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Περίληψη 

 

 Ο σχηµατισµός του ωχρού σωµατίου (CL) αποτελεί βασική λειτουργία για την 

επιτυχή έκβαση της εγκυµοσύνης. Την φάση της ωοθυλακιορρηξίας, ακολουθεί η 

ανάπτυξη του CL από τα υπολείµµατα του ρηχθέντος θυλακίου, µία διαδικασία που 

ελέγχεται από τις ωχρινοποιητικές ορµόνες. Κατά την φάση αυτή, τα κύτταρα που 

συνιστούν το ωχρό σωµάτιο υφίστανται έντονες τροποποιήσεις, που απαιτούν 

πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις µεταξύ του κυττάρου και του εξωκυττάριου χώρου, η 

πλειονότητα των οποίων παραµένει ασαφής. 

 Τα µόρια συνάφειας, και ιδιαίτερα οι ιντεγκρίνες, διαδραµατίζουν εξέχοντα 

ρόλο σε φυσιολογικές λειτουργίες ενός µεγάλου αριθµού διαφορετικών συστηµάτων. Η 

πρόσδεση των ιντεγκρινικών υποδοχέων στους αντίστοιχους εξωκυττάριους προσδέτες 

τους έχει ήδη αποδειχτεί ότι προάγει την κυτταρική κίνηση, τον πολλαπλασιαµό και 

την απόπτωση, σε πολλούς διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους. Επιπροσθέτως, οι 

ιντεγκρίνες συµµετέχουν σε αρκετές σηµαντικές λειτουργίες του αναπαραγωγικού 

συστήµατος, συµπεριλαµβανοµένης της γονιµοποίησης, της εµφύτευσης του εµβρύου 

και της αναδιάταξης του πλακούντα. Πιο πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν ότι η 

ιντεγκρινική δραστηριότητα ελέγχεται, σε πολλές περιπτώσεις, από την 

ωχρινοποιητική ορµόνη, χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG), καθώς και από τον 

µιτογενετικό παράγοντα (VEGF). 

 Στα πλαίσια διερεύνησης του ρόλου των κυτταρικών αλληλεπιδράσεων µε τα 

µόρια του εξωκυττάριου χώρου στην διαδικασία δηµιουργίας του CL, µελετήσαµε την 

έκφραση µία εξωκυττάριας πρωτεΐνης, της φιµπρονεκτίνης (FN) και επιλεγµένων FN-

προσδενόµενων ιντεγκρινών σε ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα (GCs). Επιπλέον, 

ερευνήσαµε πιθανή ρύθµιση της έκφρασης αυτής από την hCG, καθώς και την 

ενδεχόµενη συµµετοχή του VEGF παράγοντα στην ίδια διαδικασία. Βασιζόµενοι στα 

προκύπτοντα αποτελέσµατα, επεκτείναµε την έρευνά µας, µελετώντας τον ρόλο των 

προαναφερόµενων ιντεγκρινών στις διαδικασίες προσκόλλησης, µετανάστευσης και 

απόπτωσης των ωχρινοποιηµένων GCs.   

 Στην παρούσα εργασία αποδείχτηκε ότι η FN ανιχνεύεται στον εξωκυττάριο 

χώρο των ωχρινοποιηµένων GCs, ενώ ταυτόχρονα, οι FN-προσδενόµενες ιντεγκρίνες 

και ο υποδοχέας του VEGF (Flt-1) εκφράζονται στην κυτταρική τους επιφάνεια, µόνο 

στα πρώτα στάδια της ωχρινικής φάσης. Η έκφραση αυτή µειώνεται σηµαντικά στα 

τελευταία στάδια της ωχρινικής φάσης, ταυτόχρονα µε την ωχρινολυτική διαδικασία. 
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Επιπλέον, βρέθηκε ότι τα GCs εκκρίνουν FN, µία λειτουργία που επηρεάζεται από την 

hCG. Η ορµόνη αυτή αυξάνει και την έκφραση των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών, µε 

ταυτόχρονη αύξηση της συγκέντρωσης της FN, που δεσµεύεται στην κυτταρική 

επιφάνεια. Επανάληψη των αποτελεσµάτων παρατηρήθηκε και µετά από διέγερση των 

κυττάρων µε VEGF, ενώ η προσθήκη αντι-VEGF αντισώµατος οδηγούσε σε αναστολή 

της hCG-επαγόµενης αύξησης της έκφρασης. Εν συνεχεία, βρέθηκε ότι οι α5β1 και αvβ3 

ιντεγκρίνες ελέγχουν την κυτταρική σύνδεση µε την FN του εξωκυττάριου χώρου, µία 

δυνατότητα που προωθεί την κυτταρική µετανάστευση και αναστέλλει την απόπτωση.  

Συµπερασµατικά, στην συγκεκριµένη εργασία παρουσιάζονται νέα δεδοµένα 

για την συµµετοχή των ιντεγκρινών στις διαδικασίες προσκόλλησης, µετανάστευσης 

και απόπτωσης των ωχρινοποιηµένων GCs ανθρώπινης ωοθήκης, καθώς και για την 

ρύθµιση των επιδράσεων αυτών από την hCG και τον VEGF. Τα αποτελέσµατά µας 

εποµένως, υποδεικνύουν τον σηµαντικό ρόλο που διαδραµατίζουν τα προαναφερόµενα 

µόρια στην διαδικασία της δηµιουργίας και διατήρησης του CL. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 X



Summary 
 
 The formation of the corpus luteum (CL) is critical for the establishment of a 

successful pregnancy. Following ovulation, under the influence of luteogenic 

hormones, the CL develops from the remnants of the ovulated ovarian follicle. This 

process involves intense reorganization of constituent cells, phenomena that includes 

varying cell-matrix interactions. These events, however, are poorly characterized.  

 Adhesion molecules, especially integrins, have crucial role in the physiological 

functions of many different systems. Many studies, in the past, have established for 

several cell types that the binding of cell surface integrins to their ligands in the 

extracellular matrix facilitates cell proliferation, migration and survival. Integrins have 

also been found to participate in many important functions of the reproductive system, 

such as fertilization, interactions between the preimplantation embryo and endometriun 

as well as trophoblast outgrowth during implantation. Moreover, it has been 

demonstrated that activity of integrins was regulated by human chorionic gonadotropin 

(hCG) and vascular endothelial growth factor (VEGF). 

 In order to understand the role and potential regulation of cell-matrix 

interactions in the formation of the CL, we investigated the expression of the matrix 

protein fibronectin (FN) and selected FN-binding integrin receptors on luteinized 

granulosa cells (GCs). We further examined the possible regulation of that expression 

by the luteogenic hormone,  hCG and the involvement of mitogenic VEGF. Lastly, we 

investigated the role of the aforementioned integrins in promoting the adhesion, 

migration and survival of GCs. 

 The present data reported that FN is detected around GCs with luteinization, 

while several FN-binding integrins, along with the VEGF receptor (Flt-1), appeared on 

the surface of these cells during the early luteal phase. Expression of these proteins 

declined in the late luteal phase with regression of the CL. In vitro, GCs released FN 

and stimulation of these cells with hCG, increased the surface expression of α5β1 and 

αvβ3 integrins, as well as the amount of FN associated with the cell surface. These 

effects were reproduced by stimulation with VEGF and hCG-stimulated up-regulation 

of FN, α5β1 and αvβ3 on the surface of GCs was inhibited by anti-VEGF antibody. In 

addition, there has been shown that expression of α5β1 and αvβ3 integrins mediates 

adhesion to FN, an ability that promotes cell movement and prevents apoptosis.  

