 

 

 Όπως διακρίνουµε και στην εικόνα 12, τα νευροπεπτίδια όταν συνδυάζονται µε 

το LPS αναστέλλουν την αρνητική επίδραση του LPS στην έκφραση του TLR4.  Πιο 

συγκεκριµένα το CRH σε συνδυασµό µε το LPS αναστέλλει στο -0,02 0,78.  Με LPS 

σε συνδυασµό µε UCNII προκαλείται αναστολή στο 3,425

±

± 0,46.  Ενώ µε σκέτη 

επίδραση LPS έχουµε µείωση στο -3,51± 0,75. 
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3.1.4 Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCN2, επάγουν την έκφραση του υποδοχέα 
TLR4 µέσω του υποδοχέα CRHR2. 

 

  

 Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή τα νευροπεπτίδια CRH και UCN1 

µεταδίδουν το σήµα τους µέσω και των δύο υποδοχέων CRHR2 και CRHR1, ενώ 

αντίθετα η UCN2 σηµατοδοτεί αποκλειστικά µέσω του υποδοχέα CRHR2.  Έτσι λοιπόν 

θέλαµε να διερευνήσουµε τι θα συνέβαινε στην έκφραση του TLR4 αν µπλοκάραµε τον 

υποδοχέα στον οποίο προσδένονται και τα τρία νευροπεπτίδια.  Για τον σκοπό αυτό 

κύτταρα RAW264.7 διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο pGL3-mTLR4E και στη συνέχεια 

επωάστηκαν για 18 ώρες µε UCN, UCN2 και CRH (10-9M) παρουσία ή απουσία του 

αναστολέα του υποδοχέα CRHR2, anti-sauvagine30 (10-6M) χορηγείται στα κύτταρα 1 

ώρα πριν τα νευροπεπτίδια).  Το κυτταρικό εκχύλισµα µετρήθηκε για ενεργότητα 

λουσιφεράσης.  Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 13. 
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Πίνακας 13.  Η anti-sauvagine30 αναστέλλει την δράση των νευροπεπτιδίων UCN, 

UCNII και CRH.  Πίνακας που δείχνει την ενεργότητα σε µονάδες λουσιφεράσης για 

κάθε επίδραση χωριστά.  Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα του πίνακα τα 

νευροπεπτίδια αυξάνουν την έκφραση του TLR4, ενώ το LPS την µειώνει όπως είχαµε 

διαπιστώσει και σε προηγούµενη ενότητα.  Αντίθετα επίδραση των νευροπεπτιδίων 

παρουσία anti-sauvagine30 προκαλεί  αναστολή της δράσης τουs, δηλαδή µείωση των 

 89



 

επιπέδων έκφρασης του TLR4 σε σχέση µε τα κύτταρα που επωάζονται µόνο µε 

νευροπεπτίδια. 

 

 

 

Όπως γίνεται αντιληπτό η επίδραση των κυττάρων µε anti-sauvagine30 οδηγεί 

στο µπλοκάρισµα της επαγώµενης από UCN, UCN2 και CRH ενεργοποίησης του 

προαγωγέα TLR4.  Πιο συγκεκριµένα παρουσία UCN τα επίπεδα αυξάνονται σε 1,691±  

0,041 µονάδες σε σχέση µε το control που ήταν 1,13± 0,018, ενώ αντίθετα παρουσία 

anti-sauvagine η δράση της UCN µειώνεται σηµαντικά σε 0,613± 0,035 σε σχέση µε το 

control.   Επίδραση µε UCN2 παρατηρούµε αύξηση σε 1,49 0,011, η οποία 

αναστέλλεται παρουσία anti-sauvagine σε 0,6745

±

± 0,112.  Παρουσία CRH έχουµε 

αύξηση 2,045 0,382, η οποία αναστέλλεται από την anti-sauvagine σε 1,007± 0,079.  

Το LPS µειώνει τα επίπεδα σε 0,464.  Ενώ τέλος η anti-sauvagine από µόνη της µειώνει 

σε 0,757 0,332. 

±

±

 

Συµπερασµατικά λοιπόν θα λέγαµε ότι και τα τρία νευροπεπτίδια 

χρησιµοποιούν τον υποδοχέα CRHR2 για να προάγουν ενδοκυττάρια σήµατα που 

οδηγούν στην µεταγραφή από τον προαγωγέα TLR4.   
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3.2 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΤΗΣ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ CRH ΣΤΗΝ 
ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ PU.1 

 

 

 Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η ρύθµιση του υποδοχέα TLR4 

πραγµατοποιείται σε µεταγραφικό επίπεδο.  Η έκφραση του TLR4 καθορίζεται από έναν 

προαγωγέα (Εικόνα 14), ο οποίος περιλαµβάνει αρκετά σηµεία πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα PU.1 τοποθετηµένα στον ελάχιστο προαγωγέα.  Η 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα PU.1 είναι απαραίτητη  για την έκφραση 

του TLR4.  Στην εικόνα 14 παρουσιάζεται ο προαγωγέας ποντικού σε σύγκριση µε τον 

ανθρώπινο, όπως αναφέρθηκε έχουν πολλά οµόλογα τµήµατα, ενώ και οι δύο διαθέτουν 

αρκετά σηµεία πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα PU.1 

 

 

 
 

Εικόνα 14.   Αλληλουχία του προαγωγέα TLR4 στο γονιδίωµα του ανθρώπου και 

του ποντικού.  Τα πιθανά σηµεία πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα PU.1 είναι 

υπογραµµισµένα, τα σηµεία που αρχίζει η µεταγραφή είναι σηµειωµένα µε αστερίσκο. 
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3.2.1 Τα νευροπεπτίδια προκαλούν την µετακίνηση του µεταγραφικού παράγοντα 
PU.1 στον πυρήνα. 