In conclusion, the present study reports new data on the role of integrins in 

migration, adhesion and apoptosis of human GCs, and the regulation of these processes 
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by the hCG and VEGF, and thus indicate the potential contribution of these molecules 

in formation and maintenance of the CL.   
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  Εισαγωγή 

 
1.1. Το γυναικείο αναπαραγωγικό σύστηµα 

 

 Το θηλυκό αναπαραγωγικό σύστηµα του ανθρώπου αποτελείται από δύο 

σηµαντικά µέρη (Εικόνα 1) : τον κόλπο και την µήτρα, που λειτουργούν ως χώρος 

αποθήκευσης του σπέρµατος, και τις ωοθήκες, οι οποίες παράγουν το ωάριο. Ο 

κόλπος συνδέεται εξωτερικά µε το αιδοίο, το οποίο αποτελείται ακολούθως από τα 

χείλη, την κλειτορίδα και την ουρήθρα. Εσωτερικά, η σύνδεση του κόλπου µε την 

µήτρα γίνεται µέσω του τραχήλου, και αυτή µε την σειρά της συνδέεται µε τις 

ωοθήκες µέσω των σαλπίγγων. Σε καθορισµένες χρονικές περιόδους, οι ωοθήκες 

απελευθερώνουν ένα ωάριο, το οποίο καταλήγει στην µήτρα, διαπερνώντας τις 

σάλπιγγες. Στην περίπτωση που το ωάριο συναντήσει το σπέρµα κατά την διάρκεια 

αυτής της πορείας, τότε πραγµατοποιείται η γονιµοποίηση. Η γονιµοποίηση συνήθως 

πραγµατοποιείται στις σάλπιγγες, αλλά σπανιότερα συµβαίνει και στην µήτρα. Το 

ζυγωτό, το οποίο δηµιουργείται από αυτήν την διαδικασία, εµφυτεύεται στο τοίχωµα 

της µήτρας, όπου και ξεκινάει η εµβρυογένεση. Όταν η ανάπτυξη του εµβρύου 

εξελιχθεί αρκετά, ώστε αυτό να µπορεί να επιβιώσει έξω από την µήτρα, τότε 

πραγµατοποιείται διεύρυνση του τραχήλου και οι ταυτόχρονες συσπάσεις της µήτρας 

προωθούν το έµβρυο προς τον κόλπο, από όπου και θα εξέλθει.  

 

 
 

Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση του θηλυκού ανθρώπινου αναπαραγωγικού 
συστήµατος και της ρύθµισής του από την υπόφυση. 
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Η δραστηριότητα του γυναικείου γεννητικού συστήµατος βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο του υποθαλάµου και της υπόφυσης, δύο µικρών αδένων που ανήκουν στο 

ενδοκρινικό σύστηµα. Από την εφηβεία και µετά ο υποθάλαµος παράγει µε κυκλικό 

τρόπο δύο ορµόνες, την FSH-RH και την LH-RH, οι οποίες ενεργούν στην υπόφυση 

διεγείροντας την έκκριση των γοναδοτροπινών ορµονών FSH και LH. Βασικός ρόλος 

των γοναδοτροπινών είναι η ρύθµιση της λειτουργίας των θηλυκών γονάδων, 

ωοθηκών, διεγείροντας κυκλικά την ανάπτυξη ορισµένων ωοθυλακίων, και την 

ωοθυλακιορρηξία. Η κατάσταση αυτή είναι γνωστή σαν “ωοθηκικός κύκλος”. Οι 

ανθρώπινες ωοθήκες είναι υπεύθυνες για την διαφοροποίηση και απελευθέρωση του 

ώριµου ωοκυττάρου στην είσοδο της σάλπιγγας και την παραγωγή των γυναικείων 

στεροειδών ορµονών (οιστρογόνα και προγεστερόνη). Με την σειρά τους οι 

στεροειδείς αυτές ορµόνες, µεταξύ άλλων, προετοιµάζουν την µήτρα για την 

εµφύτευση του εµβρύου σε περίπτωση ενδεχόµενης γονιµοποίησης, κατάσταση που 

είναι γνωστή σαν “καταµήνιος κύκλος”. 

 

1.1.1. Η Ωοθήκη 

 

1.1.1.1 Η µορφολογία της ωοθήκης 

 

 Οι ωοθήκες είναι δύο αδενικά όργανα σε σχήµα αµυγδάλου, µήκους 3-4 

εκατοστών και πλάτους περίπου 2 εκατοστών, στην ενήλικη γυναίκα. Είναι 

τοποθετηµένες συµµετρικά στο κάτω µέρος της πυελικής κοιλότητας και στις δύο 

πλευρές της µήτρας, καθεµία κάτω από την αντίστοιχη σάλπιγγα και στηρίζονται σε 

αυτήν την θέση µε διάφορους συνδέσµους. Κάθε ωοθήκη αποτελείται από τρεις 

ζώνες: (α) την περιφερική (φλοιός), που περιέχει τα αναπαραγωγικά κύτταρα, καθένα 

από τα οποία εγκλείεται σε ένα ωοθυλάκιο, (β) τον µυελό και (γ) την πύλη. Ο µυελός 

και η πύλη σχηµατίζονται κυρίως από συνδετικό ιστό και περιέχουν τα αιµοφόρα 

αγγεία που αιµατώνουν το όργανο. Ο φλοιός επενδύεται από έναν κυτταρικό χιτώνα, 

το βλαστικό επιθήλιο, κάτω από το οποίο υπάρχει µία λεπτή ινώδης µεµβράνη, 

γνωστή ως ινώδης χιτώνας. Εσωτερικά του χιτώνα αυτού βρίσκεται η φλοιώδης 

ουσία, η οποία σχηµατίζεται από πολυάριθµα κύτταρα και συνδετικές ίνες και 

περιέχει τις βασικές λειτουργικές δοµές του οργάνου, τα ωοθυλάκια (εικόνα 2). Κάθε 

ωοθυλάκιο αποτελείται από το ωοκύτταρο, τα κοκκώδη κύτταρα και τα κύτταρα 

θήκης, που το περιβάλλουν. Τα κοκκώδη και τα κύτταρα θήκης παράγουν ορµόνες 
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και άλλες ουσίες, που πραγµατοποιούν τοπική δράση και ρυθµίζουν την ανάπτυξη 

του ωαρίου και την επακόλουθη έξοδό του από την ωοθήκη. Οι συγκεκριµένες 

ορµόνες εκκρίνονται επίσης στο αίµα και δρουν στους ωαγωγούς, στη µήτρα, στον 

κολεό, στους µαστούς, στον υποθάλαµο, στην υπόφυση, στον συνδετικό ιστό, στο 

ήπαρ, στους νεφρούς και στα οστά. Πολλές από αυτές τις ενδοκρινικές δράσεις, έχει 

διαπιστωθεί ότι προάγουν την διεργασία της αναπαραγωγής.     

 

 
 

Εικόνα 2. Βιοψία της ανθρώπινης ωοθήκης στην οποία παρουσιάζονται το ωάριο και 
οι βασικές λειτουργικές δοµές του οργάνου (πρωτογενές και ώριµο ωοθυλάκιο). 
 

 

1.1.1.2. Η Φυσιολογία τη ωοθήκης 

 

Κάθε ωοθηκικός κύκλος επιφέρει κάποιες χαρακτηριστικές διακυµάνσεις των 

επιπέδων των ωοθηκικών στεροειδών ορµονών, των οιστρογόνων και της 

προγεστερόνης, οι επιδράσεις των οποίων γίνονται αισθητές σε όλο τον οργανισµό 

και ιδιαιτέρως στην µήτρα (εικόνα 3). Εκ των πραγµάτων, η µήτρα είναι υπεύθυνη 

για την υποδοχή του προϊόντος της ενδεχόµενης γονιµοποίησης και σε αντιστοιχία µε 

κάθε ωοθηκικό κύκλο, πρέπει να προετοιµαστεί για µια τέτοια πιθανότητα.   

Κάθε καταµήνιος κύκλος υποδιαιρείται σε τρεις φάσεις: Η ωοθυλακική φάση 

ξεκινάει µε την έναρξη της εµµηνορρυσίας και διαρκεί 15 περίπου ηµέρες. 