 

 

 Από τη στιγµή που τα πειράµατα µας απέδειξαν ότι τα νευροπεπτίδια CRH, UCN 

και UCN2 έχουν θετική επίδραση στην δραστικότητα του προαγωγέα του TLR4, θέλαµε 

να διερευνήσουµε περαιτέρω αν τα νευροπεπτίδια αυτά είχαν κάποιο αντίκτυπο στην 

µετακίνηση του µεταγραφικού παράγοντα  PU.1, από τη στιγµή που όπως αναφέρθηκε ο 

ελάχιστος προαγωγέας περιέχει τουλάχιστον τρεις θέσεις πρόσδεσής  του PU.1.  Για το 

σκοπό αυτό επιδράσαµε σε κύτταρα Raw264.7 τα νευροπεπτίδια CRH, UCN, UCNII (10-

9M και LPS (10µg/ml) για 45 λεπτά (αφού τα είχαµε αφήσει χωρίς ορρό για 18 ώρες) και 

µετρήθηκε η µετατόπιση του PU.1 στον πυρήνα, χρησιµοποιώντας την τεχνική western 

blot (Εικόνα 15)  σε κυτταρικά και πυρηνικά εκχυλίσµατα.  Όπως φαίνεται ξεκάθαρα, τα 

επίπεδα του πυρηνικού PU.1 αυξήθηκαν µε επίδραση των νευροπεπτιδίων CRH, UCN 

και UCNII, γεγονός που δείχνει ότι έχουν θετική επίδραση στην µετακίνηση του PU.1 

από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα.   

 

 

 UCNII
N C N C N C N C N C
Contr UCN CRH LPS

 

 

 

Εικόνα 15.  Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCNII προκαλούν µετακίνηση του 

PU.1 στον πυρήνα.  Ανάλυση western blot, για πυρηνικά και κυτταρικά εκχυλίσµατα. 

Τα κύτταρα εκτέθηκαν σε επίδραση µε UCN, UCN2, CRH και LPS.  Το αποτέλεσµα 

ήταν η αύξηση των επιπέδων του PU.1 στον πυρήνα µετά από επίδραση των 

νευροπεπτιδίων παρουσία LPS παρατηρείται µικρή µείωση.  
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Ακολούθησε φωτοµετρική ανάλυση µε το πρόγραµµα TINA SCAN και τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 16. 
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Πίνακας 16.   Τα νευροπεπτίδια προκαλούν την µετακίνηση του PU.1 στον πυρήνα.  

Φωτοµετρική ανάλυση των αποτελεσµάτων του western blot.  Εδώ παρουσιάζεται ο 

λόγος των πυρηνικού PU.1 ως προς το κυτταροπλασµατικό.  Με επίδραση των 

νευροπεπτιδίων παρατηρείται αύξηση του λόγου αυτού. 

 

 

 Πιο συγκεκριµένα βλέπουµε  στον πίνακα 16 ότι µε επίδραση UCN παρατηρείται 

αύξηση του λόγου σε 5,34 σε σχέση µε το control του οποίου ο λόγος µετακίνησης στον 

πυρήνα ήταν 3,03.  Με επίδραση UCN2 αύξηση σε 3,7 σε σχέση µε το control, µε 

επίδραση CRH αύξηση σε 4,2, ενώ µε επίδραση LPS παρατηρείται αµελητέα µείωση του 

λόγου.  Συµπερασµατικά λοιπόν τα πειράµατα αυτά αποδεικνύουν ότι µε επίδραση 

των νευροπεπτιδίων παρατηρείται µετατόπιση του µεταγραφικού παράγοντα PU.1 

από το κυτταρόπλασµα, στον πυρήνα, όπου και θα προσδεθεί πάνω στον προαγωγέα 

ενισχύοντας έτσι την µεταγραφή του TLR4. 
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3.2.2 Τα νευροπεπτίδια UCN, UCN2, CRH ενεργοποιούν την πρόσδεση του 
µεταγραφικού παράγοντα PU.1 στο DNA, σε κύτταρα RAW264.7 

 

 

Στα πλαίσια της µελέτης της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην ενεργοποίηση 

του PU.1, µετρήθηκε επίσης και η ικανότητα πρόσδεσης του PU.1 πάνω στον ελάχιστο 

προαγωγέα TLR4.  Για το σκοπό αυτό κύτταρα Raw έµειναν σε συνθήκες απουσίας ορού 

για 18 ώρες, στη συνέχεια διεγέρθηκαν για 45 λεπτά µε τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και 

UCNII (σε συγκέντρωση 10-9Μ) παρουσία ή απουσία LPS (10µg/ml).  Τα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν και η ικανότητα πρόσδεσης του PU.1 µελετήθηκε µε την 

τεχνική EMSA.  Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην εικόνα 17 που ακολουθεί. 
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Εικόνα 17.   Τα νε

πρόσδεσης του PU.1. 

EMSA.  Και τα τρία νευρ
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υροπεπτίδια προκαλούν εµφανή αύξηση της ικανότητας 

 Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα που µελετήθηκαν µε την τεχνική 

οπεπτίδια ενεργοποιούν τον PU.1.  
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Όπως λοιπόν διακρίνουµε στην εικόνα 17 και τα τρία νευροπεπτίδια 

ενεργοποιούν τον µεταγραφικό παράγοντα PU.1.  Πιο συγκεκριµένα µε επίδραση UCN 

παρατηρείται η µεγαλύτερη αύξηση των επιπέδων PU.1, που ακολουθείται από το CRH 

και έπειτα µε µικρή διαφορά από την UCNII.  Παρουσία «κρύου» ανταγωνιστή 

παρατηρείται εξαφάνιση της ζώνης, γεγονός που µας υποδεικνύει ότι όντως αυτή η ζώνη 

είναι ειδική για τον PU.1. 

 

 

 

3.2.3 Η ενεργοποίηση του PU.1 από τα νευροπεπτίδια µεσολαβείται από τον  
υποδοχέα CRHR2. 

 

 

Όπως διαπιστώσαµε και στην παράγραφο 1.4 τα νευροπεπτίδια χρησιµοποιούν 

τον υποδοχέα CRHR2 για να επάγουν την ενεργοποίηση της έκφρασης του TLR4.  Για 

να πιστοποιήσουµε ότι κάτι αντίστοιχο ίσχυε και για την ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα PU.1, κύτταρα Raw264.7 επωάστηκαν για 45 λεπτά µε τα 

νευροπεπτίδια UCN, CRH, UCNII (10-9M) παρουσία ή απουσία του αναστολέα του 

CRHR2, anti-sauvagine30 και µε LPS (10µg/ml), σε συνθήκες απουσίας ορρού.  

Πυρηνικά εκχυλίσµατα συλλέχθηκαν και η ικανότητα πρόσδεσης του PU.1 εξετάστηκε 

µε EMSA.  Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 18 που ακολουθεί. 
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Εικόνα 18.  Η ενεργοποίηση του PU.1 από τα τρία νευροπεπτίδια γίνεται µέσω του 

υποδοχέα CRHR2.  Παρουσία των νευροπεπτιδίων αυξάνεται αισθητά η ενεργοποίηση 

του PU.1,παρουσία LPS προκαλείται µείωση, ενώ µε επίδραση νευροπεπτιδίων 

παρουσία anti-sauvagine30 προκαλείται αναστολή της δράσης των νευροπεπτιδίων.  

 

 

 

Συγκεκριµένα από την εικόνα 18 βγαίνουν τα εξής συµπεράσµατα:  Πρώτον, 

παρουσία και των τριών νευροπεπτιδίων προκαλείται αισθητή αύξηση της 

ενεργοποίησης του PU.1 σε σχέση µε το control. Πιο συγκεκριµένα τη µεγαλύτερη 

αύξηση φαίνεται να προκαλεί η UCNII, µε την UCN να ακολουθεί και έπειτα η CRH.  

∆εύτερον, παρουσία LPS παρατηρείται µείωση της ενεργοποίησης του PU.1.  Τρίτον 

παρουσία του ανταγωνιστή του υποδοχέα CRHR2, anti-sauvagine30, δεν παρατηρείται 

κάποια ιδιαίτερη επίδραση.  Τέλος το σηµαντικότερο είναι ότι µε επίδραση των 

νευροπεπτιδίων παρουσία του ανταγωνιστή anti-sauvagine30 παρατηρείται µπλοκάρισµα 

της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην ενεργοποίηση του PU.1. Όπως φαίνεται από την 
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εικόνα η ζώνη είναι ειδική αφού παρουσία του «κρύου» ανταγωνιστή εξαφανίζεται µόνο 

αυτή, ενώ παρουσία αντισώµατος κατά του PU.1 παρατηρείται supershift. 

 

 

 Συµπερασµατικά λοιπόν από τα παραπάνω αποτελέσµατα γίνεται εύκολα 

αντιληπτό ότι, η ενεργοποίηση του PU.1 και από τα τρία νευροπεπτίδια 

διαµεσολαβείται από τον υποδοχέα CRHR2. 

 

 

 

 

 

3.3 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ UCN, UCNII ΚΑΙ 
CRH ΣΤΗΝ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
ΜΕΤΑ∆ΟΣΗΣ ΣΗΜΑΤΩΝ 

 

 

 Η µελέτη της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στον µοριακό µηχανισµό έγινε 

άµεσα, µετρώντας την µεταβολή στην ενεργοποίηση ή την έκφραση ορισµένων 

πρωτεϊνών, που αποτελούν µόρια-κλειδιά σε διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια.  Η 

µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τον άµεσο προσδιορισµό της ενεργοποίησης ή της 

έκφρασης ορισµένων πρωτεϊνών ήταν η ανοσοαποτύπωση (Western blotting).  Οι 

πρωτεΐνες αυτές είναι κυρίως κινάσες.  Για αυτές µετρήθηκε η αύξηση ή η µείωση του 

ποσοστού της ενεργοποιηµένης µορφής της κινάσης, που είναι η φωσφορυλιωµένη της 

µορφή, και η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε τη συνολική (total) ποσότητα 

της κινάσης (φωσφορυλιωµένης και µη) µέσα στο κύτταρο, ή µε ακτίνη. 
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3.3.1 Μελέτη της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην ενεργοποίηση της PKC. 
 

 

Για τη µελέτη της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην ενεργοποίηση της κινάσης 

PKC, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα Raw264.7 τα οποία έµειναν σε συνθήκες απουσίας 

ορού για 20 ώρες, διαδικασία απαραίτητη όταν µετρούνται κινάσες καθώς οι αυξητικοί 

παράγοντες που υπάρχουν µέσα στον ορό συχνά ενεργοποιούν ένα σηµαντικό αριθµό 

κινασών, και εποµένως δεν θα είµαστε σε θέση να καθορίσουµε αν το αποτέλεσµα που 

µετράµε οφείλεται στην διέγερση από τα νευροπεπτίδια µε τα οποία επωάστηκαν τα 

κύτταρα ή από τον ορό.  Στη συνέχεια ακολούθησε η επίδραση των νευροπεπτιδίων 

UCN, UCNII, CRH (10-9M) παρουσία ή απουσία LPS (10µg/ml) για 1 ώρα, και στη 

συνέχεια συλλέγονται τα κυτταρικά εκχυλίσµατα, από τα οποία θα γίνει ο προσδιορισµός 

των ενεργοποιηµένων κινασών. Το αποτέλεσµα της ηλεκτροφόρησης και της 

ανοσοαποτύπωσης µε αντίσωµα phospho-PKC φαίνεται στην εικόνα 19 που ακολουθεί. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19.  Εν
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εργοποίηση της κινάσης PKC από τα νευροπεπτίδια παρουσία ή 

νοσοαποτύπωση µε Western blot στην πάνω σειρά εµφανίζεται η ζώνη 

 κάτω η ακτίνη για την κανονικοποίηση των δειγµάτων. 
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Τα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης αυτής αναλύθηκαν µε φωτοµέτρηση µε 

το πρόγραµµα TINA SCAN, και κανονικοποιήθηκαν µε ακτίνη.  Τα αποτελέσµατα αυτά 

παρουσιάζονται στον πίνακα 20 που ακολουθεί. 
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Πίνακας 20.  Ενεργοποίηση της PKC κινάσης από τα νευροπεπτίδια παρουσία ή 

απουσία LPS.  Φωτοµετρική ανάλυση της ανοσοαποτύπωσης µε Western blot. 

 

 

 Από την φωτοµετρική ανάλυση παρατηρούµε ότι µε επίδραση µε UCN 

προκαλείται ενεργοποίηση της PKC σε 140,15%, µε επίδραση µε UCNII µεγάλη αύξηση 

σε 295,6%, σε σχέση µε τα επίπεδα του control, µε CRH αύξηση σε 185,86%, µε LPS 

µικρή αύξηση σε 115,4%.  Όταν επιδρούµε νευροπεπτίδια παρουσία LPS και πάλι 

παρατηρείται αύξηση σε σχέση µε τα επίπεδα του control.  Πιο συγκεκριµένα µε 

επίδραση UCN παρουσία LPS έχουµε αύξηση σε 173,7%,  παρουσία LPS και UCNII 

αύξηση σε 157,72%.  Τέλος µε επίδραση CRH και LPS αύξηση σε 287,52%. 

Συµπερασµατικά λοιπόν θα λέγαµε ότι µε επίδραση νευροπεπτιδίων 

παρουσία ή απουσία LPS παρατηρείται ενεργοποίηση της κινάσης PKC. 
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3.3.2 Μελέτη της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην φωσφορυλίωση του 
µεταγραφικού παράγοντα CREB. 