Ακολουθεί η φάση της ωοθυλακιορρηξίας διάρκειας 1-3 ηµερών και τελευταία είναι 

η ωχρινική φάση 13-14 ηµερών, η οποία τελειώνει µε την έναρξη της επόµενης 
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εµµηνορρυσίας. Οι βασικοί ρυθµιστές του κύκλου είναι οι γοναδοτροπίνες, FSH και 

LH, η παραγωγή των οποίων µεταβάλλεται ανάλογα µε την φάση. Συγκεκριµένα, τα 

επίπεδα των FSH και LH στο πλάσµα είναι ιδιαίτερα χαµηλά λίγο πριν την έναρξη 

της ωοθυλακικής φάσης. Η συγκέντρωση της FSH στο πλάσµα αρχίζει να αυξάνει 

σταδιακά λίγο πριν την έναρξη της εµµηνορρυσίας, µία αύξηση που διατηρείται κατά 

το πρώτο µισό της ωοθυλακικής φάσης.  Η αύξηση της συγκέντρωσης της LH 

ξεκινάει λίγο αργότερα αλλά συνεχίζει σε όλη την διάρκεια της ωοθυλακικής φάσης, 

ενώ τα επίπεδα της FSH κατέρχονται στο δεύτερο µισό της φάσης αυτής. Ανάλογη 

αύξηση παρατηρείται και στα επίπεδα της οιστραδιόλης, η παραγωγή της οποίας 

κορυφώνεται λίγο πριν την φάση της ωοθυλακιορρηξίας. Η κορύφωση αυτή 

συνεπάγεται την µείωση των επιπέδων της FSH, ενώ η LH συνεχίζει να αυξάνεται. 

Την ίδια περίοδο παρατηρείται και αύξηση των επιπέδων της προγεστερόνης. Η φάση 

της ωοθυλακιορρηξίας που ακολουθεί χαρακτηρίζεται από µία µεγάλη παροδική 

κορύφωση των επιπέδων της LH (αιχµή της LH) του πλάσµατος, που συνοδεύεται 

από µία µικρότερη κορύφωση της FSH. Σαφείς ενδείξεις οδηγούν στην υπόθεση ότι η 

απότοµη αύξηση των επιπέδων των γοναδοτροπινών ρυθµίζεται τόσο από τις 

ωοθήκες, όσο και από την λειτουργία της υπόφυσης.  Κατά την ωχρινική φάση, η 

αρνητική ανάδραση από το ωχρό σωµάτιο προκαλεί πτώση των επιπέδων των FSH 

και LH, τα οποία φτάνουν στο κατώτατο σηµείο τους κατά το τέλος της φάσης αυτής. 

Χαρακτηριστικό της ωχρινικής φάσης είναι η εξαιρετική αύξηση της προγεστερόνης 

και της οιστραδιόλης, που προέρχονται από το ωχρό σωµάτιο. Εάν δεν 

πραγµατοποιηθεί γονιµοποίηση, το ωχρό σωµάτιο εκφυλίζεται, οι συγκεντρώσεις 

προγεστερόνης και οιστραδιόλης µειώνονται δραστικά, αυξάνεται η έκκριση της FSH 

και ξεκινάει η επόµενη εµµηνορρυσία.   
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Εικόνα 3. Σχηµατική απεικόνιση της φυσιολογίας ενός τυπικού καταµήνιου κύκλου 
διάρκειας 28 ηµερών. Από πάνω προς τα κάτω απεικονίζονται οι διακυµάνσεις στα 
επίπεδα των γοναδοτροπινών στο πλάσµα, τα επίπεδα των στεροειδών ορµονών της 
ωοθήκης στο πλάσµα, οι διαδοχικές µεταβολές κατά την ανάπτυξη των ωοθυλακίων 
και οι µεταβολές του ενδοµητρίου.     
 

 

1.1.1.3. Ανάπτυξη των ωοθυλακίων      

 

Την στιγµή της γέννησης, οι φυσιολογικές ανθρώπινες ωοθήκες περιέχουν 

αρκετές χιλιάδες πρωτογενή ωοθυλάκια, καθένα από τα οποία φιλοξενεί ένα 

πρωτογενές ωοκύτταρο (Grazul-Bilska et al. 1997). Αυτά δηµιουργούνται κατά την 

εµβρυϊκή ζωή και αµέσως µετά τον σχηµατισµό τους η µειωτική διαίρεση 

διακόπτεται στο στάδιο της διπλοταινίας. Από την εφηβεία και µετά, υπό την 

επίδραση των γοναδοτροπινών, ξεκινάει η σταδιακή ωρίµανση των ωοθυλακίων 

µέσω αρχέγονων, πρωτογενών και δευτερογενών σταδίων. Συνήθως µόνο ένα 
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ωοθυλάκιο ολοκληρώνει την διαδικασία της ωρίµανσης, το κυρίαρχο ωοθυλάκιο 

(Εικόνα 4). 

  

 
  

Εικόνα 4. Απλοποιηµένη απεικόνιση της ωοθήκης. (α) Στο εσωτερικό του οργάνου 
παρουσιάζονται τα στάδια ωρίµανσης των ωοθυλακίων και του ωχρού σωµατίου. (b) 
Αρχέγονο ωοθυλάκιο, το οποίο περιέχει το αρχέγονο γενετικό κύτταρο και 
περιβάλλεται από µία στοιβάδα κυττάρων. (c) Πρωτογενές ωοθυλάκιο που 
περιβάλλεται από µία απλή στοιβάδα κοκκωδών κυττάρων και περιέχει το 
πρωτογενές ωοκύτταρο. (d) ∆ευτερογενές ωοθυλάκιο, στο οποίο έχει ήδη 
σχηµατιστεί η κοιλότητα του άντρου και το οποίο περιβάλλεται από πολυάριθµες 
στοιβάδες κοκκωδών κυττάρων.      

 
 

Στον άνθρωπο, τα ωοθυλάκια διατηρούνται ανενεργά για αρκετά χρόνια στο 

στάδιο της διπλοταινίας, περιβαλλόµενα από µία µονή στοιβάδα κοκκωδών κυττάρων 

ατρακτοειδούς σχήµατος. Καθώς τα κύτταρα αυτά διαιρούνται σχηµατίζουν σταδιακά 

αρκετές στοιβάδες γύρω από το ωοκύτταρο και το σύµπλεγµα µετατρέπεται σε 

δευτερογενές ωοθυλάκιο, το οποίο έχει διάµετρο έως 150 µm. Το δεύτερο στάδιο 

ανάπτυξης των ωοθυλακίων ξεκινάει µε την έναρξη του καταµήνιου κύκλου, κατά 

τον οποίο πραγµατοποιείται σταδιακή ωρίµανση ενός µικρού αριθµού δευτερογενών 

ωοθυλακίων. Στα στάδιο αυτό δηµιουργείται στο εσωτερικό των ωοθυλακίων µία 
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κοιλότητα, η οποία περιέχει θυλακιακό υγρό και ονοµάζεται άντρο. Το υγρό του 

άντρου περιέχει ένα πολυσύνθετο σύµπλεγµα ουσιών, οι οποίες είτε εκκρίνονται από 

τα κοκκώδη και τα κύτταρα θήκης, είτε µεταφέρονται από το πλάσµα διαµέσου του 

κυτταροπλάσµατος. Εντούτοις, µόνο µερικά από τα ωοθυλάκια αυτά θα αναπτυχθούν 

και θα ωριµάσουν, µέσω µιας διαδικασίας που ελέγχεται από αρκετούς ενδοκρινείς 

και παρακρινείς παράγοντες. Καθώς τα κοκκώδη κύτταρα συνεχίζουν να 

πολλαπλασιάζονται, η διάµετρος του ωοθυλακίου αυξάνεται και φτάνει τα 2-5 mm 

και σχηµατίζεται το προωοθυλακιορρηκτικό ή γραφιανό ωοθυλάκιο. Το ωοκύτταρο 

µετατοπίζεται σε µία έκκεντρη θέση, ενώ τα κύτταρα θήκης σχηµατίζουν δύο 

διακριτές στοιβάδες, την έσω και την έξω θήκη.  