 

 

Για τη µελέτη της επίδρασης των νευροπεπτιδίων στην φωσφορυλίωση του 

µεταγραφικού παράγοντα CREB, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα Raw264.7 τα οποία 

έµειναν σε συνθήκες απουσίας ορού για 20 ώρες.  Στη συνέχεια ακολούθησε η επίδραση 

των νευροπεπτιδίων UCN, UCNII, CRH (10-9M) παρουσία ή απουσία LPS (10µg/ml) για 

1 ώρα, και στη συνέχεια συλλέγονται τα κυτταρικά εκχυλίσµατα, από τα οποία θα γίνει ο 

προσδιορισµός των ενεργοποιηµένων κινασών.  Το αποτέλεσµα της ηλεκτροφόρησης και 

της ανοσοαποτύπωσης µε αντίσωµα phospho-CREB που αναγνωρίζει την 

φωσφωρυλιωµένη µορφή της πρωτεϊνης φαίνεται στην εικόνα 21 που ακολουθεί. 
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Εικόνα 21.  Η φωσφορυλίωση του µεταγραφικού παράγοντα CREB επάγεται από τα 

νευροπεπτίδια UCN, UCNII, CRH, παρουσία ή απουσία LPS.  Ανοσοαποτύπωση µε 

Western blot στην πάνω σειρά εµφανίζεται η ζώνη της pCREB και από κάτω η ακτίνη 

για την κανονικοποίηση των δειγµάτων. 
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Τα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης αυτής αναλύθηκαν µε φωτοµέτρηση µε 

το πρόγραµµα TINA SCAN, και κανονικοποιήθηκαν µε ακτίνη.  Τα αποτελέσµατα αυτά 

παρουσιάζονται στον πίνακα 22 που ακολουθεί. 
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Πίνακας 22.  Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN, UCNII παρουσία ή απουσία LPS, 

επάγουν την φωσφορυλίωση του µεταγραφικού παράγοντα CREB.  Παρουσία των 

νευροπεπτιδιών προκαλείται αύξηση της φωσφορυλίωσης, ενώ ακόµα µεγαλύτερη 

αύξηση παρατηρείται µε επίδραση LPS παρουσία ή απουσία νευροπεπτιδίων. 

 

 

 Όπως είναι φανερό από τη φωτοµετρική ανάλυση, παρουσία νευροπεπτιδίων 

προκαλείται αύξηση της φωσφορυλίωσης του παράγοντα CREB, ενώ παρουσία LPS 

και νευροπεπτιδίων προκαλείται περαιτέρω αύξηση.  Πιο συγκεκριµένα παρουσία 

UCN έχουµε αύξηση της φωσφορυλίωσης σε 126,5%, παρουσία UCNII αύξηση σε 

132,06%, παρουσία CRH αύξηση σε 122,8%.  Μεγαλύτερη αύξηση προκαλείται όταν το 

LPS συνδυαστεί µε τα νευροπεπτίδια.  Συγκεκριµένα παρουσία µόνο LPS είχαµε αύξηση 

σε 141,62%.  Παρουσία LPS και UCN αύξηση σε 148,95%.  Παρουσία LPS και UCNII 

αύξηση σε 150,92%.  Τέλος µε επίδραση LPS και CRH παρατηρείται αύξηση σε 133,5 % 

σε σχέση µε το control. 
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3.4 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ 
ΤΟΥ TLR4 ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ THP-1. 

 

 Αφού διερευνήσαµε την επίδραση των νευροπεπτιδίων στην έκφραση του 

υποδοχέα TLR4 στην κυτταρική σειρά Raw264.7 από ποντίκια, θέλαµε να δούµε 

περαιτέρω ποια θα ήταν η επίδραση τους σε ανθρώπινα µονοκύτταρα.  Για το σκοπό 

αυτό επιλέχθηκε η ανθρώπινη µονοκυτταρική σειρά THP-1.  Από τη βιβλιογραφία είναι 

γνωστό ότι µε επίδραση LPS σε κύτταρα THP-1 δεν παρατηρείται ιδιαίτερη επίδραση 

στην έκφραση του TLR4, έτσι θέλαµε να δούµε ποια θα ήταν η επίδραση των 

νευροπεπτιδίων στα επίπεδα έκφρασης του TLR4. 

 

 Για τη διερεύνηση αυτή επιδράσαµε σε κύτταρα ΤΗΡ-1 τα νευροπεπτίδια UCN, 

UCNII και CRH (10-9Μ), καθώς και LPS (10µg/ml), για 18 ώρες.  Τα κύτταρα βάφτηκαν 

µε το ειδικό αντίσωµα που αναγνωρίζει τον ανθρώπινο TLR4 (hTLR-4) και µετρήθηκαν 

µε κυτταροµετρία ροής.  Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 23 που 

ακολουθεί. 
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 Εικόνα 23.  Αποτελέσµατα κυτταροµετρίας ροής σε κύτταρα THP-1.  ∆εν 

παρατηρείται καµία ιδιαίτερη επίδραση των νευροπεπτιδίων στην έκφραση του TLR4. 
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Όπως διαπιστώνει κανείς από την κυτταροµετρία ροής σε κύτταρα THP-1 που 

έχουµε επιδράσει τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCNII καθώς και LPS, δεν 

παρατηρείται καµία αλλαγή στην έκφραση του TLR4. 

 

 

 Για να πιστοποιήσουµε ότι όντως δεν παρατηρείται καµία επίδραση στην 

έκφραση του TLR4 όταν επιδρούµε νευροπεπτίδια σε ανθρώπινα µονοκύτταρα ΤHP-1, 

πραγµατοποιήσαµε επίσης ηµι-ποσοτική RT-PCR µε ειδικούς εκκινητές για τον hTLR4. 

  Τα κύτταρα διεγέρθηκαν µε τα νευροπεπτίδια CRH, UCN1 και UCN2 σε  

συγκέντρωση 10-9Μ για 18 ώρες και µε LPS σε συγκέντρωση 10µg/ml.  Η αντίδραση της 

PCR τερµατίστηκε στους 35 κύκλους, όπου η ενίσχυση βρισκόταν στην εκθετική φάση, 

όπως αυτό καθορίστηκε από την καµπύλη ενίσχυσης για κάθε ζεύγος  προαγωγέων.  

Όπως φαίνεται στην εικόνα 24, κανένα από τα τρία νευροπεπτίδια δεν επάγει ιδιαίτερα 

την έκφραση του ΤLR4, το ίδιο ισχύει και για το LPS που άλλωστε ήταν αναµενόµενο 

από τη βιβλιογραφία.  Τα αποτελέσµατα που δείχνονται είναι αντιπροσωπευτικά πολλών 

παρόµοιων πειραµάτων. 
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κόνα 24.  Τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCN2 δεν επάγουν την έκφραση του 

R4.   Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για τον 

R4. 
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Ακολούθως έγινε φωτοµετρική ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR µε το 

πρόγραµµα TINA SCAN και αναγωγή των τιµών µε βάση την έκφραση της β2-

µικροσφαιρίνης σε κάθε δείγµα.  Όπως φαίνεται στο σχήµα 25, µετά από επίδραση των 

κυττάρων µε UCN άλλαξε ελάχιστα ο TLR4 σε 101,19%.  Με επίδραση µε UCNII 

παρατηρείται µικρή µείωση του TLR4 σε 91,7% σε σχέση µε το control.  Επίσης πολύ 

µικρή αύξηση σε 110,5% σε σχέση µε το control παρατηρείται και µε την επίδραση του 

CRH.  Αντίθετα το επίπεδο του TLR4 µειώνεται σε 90,2% σε σχέση µε το control.  

Επίδραση UCN παρουσία LPS µειώνει ελάχιστα σε 87,91%, επίδραση µε UCNII 

παρουσία LPS ελάχιστη µείωση σε 91,81% και τέλος µε επίδραση CRH παρουσία και 

πάλι LPS µείωση σε 82,55%.  Συµπερασµατικά λοιπόν σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

µας παρουσιάζεται αµελητέα αλλαγή στα επίπεδα του TLR4 µε την επίδραση των 

νευροπεπτιδίων, ενώ το LPS µειώνει αµελητέα. τα επίπεδά του υποδοχέα.  
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Σχήµα 25.  Τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH δεν προκαλούν ιδιαίτερη 

επίδραση στην έκφραση του TLR4 σε κύτταρα ΤΗΡ-1.  Φωτοµετρικός προσδιορισµός 

της επίδρασης των νευροπεπτιδίων της οικογένειας του TLR4 για την επίδραση στην 

έκφραση του mRNA του TLR4 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
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 Το περιφερικό CRH ανιχνεύεται στα σηµεία της φλεγµονής, όπου φαίνεται ότι 

διαδραµατίζει σηµαντικό προφλεγµονώδη ρόλο, συµµετέχοντας στην επικοινωνία 

µεταξύ του κεντρικού νευρικού συστήµατος και του ανοσολογικού.  Έτσι 

ανοσοαντιδρών CRH έχει ταυτοποιηθεί σε φλεγµαίνοντες ιστούς πειραµατόζωων, αλλά 

και ανθρώπων.  Υπάρχουν πολλές ενδείξεις για την προ-φλεγµονώδη δράση των 

νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH, συγκεκριµένα: έχει παρατηρηθεί ότι η αναστολή 

του υποδοχέα του CRH έχει σαν αποτέλεσµα την εξασθένιση της πειραµατικά 

επαγόµενης φλεγµονής, σε ποντίκια.  Το CRH επαυξάνει σηµαντικά την επαγόµενη από 

το LPS έκκριση προφλεγµονωδών κυτταροκινών.  Ειδικότερα αυξάνει την έκκριση των 

κυτοκινών IL-1B, IL-6 και TNF-α (127).  Χορήγηση UCN1 σε ανθρώπινα περιφερικά 

µονοκύτταρα, επάγει την έκκριση της IL-6.  Το CRH φαίνεται να ενέχεται άµεσα στην 

ενεργοποίηση των ιστιό-κυττάρων, επάγοντας την έκκριση ισταµίνης. 

 Ελάχιστα είναι γνωστά για το µηχανισµό µέσω του οποίου τα νευροπεπτίδια της 

οικογένειας CRH µεσολαβούν την προ-φλεγµονώδη δράση τους.  Στα ιστιοκύτταρα τόσο 

η CRH όσο και η UCN1 επάγουν όπως αναφέρθηκε, την έκκριση ισταµίνης, µε τη CRH 

να δρα µέσω CRHR1 υποδοχέα και την UCN1 να δρα µέσω CRHR2.  Έτσι λοιπόν αν και 

οι υποδοχείς CRHR1 και CRHR2 έχουν αντίθετη δράση στο κεντρικό νευρικό σύστηµα, 

στην περιφέρεια και οι δύο υποδοχείς έχουν την ίδια δράση. 

 Έχει προταθεί η παρουσία ενός περιφερικού άξονα CRH-ιστιοκυττάρων-

ισταµίνης, µέσω του οποίου το CRH µε την ενεργοποίηση των υποδοχέων Η1 της 

ισταµίνης προκαλεί τις οξείες εκδηλώσεις της φλεγµονής (αγγειοδιαστολή, αύξηση 

αγγειακής διαπερατότητας και οίδηµα) (128).  Επιπλέον υπάρχουν ενδείξεις ότι το CRH 

µέσω του ίδιου άξονα, αλλά διαµέσου της ενεργοποίησης των υποδοχέων Η2 της 

ισταµίνης, επιδρά µε έµµεσο τρόπο σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος 

(δενδριτικά, µακροφάγα) και καθορίζει την στροφή της ανοσολογικής απάντησης προς 

την κυτταρικού ή χυµικού τύπου ανοσία.  (128). 

 Τα µακροφάγα είναι κύτταρα που ενέχονται σε όλα τα στάδια της ανοσολογικής 

απάντησης.  Συνιστούν την πρώτη γραµµή άµυνας του οργανισµού, φαγοκυτταρώνοντας 

τα διάφορα παθογόνα πολύ πριν συµβεί η ενεργοποίηση των Τ-λεµφοκυττάρων, στα 

πλαίσια της ειδικής ανοσολογικής απάντησης.  Είναι κύτταρα φονείς, δρώντας µέσω του 

µηχανισµού της αντιγονο-εξαρτώµενης κυτταροτοξικότητας (ADCC).  ∆ιαδραµατίζουν 
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κύριο ρόλο στην παρουσίαση του αντιγόνου στα Τ-λεµφοκύτταρα και τέλος, µέσω της 

έκκρισης προφλεγµονωδών κυτοκινών αποτελούν ρυθµιστές της ανοσολογικής 

απάντησης, στρέφοντας την προς την κυτταρικού τύπου ανοσία (Τh1 response). 