Στο τελευταίο στάδιο ανάπτυξης των ωοθυλακίων ένα από αυτά θα επιλεγεί 

για να ολοκληρώσει τελικά τον κύκλο ωρίµανσης και θα µετατραπεί σε κυρίαρχο 

ωοθυλάκιο. Αυτό υφίσταται ταχεία ανάπτυξη και φτάνει σε διάµετρο τα 10-20 mm, 

που οφείλεται στην µεγέθυνση των κοκκωδών κυττάρων και στην αυξηµένη 

παραγωγή υγρού µέσα στο άντρο. Η κοιλότητα του άντρου στο στάδιο αυτό 

επικαλύπτεται από αρκετές στοιβάδες κοκκωδών κυττάρων, τα οποία συνηθίζονται 

να λέγονται κοκκώδης µεµβράνη (membrana granulosa) και περιβάλλονται από µία 

βασική µεµβράνη και εξωτερικές στοιβάδες κυττάρων θήκης, προερχόµενα από το 

στρώµα, τα οποία παράγουν τα στεροειδή (McGee & Hsueh, 2000).  H κοκκώδης 

µεµβράνη θεωρείται ένα ψευδο-επιθήλιο που η µία στοιβάδα του µόνο εφάπτεται 

στην βασική µεµβράνη, ενώ οι υπόλοιπες βρίσκονται σε συνεχή επαφή µε το 

ωοκύτταρο. Σε µετέπειτα στάδια της ωρίµανσής του, το κυρίαρχο ωοθυλάκιο παράγει 

συνεχώς αυξανόµενες ποσότητες οιστραδιόλης. Η παραγόµενη ορµόνη επιδρά στο 

ενδοµήτριο, ώστε να πραγµατοποιηθεί αναγέννησή του και συµβάλλει στην 

µετατροπή της τραχηλικής βλέννας. Η ποσοτική αύξηση της οιστραδιόλης παρέχει 

επίσης το βασικό ερέθισµα για την πραγµατοποίηση της αιχµής της ωχρινοποιητικής 

ορµόνης (LH), γεγονός που συντελεί στην ολοκλήρωση της ωρίµανσης του 

κυρίαρχου ωοθυλακίου, ενώ ταυτόχρονα προκαλεί την ρήξη του και την 

απελευθέρωση του ωοκυττάρου (ωοθυλακιορρηξία) στην περιτοναϊκή κοιλότητα. Στο 

σηµείο αυτό ολοκληρώνεται η αρχική µειωτική διαίρεση του ωοκυττάρου. Το ένα 

από τα παραγόµενα ωοκύτταρα ελευθερώνεται µέσα στον ωαγωγό (σάλπιγγα), ενώ το 

άλλο καταστρέφεται. Η είσοδος του σπερµατοζωαρίου στην σάλπιγγα ολοκληρώνει 

την δεύτερη µειωτική διαίρεση, µε αποτέλεσµα την δηµιουργία του απλοειδούς 

ωαρίου. Η ωοθυλακιορρηξία πραγµατοποιείται την 14η ηµέρα ενός καταµήνιου 
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κύκλου 28 ηµερών. Τα υπόλοιπα ωοθυλάκια υφίστανται ατρησία µέσα στις ωοθήκες, 

η πραγµατοποίηση της οποίας απαιτεί τον κυτταρικό θάνατο ή απόπτωση των 

κοκκωδών και των κυττάρων θήκης (Markstrom et al., 2002; Reynaud & Driancourt, 

2000; Hsueh et al., 1994). Η τύχη κάθε ωοθυλακίου καθορίζεται από ένα πλήθος 

ενδοκρινικών και παρακρινικών παραγόντων  (Gougeon, 1996).  

∆οµικές αλλαγές των κοκκωδών και των κυττάρων θήκης ακολουθούν την 

απελευθέρωση του ωαρίου, ενώ τα υπολείµµατα του ρηχθέντος ωοθυλακίου, υπό την 

επίδραση της LH, σχηµατίζουν µία άλλη ενδοκρινή µονάδα µε αυξηµένη αγγείωση, 

το ωχρό σωµάτιο, που τα κύρια συστατικά του είναι τα κοκκώδη κύτταρα (Εικόνα 5).  

Το υπόλοιπο ωχρό σωµάτιο αποτελείται από ωχρινοποιηθέντα κύτταρα θήκης, τα 

οποία διατάσσονται σε αναδιπλώσεις κατά µήκος της εξωτερικής επιφάνειας. Η 

διαδικασία αυτή είναι γνωστή σαν ωχρινοποίηση, αρχίζει λίγο πριν από την 

ωοθυλακιορρηξία και επιταχύνεται αρκετά µε την έξοδο του ωοκυττάρου από το 

ωοθυλάκιο. Κατά την διαδικασία αυτή η βασική µεµβράνη εξαφανίζεται, επιρέποντας 

την είσοδο αγγείων για την άµεση αιµάτωση των κοκκωδών κυττάρων. Παράλληλα 

µε τις δοµικές τροποποιήσεις, τα κύτταρα του ωοθυλακίου υφίστανται και βιοχηµικές 

αλλαγές. Υπό την συνεχή επίδραση της ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH) τα κύτταρα 

αυτά αυξάνουν σε µέγεθος και συσσωρεύουν λιπίδια και µία κίτρινη χρωστική, την 

ωχρίνη. Η βασική ορµόνη που παράγει το ωχρό σωµάτιο είναι η προγεστερόνη, η 

οποία επάγει την πραγµατοποίηση των αναγκαίων τροποποιήσεων του ενδοµητρίου 

που απαιτούνται για την δηµιουργία του δεκτικού σταδίου, κατά το οποίο 

εµφυτεύεται το έµβρυο.  

Η συνολική διάρκεια ζωής του ωχρού σωµατίου είναι µικρή. Σε περίπτωση 

που δεν επέλθει σύλληψη υφίσταται υποπλασία σε χρονικό διάστηµα δύο εβδοµάδων 

και δηµιουργεί ένα ινώδες, ορµονικά ανενεργό κατάλοιπο. Κατά την διάρκεια της 

παλινδρόµησης του ωχρού σωµατίου, που είναι γνωστή σαν ωχρινόλυση, τα κοκκώδη 

κύτταρα και τα κύτταρα θήκης υφίστανται απόπτωση, µέσω ενός µηχανισµού που 

ελέγχεται από ποικίλους παράγοντες (Makrigiannakis et al., 2000a, Rolaki et al., 

2005). Σε περίπτωση που πραγµατοποιηθεί σύλληψη και επιτυχής εµφύτευση του 

εµβρύου, η διάρκεια ζωής του ωχρού σωµατίου επιµηκύνεται για 8-12 εβδοµάδες. Η 

κατάσταση αυτή αποτελεί ένα πολύ κρίσιµο στάδιο για την διατήρηση της 

εγκυµοσύνης, εφόσον το ωχρό σωµάτιο είναι η βασική πηγή στεροειδών ορµονών, οι 

οποίες είναι απαραίτητες για την υποστήριξη της κύησης. Η παρατεταµένη διάρκεια 

ζωής του ωχρού σωµατίου επιτυγχάνεται µε την παραγωγή, από την τροφοβλάστη, 
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της ανθρώπινης ορµόνης χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG) (Neil et al., 1969), η οποία 

είναι µία γλυκοπρωτεΐνη οµόλογη της ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH). Αρκετοί από 

τους βιοχηµικούς και ενδοκρινικούς παράγοντες που χαρακτηρίζουν την δηµιουργία 

και την παλινδρόµηση του ωχρού σωµατίου έχουν ήδη αποσαφηνιστεί 

(Makrigiannakis et al., 2000, Walz et al., 2005). Παρόλα αυτά οι µοριακοί µηχανισµοί 

που εµπλέκονται στην µετανάστευση και επιβίωση των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 

κυττάρων (GCs) και οι ενδοκρινείς / παρακρινείς µηχανισµοί µέσω των οποίων η 

ωχρινοποιητική ορµόνη και η ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη δρουν στα κοκκώδη 

κύτταρα κατά την µετατροπή του ωοθυλακίου σε ωχρό σωµάτιο δεν έχουν απόλυτα 

διευκρινιστεί. 

 

 
 

 
Εικόνα 5. Η επιλογή του κυρίαρχου ωοθυλακίου και η ανάπτυξη του ωχρού 
σωµατίου. (Α) Σε κάθε ωοθηκικό κύκλο µόνο ένα ωοθυλάκιο ολοκληρώνει την 
διαδικασία ανάπτυξής του και επιλέγεται για την ωοθυλακιορρηξία. Από τα 
υπολείµµατα του ρηχθέντος ωοθυλακίου σχηµατίζεται το ωχρό σωµάτιο. (Β) 
Απεικόνιση ενός ώριµου ωχρού σωµατίου, όπου διακρίνονται το µέγεθος και η 
αυξηµένη του αγγείωση.   