 H ενεργοποίηση των µακροφάγων συµβαίνει µέσω διαφόρων αντιγονικών 

ερεθισµάτων.  Η λιποπολυσακχαρίδη (LPS) του κυτταρικού τοιχώµατος των Gram 

αρνητικών βακτηριδίων, αποτελεί ισχυρό παράγοντα ενεργοποίησης τους.  Το LPS 

συνδέεται στην διαλυτή πρωτεΐνη τη συνδέουσα του LPS (LPS-binding protein, LBP) 

και το σύµπλεγµα προσδένεται στο CD14, ένα υποδοχέα της 

µονοκυτταρικής/µακροφαγικής σειράς.  Ακολούθως το CD14 παρουσιάζει το σύµπλεγµα 

LPS-LBP σε έναν υποδοχέα υψηλής συγγένειας για το LPS, τον υποδοχέα TLR4, που 

είναι µέλος της οικογένειας των Toll υποδοχέων.  Η αναγνώριση του LPS, από τον 

TLR4, ενεργοποιεί διάφορες ενδοκυττάριες οδούς σηµατοδότησης, µε τελικό 

αποτέλεσµα την παραγωγή και απελευθέρωση προφλεγµονωδών κυτοκινών (129,130). 

 Στην παρούσα εργασία θελήσαµε να ερευνήσουµε τον πιθανό µηχανισµό µέσω 

του οποίου τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH, προκαλούν την ενεργοποίηση των 

µακροφάγων.  Από τη στιγµή που είναι γνωστό ότι το CRH δεν έχει από µόνο του άµεση 

eπίδραση στην έκκριση προφλεγµονωδών κυτοκινών από τα µακροφάγα, αλλά απαιτεί 

την παρουσία LPS, µια πιθανή εξήγηση θα ήταν ότι δρα έµµεσα, επηρεάζοντας την 

έκφραση του υποδοχέα του LPS.  Επιπρόσθετα, η αυξητική επίδραση του CRH δεν ήταν 

µόνο σε µια κυτοκίνη, γεγονός που θα υποδήλωνε την εσωτερική επικοινωνία 

σηµατοδοτικών µονοπατιών, αλλά σε περισσότερες, γεγονός που υποδεικνύει το 

αποτέλεσµα ήταν πιο πιθανό να συµβεί στο επίπεδο µετάδοσης σήµατος του LPS. 

 Έχει δειχθεί ότι η απάντηση του ξενιστή στο LPS, η παραγωγή κυτοκινών 

δηλαδή, σχετίζεται µε τον βαθµό έκφρασης του υποδοχέα TLR4 (131).  Έτσι, η ενίσχυση 

της δράσης του LPS από το CRH όσον αφορά την παραγωγή προφλεγµονωδών 

κυτοκινών θα µπορούσε να ασκείται στο επίπεδο του υποδοχέα µέσω της ενίσχυσης της 

έκφρασης του TLR4.  Εναλλακτικά τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH, είναι 

δυνατόν να επάγουν την ενδοκυττάρια διαβίβαση σήµατος που λαµβάνει χώρα µετά τη 

διέγερση του TLR4.  Η επαγωγή αυτή δύναται να πραγµατοποιείται στο µεταγραφικό ή 

στο µετα-µεταγραφικό επίπεδο. 
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 Πράγµατι τα πειράµατα που κάναµε σε µακροφάγα κύτταρα Raw264.7, έδειξαν 

ότι µε επίδραση νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH, παρατηρείται αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης του mRNA του TLR4.   Και τα τρία νευροπεπτίδια CRH, UCN1 και 

UCN2 αυξάνουν σηµαντικά τα επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα γεγονός που 

επιβεβαιώθηκε µε διαφορετικές µεθοδολογίες, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατά µας. 

Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA του TLR4, όπως αναφέραµε, ρυθµίζονται τόσο 

στο µεταγραφικό επίπεδο, όσο και στο µετα-µεταγραφικό µε αλλαγή της σταθερότητας 

του mRNA.  Τα αποτελέσµατά µας απέδειξαν ότι η επίδραση των νευροπεπτιδίων της 

οικογένειας CRH λαµβάνει χώρα στο µεταγραφικό και µόνο επίπεδο.  Γεγονός που 

πιστοποιείται αφού η επίδραση κυττάρων Raw264.7 µε CRH προκάλεσε την 

ενεργοποίηση του ελάχιστου προαγωγέα TLR4.  Ακριβώς το ίδιο αποτέλεσµα 

παρατηρήθηκε όταν στα κύτταρα αυτά επιδράσαµε τα νευροπεπτίδια UCN1 και UCN2. 

Όπως αναφέραµε, ο υποδοχέας CRHR1 προσδένει ειδικά µόνο την UCN1 και την 

CRH, αντίθετα ο υποδοχέας CRHR2 προσδένει και τα τρία νευροπεπτίδια αλλά 

ισχυρότερα την UCN2.  Από τη στιγµή που η UCN2, είναι ένας ειδικός προσδέτης του 

υποδοχέα CRHR2, ήταν πολύ πιθανό το αποτέλεσµα των urocortins να µεσολαβείται από 

τον CRHR2.  Επίδραση των κυττάρων µε anti-sauvagine30, έναν ειδικό ανταγωνιστή του 

CRHR2, ανέστειλε την ενεργοποίηση του προαγωγέα του TLR4, τόσο από την UCN2, 

όσο και από τις UCN1 και CRH, γεγονός που δείχνει ότι και τα τρία αυτά νευροπεπτίδια 

δρουν µέσω του ίδιου υποδοχέα, CRHR2. 

Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι το LPS µειώνει τα επίπεδα έκφρασης του  

mRNA του TLR4 (132).  Ωστόσο όπως διαπιστώσαµε µε τα πειράµατά µας, ταυτόχρονη 

χορήγηση οποιουδήποτε από τα τρία νευροπεπτίδια UCN, UCNII ή CRH µε LPS, 

αναστέλλει την αρνητική επίδραση του LPS σε κύτταρα Raw264.7.  Το αποτέλεσµα αυτό 

τεκµηρίωσε περαιτέρω την προηγούµενη υπόθεσή µας, ότι δηλαδή η αυξητική επίδραση 

του CRH στην LPS-επαγόµενη έκφραση κυτοκινών, λαµβάνει χώρα στο επίπεδο 

µεταγραφής του TLR4. 