 

 

 10



  Εισαγωγή 

 
1.2. Κυτταρικός θάνατος 

 

Ο κυτταρικός θάνατος, ο πολλαπλασιασµός και η διαφοροποίηση αποτελούν 

κρίσιµες  διεργασίες στον κύκλο ζωής των κυττάρων. Ο κυτταρικός πληθυσµός κάθε 

ζώντος οργανισµού βρίσκεται υπό συνεχή έλεγχο µέσω της δυναµικής ισορροπίας 

µεταξύ πολλαπλασιασµού και κυτταρικού θανάτου. Πριν από µία δεκαετία περίπου 

διαπιστώθηκε η σηµασία ενός νέου είδους κυτταρικού θανάτου, ο οποίος ελέγχεται 

από τα ίδια τα κύτταρα (Kerr et al., 1972) και στον οποίο δόθηκε το όνοµα απόπτωση 

ή προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος.  

 

1.2.1 Νέκρωση  

 

Προτού δηµιουργηθεί το αυξηµένο αυτό ενδιαφέρον για τον κυτταρικό 

θάνατο, οι επιστήµονες όριζαν την διαδικασία αυτή σαν µία παθολογική διεργασία, η 

οποία συνέβαινε τυχαία στο κύτταρο, όταν αυτό δεχόταν βλαπτικές επιδράσεις από το 

περιβάλλον του (Wyllie et al., 1981).  Η διαδικασία αυτή ήταν γνωστή σαν νέκρωση 

και αποτελούσε µη επιθυµητή κατάληξη για ένα κύτταρο. Ένα κύτταρο που 

υφίσταται νέκρωση παρουσιάζει διακριτά βιοχηµικά και µορφολογικά 

χαρακτηριστικά (Festjens et al., 2006). Αρχικά, στο κύτταρο παρατηρείται διόγκωση 

του κυτταροπλάσµατος και των µιτοχονδρίων, ενώ ο πυρήνας διατηρείται σχετικά 

ανέπαφος. Οι µορφολογικές αυτές αλλαγές οδηγούν στην αποδιάταξη των οργανιδίων 

του κυττάρου και στην διάρρηξη της πλασµατικής µεµβράνης, επιτρέποντας την 

διάχυση του κυτταρικού περιεχοµένου στον εξωκυττάριο χώρο (Εικόνα 6). Η 

διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται λόγω απώλειας της εκλεκτικής διαπερατότητας 

της µεµβράνης, η οποία συνεπάγεται την είσοδο µεσοκυττάριου υγρού στο εσωτερικό 

του κυττάρου, µε αποτέλεσµα αυτό να διογκώνεται και να λύεται. Τα διαχεόµενα 

κυτταρικά συστατικά ενεργοποιούν τοπικές φλεγµονικές αντιδράσεις και συνήθως 

ένα ποσοστό παρακείµενων κυττάρων βλάπτεται και νεκρώνεται.     

 

 11



  Εισαγωγή 

 

 
 

Εικόνα 6. Οι βασικές µορφολογικές διαφορές του κυττάρου κατά τις διαδικασίες του 
νεκρωτικού και του αποπτωτικού θανάτου. Κατά τη νέκρωση το κύτταρο αυξάνει σε 
όγκο, η κυτταρική µεµβράνη διαρρηγνύεται και το κυτταρικό περιεχόµενο, που 
διαχέεται στον µεσοκυττάριο χώρο, προκαλεί φλεγµονική αντίδραση. Αντίθετα, κατά 
την απόπτωση το κυτταρικό περιεχόµενο διατηρείται στα αποπτωτικά σωµάτια, χωρίς 
να βλάπτονται τα παρακείµενα κύτταρα.     
 

 

1.2.2 Απόπτωση 

 

Περαιτέρω µελέτες οδήγησαν στην αποδοχή της υπόθεσης ότι η απόπτωση 

αποτελεί µία φυσιολογική διαδικασία στην ζωή κάθε κυττάρου και πραγµατοποιείται 

σε δύο διακριτά στάδια (Εικόνα 7). Αρχικά, παρατηρείται στο εσωτερικό του 

κυττάρου κυτταροπλασµατική συµπύκνωση συνοδευόµενη και από µία πυρηνική, η 

οποία οφείλεται πιθανώς στην ανακατανοµή της χρωµατίνης. Παράλληλα, 

ενεργοποιούνται ενδογενείς ενδονουκλεάσες, οι οποίες φτάνουν µεταξύ των 

νουκλεοσωµάτων του DNA και καταφέρνουν να τεµαχίσουν το γονιδίωµα σε 

πολλαπλάσια των 180 kb. Η απώλεια αυτή της ακεραιότητας του DNA αποτελεί ένα 

από τα βασικότερα χαρακτηριστικά των αποπτωτικών κυττάρων (Tilly, 1996). Το 

κύτταρο στην συνέχεια διαρρηγνύεται, σχηµατίζοντας µερικά µεµβρανο-συνδεόµενα 

τµήµατα, κάθε ένα από αυτά περιέχει έναν αριθµό δοµικά ανέπαφων οργανιδίων. 

Κατά το δεύτερο στάδιο, τα σχηµατιζόµενα τµήµατα, τα οποία είναι γνωστά ως 

αποπτωτικά κυστίδια, φαγοκυτταρώνονται από γειτονικά υγιή κύτταρα και τελικά 

αποδιατάσσονται ολοκληρωτικά. Η παραπάνω διαδικασία παρατηρείται σε έναν 
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µεγάλο αριθµό υγιών ή νεοπλασµατικών ιστών, χωρίς η εµφάνισή του να εξαρτάται 

άµεσα από την ηλικία των κυττάρων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Εικόνα 7. Οι µορφολογικές αλλαγές του κυττάρου κατά την αποπτωτική διαδικασία. 
Στον πυρήνα διακρίνεται η συµπύκνωση της χρωµατίνης, που αποτελεί βασικό 
χαρακτηριστικό του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου.  

 

 

 

Μέχρι σήµερα, η διαδικασία του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου 

θεωρείται ένας σηµαντικός µηχανισµός άµυνας ενάντια σε κύτταρα  ή τµήµατα ιστών 

που δεν είναι απαραίτητα πλέον ή που θα µπορούσαν να προκαλέσουν βλάβες στον 

οργανισµό. Τέτοιου είδους κύτταρα θα µπορούσαν, για παράδειγµα να θεωρηθούν τα 

self-reactive λεµφοκύτταρα  ή ακόµα και παθογόνα ή ογκογόνα κύτταρα (Wyllie, 
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1992). Επιτυγχάνεται µε αυτόν τον τρόπο η διατήρηση σταθερού του αριθµού των 

κυττάρων ενός ιστού, όπως στην περίπτωση των κυττάρων του αίµατος, τα οποία 

αντικαθίστανται ταχύτατα και ταυτόχρονα αποµακρύνονται κύτταρα που έχουν 

επιτελέσει το ρόλο τους κατά την διαδικασία της ανάπτυξης, όπως οι µη σωστά 

προσδεδεµένοι νευρώνες κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος. Παρά τις 

ευεργετικές δράσεις του µηχανισµού αυτού όµως, µία λανθασµένη ενεργοποίησή του 

θα µπορούσε να οδηγήσει στην παθογένεση του καρκίνου, αυτοάνοσων νοσηµάτων 

(Αmeisen et al., 2003), νευροεκφυλιστικών παθήσεων, όπως είναι η νόσος του 

Alzheimer ή του Parkinson (Jenner, 1989) ή ακόµα και ανθεκτικότητα σε 

χηµειοθεραπείες (Barr and Tomei, 1994; Kerr and Winterford, 1994; Vinatier et al., 

1996). Το σηµαντικότερο χαρακτηριστικό του αποπτωτικού µηχανισµού είναι η 

εξολόθρευση κυττάρων αποφεύγοντας την ενεργοποίηση τοπικών φλεγµονικών 

αντιδράσεων, οι οποίες ενδεχοµένως θα προκαλούσαν την βλάβη παρακείµενων 

κυττάρων.  

Η διαδικασία του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου αποτελεί επίσης 

απαραίτητη προϋπόθεση για την φυσιολογική ανάπτυξη του πολλυκύτταρου 

οργανισµού. Έχει παρατηρηθεί απόπτωση κατά την ανάπτυξη του γαστρεντερικού 

σωλήνα (Williams and Bell, 1991), ενώ µεγάλος αριθµός νευρώνων πεθαίνει σε 

περίπτωση που πραγµατοποιήσουν λανθασµένες συνάψεις στο αναπτυσσόµενο 

νευρικό σύστηµα (Kimura and Truman, 1990). Κυτταρικός θάνατος έχει επίσης 

παρατηρηθεί και κατά την ανάπτυξη των άκρων (Antalikova et al., 1989).  

Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος είναι πιθανό να προκληθεί από µία 

ποικιλία ερεθισµάτων. Μερικά από αυτά είναι δυνατόν να προκαλέσουν την 

απόπτωση οποιουδήποτε κυττάρου, ενώ οι περισσότεροι αποπτωτικοί παράγοντες 

δρουν επιλεκτικά (Rich et al., 2000). Είναι εντυπωσιακό το γεγονός ότι οι ίδιοι 

αναστολείς πρωτεϊνικής σύνθεσης ή σύνθεσης mRNA είναι δυνατόν να µην 

επηρεάζουν κάποιους κυτταρικούς τύπους (Batisatatou and Greene, 1993), ενώ 

προκαλούν απόπτωση κυττάρων διαφορετικού τύπου (Vaux and Weissman, 1993; 

Lewis et al., 1995). Πολλά παρακρινικά, ενδοκρινικά ή αυτοκρινή µόρια έχουν την 

δυνατότητα είτε να επάγουν την απόπτωση είτε να σώζουν τα κύτταρα µε άµεσο 

τρόπο ή µέσω µεταγραφής νέων γονιδίων (Vaskivuo and Tapanainen, 2003). Η 

αποφυγή του θανάτου σε κάθε περίπτωση απαιτεί την παρουσία παραγόντων 

επιβίωσης. Η έλλειψη επαρκών συγκεντρώσεων αντι-αποπτωτικών µορίων οδηγεί 
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στην ενεργοποίηση των µηχανισµών απόπτωσης και τελικά στον κυτταρικό θάνατο 

(Conlon and Raff, 1999).     

Οι πολυάριθµες µελέτες που αφορούν αποπτωτικούς µηχανισµούς έχουν 

προωθήσει σε µεγάλο βαθµό τις γνώσεις µας στον τοµέα αυτόν. Σήµερα, είναι 

γνωστό ότι η διαδικασία της απόπτωσης των κυττάρων πραγµατοποιείται µέσω δύο 

διακριτών µονοπατιών (Εικόνα 8): 1. Το ενδογενές (µιτοχονδριακό ή του στρες) 

µονοπάτι, το οποίο σχετίζεται µε την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C από τα 

µιτοχόνδρια (Green and Reed, 1998), όταν δωθεί το κατάλληλο ερέθισµα (Ashe and 

Berry, 2003). Το κυτόχρωµα C προσδένεται στον παράγοντα επαγωγής της 

απόπτωσης (Apoposis-activating factor, Apaf1) και στην προ-κασπάση 9, 

δηµιουργώντας ένα πρωτεολυτικό σύµπλοκο (αποπτώσωµα). Το αποπτώσωµα αυτό 

ενεργοποιεί ακολούθως συγκεκριµένες κασπάσες (π.χ. τις κασπάσες 3, 6 και 7), οι 

οποίες ρυθµίζουν περαιτέρω κινάσες, πρωτεϊνικούς υποδοχείς και πυρηνικούς 

παράγοντες, επηρεάζοντας µε αυτόν τον τρόπο τον κυτταρικό θάνατο (Carragher et 

al., 2001; Wolf and Green, 1999). Η Smac-diablo και ο παράγοντας επαγωγής της 

απόπτωσης (apoptosis-inducing factor, AIF), απελευθερώνονται επίσης από τα 

µιτοχόνδρια και αναστέλλουν τον αναστολέα της απόπτωσης (inhibitor of apoptosis 

proteins, IAP) (Verhagen et al., 2000). Στο ενδογενές µονοπάτι, η αλληλεπίδραση 

µεταξύ προ- και αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών της Bcl-2 οικογένειας ρυθµίζει την 

έναρξη ή αναστολή της απόπτωσης. Τέτοιες πρωτεΐνες είναι η Bcl-2, Bcl-xl και η 

Bcl-w, οι οποίες δρουν ως αντι-αποπτωτικοί παράγοντες και η Bax, Bad, Bim, Bid 

και Bok, που επάγουν την απόπτωση. 2. Το εξωγενές µονοπάτι, που ενεργοποιείται 

µε την διέγερση της κυτταρικής µεµβράνης από κατάλληλα ερεθίσµατα. Η διέγερση 

δηµιουργείται από την πρόσδεση ειδικών µορίων-προσδετών σε µεµβρανικούς 

υποδοχείς θανάτου (death receptors, DRs). Οι πιο γνωστοί από από τους υποδοχείς 

αυτούς είναι ο Fas, ο TRAIL και ο TNF. Ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο, οι DR 

µπορούν να ενεργοποιήσουν το ERK, το JNK ή το NFkB σηµατοδοτικό µονοπάτι 

(Strasser et al., 2000). Συνήθως, η πρόσδεση στους DR ενεργοποιεί την κασπάση 8, 

µέσω µίας άλλης πρωτεΐνης, της FADD (Fas associated death domain protein). Η 

ενεργοποιηµένη κασπάση 8, µε την σειρά της, ενεργοποιεί την κασπάση 3 ή τεµαχίζει 

την αποπτωτική Bid πρωτεΐνη, η οποία αλληλεπιδρά µε τις Bax και Bak πρωτεΐνες, 

προκειµένου να δηµιουργήσουν έναν πόρο στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, 

από όπου θα εξέλθει το κυτόχρωµα C. Η διαδικασία αυτή επάγει εν συνεχεία την 
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έναρξη διαδικασιών του ενδογενούς µονοπατιού (αναλύθηκε παραπάνω) (Muzio et 

al., 1998; Hengartner, 2000).    

 

 
 

Εικόνα 8. Τα κύρια αποπτωτικά µονοπάτια. 1. Το εξωγενές µονοπάτι που 
ενεργοποιείται µε την πρόσδεση ουσιών στους υποδοχείς θανάτου. 2. Το ενδογενές 
µονοπάτι, που σχετίζεται µε την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος C από τα 
µιτοχόνδρια. Όπως φαίνεται, τα δύο µονοπάτια δεν είναι ανεξάρτητα µεταξύ τους.  
 

 

1.2.2.1 Απόπτωση στην ωοθήκη  

       

Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος είναι εξαιρετικής σηµασίας σε 

τρεις βασικές λειτουργίες που πραγµατοποιούνται στο εσωτερικό των ωοθηκών: (Ι) 

στην εµβρυϊκή µείωση των γαµετικών κυττάρων, (ΙΙ) στην ατρησία των ωοθυλάκιων 

και (ΙΙΙ) στην παλινδρόµηση του ωχρού σωµατίου ή ωχρινόλυση. 
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Ι. Απόπτωση γαµετικών κυττάρων 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, ο µέγιστος αριθµός γαµετικών κυττάρων υφίσταται 

στην ωοθήκη 4-5 εβδοµάδες µετά την σύλληψη και στην συνέχεια µειώνεται µέχρι 

την γέννηση από 8.3 x 106 σε 1-2.3 x 106, µέσω µιας διαδικασίας που είναι γνωστή 

ως φθορά, ¨attrition¨, (Reynaud and Driancourt, 2000). Μελέτες σε εµβρυϊκές 

ωοθήκες ποντικών απέδειξαν ότι το φαινόµενο αυτό πραγµατοποιείται in vivo µέσω 

απόπτωσης (Coucouvanis et al. 1993). Στην ανθρώπινη ωοθήκη έχει βρεθεί ότι την 

13η εβδοµάδα της κύησης 10% όλων των ωοκυττάρων είναι αποπτωτικά (Vaskivuo et 

al., 2001). Από την 14η µέχρι την 20η εβδοµάδα ο ρυθµός απόπτωσης είναι εξαιρετικά 

υψηλός και κυµαίνεται από 11-17%. Στην συνέχεια, ο αριθµός των αποπτωτικών 

κυττάρων µειώνεται σταδιακά, παρουσιάζοντας την µεγαλύτερη µείωση το τελευταίο 

τρίµηνο της κύησης. Πρόσφατες έρευνες απέδειξαν ότι το ποσοστό των αποπτωτικών 

κυττάρων στις εβδοµάδες 23 (2.8%), 27 (5.7%) και 31 (3.8%) είναι κατά πολύ 

µικρότερο από αυτό που παρατηρήθηκε σε έµβρυα λιγότερων εβδοµάδων (Abir et al., 

2002), ενώ δεν ανιχνεύονται αποπτωτικά κύτταρα κατά την στιγµή της γέννησης 

(Vaskivuo and Tapanainen, 2002). Ο αυξηµένος ρυθµός απόπτωσης που 

παρατηρείται στις εµβρυϊκές ωοθήκες οδήγησε στην υπόθεση ότι τα ανθρώπινα 

ωοκύτταρα πεθαίνουν σύµφωνα µε ένα προσχεδιασµένο γενετικό πρόγραµµα 

(Vaskivuo et al., 2001). Εξάλλου, ο εκφυλισµός των ωοκυττάρων και ο 

πολλαπλασιασµός των αρχέγονων γαµετικών κυττάρων αποτελούν κρίσιµες 

διαδικασίες για τον καθορισµό του αριθµού των ωοκυττάρων την στιγµή της 

γέννησης.  Για τον λόγο αυτό πολυάριθµες µελέτες έχουν ασχοληθεί µε τους 

µηχανισµούς που εµπλέκονται στις συγκεκριµένες διαδικασίες (DeFelici et al., 2005).   

 

ΙΙ. Ατρησία ωοθυλακίων 

Βασικό χαρακτηριστικό της έναρξης ανάπτυξης των ωοθυλακίων αποτελεί η 

µετάβαση των αρχέγονων γαµετικών κυττάρων από την ανενεργή στην ενεργητική 

(αναπτυξιακή)  φάση. Πολλοί διαφορετικοί παράγοντες ελέγχουν την πολύπλοκη 

αυτή διαδικασία, συµπεριλαµβανοµένου του ίδιου του ωοκυττάρου, των σωµατικών 

κυττάρων που το περιβάλλουν και κάποιων τοπικών ορµονών. Επιπλέον, η 

επανεκκίνηση της µειωτικής διαίρεσης και η µετάβαση στην µετάφαση ΙΙ (ωρίµανση 

του πυρήνα)  αποτελούν εξαιρετικής σηµαντικότητας διαδικασίες στον έλεγχο της 

ωοθυλακιακής ανάπτυξης. Τα κύτταρα του ωοθυλακίου, έχει αποδειχτεί ότι προάγουν 

την ικανότητα τoυ ωοκυττάρου για γονιµοποίηση και κυτταροπλασµατική ωρίµανση 
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(Eppig, 2001). Τα κοκκώδη κύτταρα συµµετέχουν στην καταστολή της µεταγραφής, 

που συµβαίνει στο ωοκύτταρο λίγο πριν την πυρηνική ωρίµανση (De la Fuente and 

Eppig, 2001). 

Ένας µικρός µόνο αριθµός ωοθυλακίων θα φτάσει τελικά στο στάδιο της 

ωρίµανσης κατά την διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής της γυναίκας. Η 

πλειοψηφία, όπως έχει ήδη αναφερθεί, αποδιατάσσεται µέσω µίας διαδικασίας, 

γνωστή σαν ατρησία (Εικόνα 9). Η απόπτωση των κυττάρων του ωοθυλακίου και 

ιδιαίτερα των κοκκωδών κυττάρων έχει αποδειχτεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

πραγµατοποίηση της ατρησίας (Markstrom et al., 2002), και εξαρτάται από τις 

διαδικασίες µεταγραφής και πρωτεϊνικής σύνθεσης. Πολλαπλές µελέτες τα τελευταία 

χρόνια ασχολήθηκαν µε την απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων και την σηµασία της 

στην διαδικασία της ατρησίας. Το αποπτωτικό µονοπάτι βρέθηκε ότι ελέγχεται από 

πολλούς διαφορετικούς αναπτυξιακούς παράγοντες, όπως ο EGF, ο IGF, ο bFGF και 

η ινσουλίνη (Tilly et al., 1992; Chun et al., 1994), όµως ο µηχανισµός ρύθµισης 

φαίνεται ιδιαίτερα περίπλοκος. Θεωρείται ότι η πρόσδεση των αναπτυξιακών µορίων 

στους υποδοχείς τους, ενεργοποιεί είτε το P13Κ (phosphoinositide 3΄-OH kinase) είτε 

το MAPK (mitogen-activated protein kinase) µονοπάτι, τα οποία καταστέλλουν την 

απόπτωση (Quirk et al., 2003). 

 

 
Εικόνα 9. Μικροφωτογραφία ενός άτρητου ωοθυλακίου. 

 

ΙΙΙ. Ωχρινόλυση 

Αµέσως µετά την έξοδο του ωοκυττάρου (ωοθυλακιορρηξία), τα τριχοειδή 

αιµοφόρα αγγεία της θήκης εισβάλουν στην κοκκώδη στοιβάδα διεγείροντας την 

ωχρινοποίηση των κοκκωδών κυττάρων και κατ’ επέκταση την δηµιουργία του 

ωχρού σωµατίου. Τα κοκκώδη κύτταρα µετασχηµατίζονται σε µεγάλα ωχρινικά 
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κύτταρα, µε δοµή όµοια µε εκείνη των στεροειδογενών κυττάρων. Το ωχρό σωµάτιο, 

όπως προαναφέρθηκε, έχει περιορισµένη διάρκεια επιβίωσης και στην συνέχεια 

αποδιατάσσεται µέσω της διαδικασίας της ωχρινόλυσης σχηµατίζοντας µία δοµή που 

είναι γνωστή σαν λευκό σωµάτιο (corpus albicans). 

H πλειοψηφία των µελετών που αφορά την ωχρινόλυση υποστηρίζει την 

υπόθεση ότι η απόπτωση είναι ο βασικός µηχανισµός της δοµικής αποδιάταξης του 

ωχρού σωµατίου (Sugino et al., 2000; Vaskivuo et al., 2002). Συγκεκριµένα, έχουν 

ανιχνευθεί αποπτωτικά κύτταρα σε ωχρά σωµάτια των πρώτων ηµερών, των οποίων 

το ποσοστό αυξάνεται σηµαντικά σε µετέπειτα στάδια και κορυφώνεται κατά την 

αποδιάταξη τους (Vaskivuo and Tapanainen, 2002). Περαιτέρω µελέτες, που 

ασχολήθηκαν µε την ρύθµιση του µηχανισµού απόπτωσης κατά την ωχρινόλυση, 

απέδειξαν ότι σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζουν κάποια µέλη της Bcl-2 οικογένειας 

πρωτεϊνών (Rodger et al., 1998; Sugino et al., 2000). Επιπλέον παράγοντες που 

εµπλέκονται στην απόπτωση των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων θεωρούνται 

η προσταγλανδίνη F2a (PGF2a) (Orlicky et al., 1992), καθώς και η ωχρινική ορµόνη, 

χοριακή γοναδοτροπίνη (HCG) (Dharmarajan et al., 1994). Η λειτουργία των δύο 

αυτών παραγόντων φαίνεται ότι σχετίζεται µε την συγκέντρωση της προγεστερόνης 

(Εικόνα 10). 

 

 
 
 
Εικόνα 10. (Α) Λειτουργικό ωχρό σωµάτιο. Παράγει αυξηµένα ποσοστά 
προγεστερόνης. (Β) Πρώτα στάδια ωχρινόλυσης. Το ωχρό σωµάτιο αποκτά υποδοχείς 
προσταγλανδίνης F2α, µειώνονται σηµαντικά τα παραγόµενα ποσοστά 
προγεστερόνης, ενώ ταυτόχρονα αυξάνονται τα επίπεδα κυτοκινών στο πλάσµα.  
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 Άλλωστε, η σηµασία της προγεστερόνης στην ρύθµιση της απόπτωσης 

αποδείχτηκε και από άλλες µελέτες, κατά τις οποίες φάνηκε ότι η ορµόνη αυτή δρα 

µέσω του υποδοχέα της, αναστέλλοντας τον αποπτωτικό µηχανισµό των 

ωχρινοποιηµένων ανθρώπινων κοκκωδών κυττάρων (Makrigiannakis et al., 2000b). 

Παρόµοιες αντι-αποπτωτικές επιδράσεις της προγεστερόνης ανιχνεύθηκαν και σε 

διαφορετικών τύπων ανθρώπινα κύτταρα (Rotello et al., 1992) ή ακόµα και σε 

διαφορετικά είδη οργανισµών (Peluso and Pappalardo, 1994).      