Τα επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα TLR4 παρουσιάζονται ενισχυµένα σε 

διάφορες καταστάσεις φλεγµονής, ιδαίτερα στον τόπο της φλεγµονής. Συγκεκριµένα, 

αυξηµένα επίπεδα TLR4 έχουν ανιχνευθεί σε αρθρικό θύλακο ρευµατοειδούς αρθρίτιδας, 

και σε φλεγµονώδεις παθήσεις στον πνεύµονα (133). Σε αντίστοιχες θέσεις φλεγµονής 
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έχουν εντοπιστεί υψηλά επίπεδα CRH, γεγονός που θα µπορούσε να εξηγηθεί από τα 

αποτελέσµατά µας όπου συνδέονται άµεσα τα δύο αυτά γεγονότα.  

Τα πειράµατά µας έδειξαν, ότι ο προαγωγέας του TLR4, ρυθµίζεται στο 

µεταγραφικό επίπεδο, κυρίως µέσα από την ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα 

PU.1.  Όπως αναφέραµε και στην εισαγωγή ο ελάχιστος προαγωγέας περιέχει τρεις 

θέσεις πρόσδεσης για τον µεταγραφικό παράγοντα PU.1.  Ο ειδικός µεταγραφικός 

παράγοντας PU.1, ανήκει στην οικογένεια των µεταγραφικών παραγόντων Ets.  

Εκφράζεται στα αιµατοποιητικά κύτταρα και είναι απαραίτητος για την για την 

ωρίµανση και την ανάπτυξη των µυελοειδών κυττάρων και την διαφοροποίηση των 

µακροφάγων.  Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός, ότι ποντίκια ανίκανα να παράγουν 

PU.1, έχουν παντελή έλλειψη µακροφάγων.  Ο PU.1 είναι επίσης σηµαντικός για την 

διαφοροποίηση και ωρίµανση των osteoclast κυττάρων.  Είναι παρών στα µικρογλία, 

όπου πολλαπλασιάζεται ισχυρά  κατά την διάρκεια ισχαιµικού τραυµατισµού.  Συνεπώς 

ο µεταγραφικός παράγοντας PU.1, είναι απαραίτητος για την ενεργοποίηση και 

ανάπτυξη των µακροφάγων.  Έχει αναφερθεί, ότι συµµετέχει στην ανοσορύθµιση αφού 

επάγει την έκφραση του υποδοχέα µ- των οποιοειδών στα µακροφάγα.  Στην παρούσα 

εργασία δείξαµε ότι, το ερέθισµα που δίνουν τα νευροπεπτίδια CRH, UCN, UCNII,όταν 

προσδένονται στον υποδοχέα CRHR2, για την µετάδοση σήµατος, επάγει την 

µετατόπιση του PU.1 στον πυρήνα και την ικανότητα πρόσδεσής του στον προαγωγέα 

του TLR4. 

 Για να µελετήσουµε την επίδραση των νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH 

στην ενεργοποίηση ενδοκυττάριων οδών διαβίβασης σήµατος και µεταγραφικών 

παραγόντων που συµµετέχουν στην ενεργοποίηση των µακροφάγων, εξετάσαµε την 

επίδραση των νευροπεπτιδίων αυτών στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα 

CREB και στην ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης PKC.  Πιο συγκεκριµένα, είδαµε 

ότι τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH, µέσω των υποδοχέων τους, προκαλούν 

αύξηση στο ενδοκυττάριο cAMP και εποµένως ενεργοποίηση του µεταγραφικού 

παράγοντα CREB.  Πράγµατι δείξαµε ότι τα νευροπεπτίδια σε κύτταρα Raw264.7, 

επάγουν την φωσφορυλίωση του µεταγραφικού παράγοντα CREB.  Είδαµε επίσης ότι τα 

νευροπεπτίδια προκαλούν την ενεργοποίηση µέσω φωσφορυλίωσης της πρωτεϊνικής 

κινάσης PKC. 
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 Συµπερασµατικά θα λέγαµε, ότι τα πειράµατά µας στην κυτταρική σειρά 

µακροφάγων ποντικού, Raw264.7, έδειξαν ότι τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCNII, 

σηµατοδοτούν µέσω του υποδοχέα CRHR2, προκαλώντας ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα PU.1, ο οποίος τελικά προσδένεται στον υποκινητή του TLR4 

και επάγει την µεταγραφή του.  Το σήµα του CRHR2 αναστέλλει µερικώς το αρνητικό 

αποτέλεσµα του LPS στην έκφραση του υποδοχέα TLR4, γεγονός που µας παρέχει έναν 

πιθανό µηχανισµό για την προ-φλεγµονώδη δράση των νευροπεπτιδίων της οικογένειας 

CRH στα µακροφάγα.  Ο µηχανισµός που προτείνουµε παρουσιάζεται σχηµατικά στην 

παρακάτω εικόνα  
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Αφού λοιπόν, δείξαµε ότι τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH, επιδρούν στην 

ενεργοποίηση των µακροφάγων ποντικού µέσω τη έκφρασης του υποδοχέα TLR4, 

θελήσαµε µα µελετήσουµε την επίδραση των νευροπεπτιδίων αυτών στην έκφραση του 

TLR4 σε ανθρώπινα µονοκύτταρα.  Για το σκοπό αυτό επελέγη η κυτταρική σειρά THP-

1.  Από τη βιβλιογραφία ήταν γνωστό ότι το LPS έχει ελάχιστη επίδραση στην µείωση 

των επιπέδων έκφρασης του TLR4 σε µονοκύτταρα THP-1, και έτσι θέλαµε να δούµε τι 

επίδραση θα είχαν τα µακροφάγα.  Τα πειράµατα µας, έδειξαν ότι και τα τρία 

νευροπεπτίδια έχουν ελάχιστη επίδραση στην έκφραση του υποδοχέα TLR4, γεγονός που 

επιβεβαιώθηκε µε δύο διαφορετικές τεχνικές. Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός 

οτι η κυτταρική σειρά THP-1 προέρχεται από µυέλωµα και δεν διαθέτει όλα τα 

χαρακτηριστικά των µακροφάγων στο βαθµό που τα διαθέτουν τα κύτταρα Raw264.7. 

Για παράδειγµα τα ΤHP-1 δεν εκκρίνουν IL-1 κατά τη διέγερσή τους και έχουν 

µειωµένες ικανότητες φαγοκυτταρωσης. Τα πειράµατα αυτά θα πρέπει να συνεχισθούν 

χρησιµοποιώντας πρωτογενή ανθρώπινα µακροφάγα και µονοκύτταρα από δότες. 
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5. ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
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 Σωρεία δεδοµένων υποστηρίζουν την ύπαρξη επικοινωνίας ανάµεσα στο 

ανοσολογικό και το διάχυτο νευροενδοκρινικό σύστηµα.  Τα δύο συστήµατα διαθέτουν 

κοινούς υποδοχείς και χρησιµοποιούν κοινά διαµεσολαβητικά µόρια µε τη µορφή 

ορµονών και κυτοκινών, για τη µεταξύ τους επικοινωνία και αλληλορύθµιση.  Οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές, έχουν σηµαντικό ρόλο στην οργάνωση της απάντησης του 

ξενιστή σε λοιµώδη ή φλεγµονώδη εν γένει ερεθίσµατα. 

 Βιοενεργά νευροπεπτίδια και οι υποδοχείς τους, είναι παρόντα τόσο στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα, όσο και στους περιφερικούς ιστούς.  Η οικογένεια νευροπεπτιδίων 

CRH σχετίζεται µε την απόκριση στο στρες.  Στους ανθρώπους τα νευροπεπτίδια CRH 

είναι παρόντα στο Κ.Ν.Σ. και συντονίζουν την απόκριση του ανθρωπίνου σώµατος στο 

στρες.  Στους περιφερικούς ιστούς εκκρίνονται από τις απολήξεις των συµπαθητικών 

νευρώνων ή από διάφορους κυτταρικούς τύπους.  Τα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήµατος εκφράζουν πεπτίδια CRH και τους υποδοχείς τους.  Κύτταρα όγκων συχνά 

εκκρίνουν βιοενεργά νευροπεπτίδια, µερικά από τα οποία σχετίζονται µε την ανάπτυξη 

των όγκων και την δυνατότητα µετάστασης.  Πολλά είδη καρκίνων εκφράζουν 

νευροπεπτίδια CRH.  Πολλά στοιχεία προτείνουν την συµµετοχή των νευροπεπτιδίων 

στο ανοσοποιητικό.  Το τοπικά εκφραζόµενο CRH έχει προφλεγµονώδεις ιδιότητες, ενώ 

το µπλοκάρισµα του υποδοχέα CRHR2 προκαλεί σηµαντική εξασθένιση της φλεγµονής. 

 Αντικείµενο της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη του µηχανισµού δράσης των 

νευροπεπτιδίων του στρες στη ρύθµιση της ανοσοαπάντησης και της φλεγµονής στο 

επίπεδο των µακροφάγων.  Η παρούσα έρευνα θα συµβάλλει στην κατανόηση των 

µηχανισµών αλληλεπίδρασης του νευροενδοκρινικού συστήµατος µε το ανοσοποιητικό 

και θα αναλύσει τους µηχανισµούς δράσης των ορµονών του στρες µέσα από τους 

οποίους θα µπορέσουµε να εξηγήσουµε τον ρόλο των νευροπεπτιδίων στις τοπικές 

φλεγµονές, αποκοµίζοντας στοιχεία για την αλληλεπίδραση του άξονα του στρες µε το 

ανοσοποιητικό και καθορίζοντας πιθανούς φαρµακευτικούς στόχους για την θεραπεία 

των επαγόµενων από το στρες φλεγµονών. 

 Το σύστηµα των µονοκυττάρων/µακροφάγων έχει κεντρικό ρόλο στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα συµµετέχοντας σε όλα τα στάδια της ανοσολογικής απάντησης.  

Με βάση τις παρατηρήσεις µας µπορούµε να προτείνουµε ότι το CRH είναι δυνατόν να 

συµµετέχει στην ανοσορύθµιση, επηρεάζοντας την έκκριση των προφλεγµονωδών 
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κυτοκινών από τα µακροφάγα.  Πειράµατα έγιναν για να διερευνηθεί περαιτέρω ο 

µοριακός µηχανισµός της δράσης των πεπτιδίων αυτών στην ενεργοποίηση των 

µακροφάγων.  ∆είξαµε ότι η ενεργοποίηση αυτή ασκείται στο επίπεδο µεταγραφής του 

TLR4.  ∆ιαπιστώσαµε ότι τα νευροπεπτίδια αυξάνουν το επίπεδο έκφρασης του mRNA 

του TLR4 και προτείναµε τον εξής µηχανισµό: τα νευροπεπτίδια CRH, UCN και UCNII, 

σηµατοδοτούν µέσω του υποδοχέα CRHR2, προκαλώντας ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα PU.1, ο οποίος τελικά προσδένεται στον προαγωγέα του TLR4 

και επάγει την µεταγραφή του.  Το σήµα του CRHR2 αναστέλλει µερικώς το αρνητικό 

αποτέλεσµα του LPS στην έκφραση του υποδοχέα TLR4, γεγονός που µας παρέχει έναν 

πιθανό µηχανισµό για την προ-φλεγµονώδη δράση των νευροπεπτιδίων της οικογένειας 

CRH στα µακροφάγα. 

 Η ενεργοποίηση του PU.1 από το σήµα του CRHR2, µπορεί να µας οδηγήσει 

στην διευκρίνηση του ρόλου των νευροπεπτιδίων CRH στην διαφοροποίηση και 

ωρίµανση των µυελοειδών κυττάρων.  Ανοσοδραστικό CRH και UCN1 είναι παρόντα 

στο µυελό των οστών και ο ρόλος τους δεν έχει διευκρινιστεί ακόµα.  Είναι λοιπόν 

πιθανόν, ότι µπορεί να συµµετέχουν στην έκφραση του TLR4 και στον καθορισµό της 

διαφορροποίησης των κυττάρων. 

 Συνολικά, η συγκεκριµένη εργασία, παρέχει ένα µοντέλο για τη µελέτη του ρόλου 

των νευροπεπτιδίων στη ρύθµιση του ανοσοποιητικού συστήµατος, αποδεικνύοντας έτσι 

µια νέα κατηγορία ανοσορυθµιστών, ανεξάρτητων µεν αλλά στενά συνδεδεµένων µε τις 

κυτοκίνες και χηµειοκίνες. Η κατανόηση του µηχανισµού δράσης αυτών των µορίων 

δύναται να εξηγήσει την παρουσία τους σε περιοχές φλεγµονής και να αποτελέσουν  

πιθανούς θεραπευτικούς στόχους φλεγµονοδών παθήσεων.  
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