 

1.3. Κυτταρική συνάφεια  

 

Σε κυτταρικό επίπεδο, οι αλληλεπιδράσεις µέσω επαφής συνιστούν έναν 

ιδιαίτερα σηµαντικό τρόπο επικοινωνίας του κυττάρου, είτε µε παρακείµενα κύτταρα, 

είτε µε τον εξωκυττάριο χώρο. Στην δηµιουργία του πολύπλοκου αυτού δικτύου 

επαφών συµµετέχουν πολλές χιλιάδες µοριακών αλληλεπιδράσεων. Μέχρι σήµερα, 

έχουν αναγνωρισθεί πολλά µόρια συνάφειας, τα οποία χωρίζονται σε 4 µεγάλες 

κατηγορίες-οικογένειες, κάθε µία από τις οποίες ευθύνεται για διαφορετικού τύπου 

λειτουργίες (Chothia and Jones, 1997; Humphries and Newman, 1998). Στην 

πραγµατικότητα, η έκφραση των µορίων συνάφειας είναι συνήθως ζωτικής σηµασίας 

για το κύτταρο, δεδοµένου ότι εµπλέκονται στην δηµιουργία, τόσο ακλόνητων 

διακυτταρικών συνδέσεων, όσο και συνδέσεων µε µόρια του εξωκυττάριου χώρου, 

γεγονότα που έχει αποδειχτεί ότι είναι απαραίτητα για τον πολλαπλασιασµό, την 

διαφοροποίηση την µετανάστευση και την επιβίωση του κυττάρου. Οι γνωστές, µέχρι 

σήµερα, οικογένειες µορίων συνάφειας διακρίνονται στις: (α) Οικογένεια των 

κατχερινών, (β) Οικογένεια των σελεκτινών, (γ) Υπεροικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών και (δ) Οικογένεια των ιντεγκρινών.  

 

(α) Οικογένεια των κατχερινών 

Οι κατχερίνες είναι µία οικογένεια Ca2+- εξαρτώµενων γλυκοπρωτεϊνών 

τύπου Ι, οι οποίες δηµιουργούν διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις, καθώς αναγνωρίζουν 

όµοια µόρια στην µεµβράνη παρακείµενων κυττάρων. Αποτελούνται από µία µεγάλη 

εξωκυτταρική περιοχή, ένα διαµεµβρανικό τµήµα και µία µικρή κυτταροπλασµατική 

περιοχή, η οποία συνδέεται µε την ακτίνη του κυττροσκελετού µέσω ειδικών 

προσκολλητικών µορίων, τις κατενίνες. Το εξωκυττάριο τµήµα µιας τυπικής 

κατχερίνης περιέχει συνήθως 5 επαναλαµβανόµενα µοτίβα 100 αµινοξέων, ενώ το 
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αµινοτελικό άκρο θεωρείται υπεύθυνο για την προσκολλητική ικανότητα του µορίου. 

Στο άκρο αυτό, το οποίο περιέχει και περιοχές πρόσδεσης για ιόντα ασβεστίου, έχει 

αναγνωριστεί µία τριπεπτιδική αλληλουχία (His-Ala-Val, HAV), η οποία είναι 

απαραίτητη για την φυσιολογική λειτουργία των κατχερινών. In vivo, οι κατχερίνες 

είναι υπεύθυνες για την δηµιουργία σταθερών ιστών, καθώς συντελούν σηµαντικά 

στην µορφογένεση κατά τα πρώτα σταδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, ενώ παράλληλα 

διατηρούν την ακεραιότητα του διαφοροποιηµένου ενδοθηλιακού και επιθηλιακού 

ιστού.  

 

(β) Οικογένεια των σελεκτινών    

Οι σελεκτίνες είναι εξειδικευµένα µόρια συνάφειας, τα οποία σχηµατίζουν 

υδρογονανθρακο-εξαρτώµενες συνδέσεις των λευκοκυττάρων µε ενδοθηλιακά 

κύτταρα και µε αιµοπετάλια. Η οικογένεια αυτή αποτελείται από τρία µέλη: τις L- 

(Leukocyte), τις E- (Endothelial) και τις P- (Platelet) σελεκτίνες, τα οποία είναι όλα 

δοµικά οµόλογα, τύπου Ι διαµεµβρανικά πρωτεϊνικά µόρια. Στο αµινοτελικό τους 

άκρο, οι σελεκτίνες περιέχουν µία λεκτινική υποµονάδα, η οποία είναι υπεύθυνη για 

τις κατιον-εξαρτώµενες αλληλεπιδράσεις µε τους υδρογονάνθρακες. Στην συνέχεια, 

εντοπίζεται µία υποµονάδα του επιδερµικού αναπτυξιακού παράγοντα (EGF), µερικές 

επαναλαµβανόµενες τριπεπτιδικές αλληλουχίες, µία διαµεµβρανική περιοχή και µία 

µικρή κυτταροπλασµατική ουρά. Οι φυσικοί προσδέτες των σελεκτινών δεν έχουν 

πλήρως χαρακτηριστεί ακόµα. Παρόλα αυτά, τα τελευταία χρόνια, η µελέτη της 

δοµής και λειτουργίας των σελεκτινών φαίνεται να παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον, λόγω της σηµασίας του ως θεραπευτικοί στόχοι για την ανάπτυξη 

αντιφλεγµονικών παραγόντων. 

 

(γ)   Υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών 

Τα µόρια της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών (IgCAMs) περιλαµβάνουν 

στο εξωκυτταρικό τους τµήµα µία ή περισσότερες ανοσοσφαιρινικές οµάδες τύπου 

C2 ενώ υπάρχουν και µέλη που διαθέτουν φιµπρονεκτικές επαναλήψεις τύπου ΙΙΙ 

(FNIII) στο καρβοξυτελικό τους άκρο. Αυτές µπορεί να προσδένονται στην µεµβράνη 

µε πρόσδεµα γλυκοσυλ-φωσφατιδυλ-ινοσιτόλης (GPI), γιατί στερούνται 

διαµεµβρανικής και κυτταροπλασµατικής περιοχής. Υπάρχουν όµως και µόρια που 

διαθέτουν και IgC2 και FNIII. Η πολυπλοκότητα στην πρωτοταγή δοµή των 

πρωτεϊνών αυτών καθιστά δυνατή την δηµιουργία πλήθους αλληλεπιδράσεων. Έχει 
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βρεθεί ότι οι ανοσοσφαιρινικές αλληλεπιδράσεις συµµετέχουν κυρίως στη 

δηµιουργία ετεροφιλικών αλληλεπιδράσεων, ενώ οι περιοχές FNIII, συµµετέχουν σε 

οµοφιλικές αλληλεπιδράσεις. Οι αλληλεπιδράσεις των µορίων αυτών εξασφαλίζουν 

την συνάφεια, ενώ παράλληλα εµπλέκονται στην µετάδοση του ενδοκυτταρικού 

σήµατος για την προσαρµογή του κυτταροσκελετού κατά την διάρκεια της 

µετανάστευσης, της αξονικής αύξησης και της συναπτικής πλαστικότητας. Τα µόρια 

των IgCAMs υπόκεινται σε ένα πλήθος τροποποιήσεων µε βάση το κυτταρικό 

σύστηµα ή το στάδιο στο οποίο εκφράζονται, εξασφαλίζοντας µε αυτόν τον τρόπο το 

είδος της συνάφειας που απαιτείται σε κάθε περίπτωση. Οπότε µέσω µεταγραφικών ή 

µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων δηµιουργούνται πολλές ισοµορφές των 

πρωτεϊνών αυτών, οι οποίες µπορούν να αναγνωρίζουν και να αλληλεπιδρούν µε 

διαφορετικά µόρια επιτυγχάνοντας εξειδικευµένη δράση.  

  

1.4. Ιντεγκρίνες 

 

Οι ιντεγκρίνες είναι µία οικογένεια γλυκοπρωτεΐνικών υποδοχέων της 

κυτταρικής επιφάνειας, µέσω των οποίων πραγµατοποιείται η προσκόλληση των 

κυττάρων στις πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας (ECM) ή οι διάφορες 

διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις (Εικόνα 11). Ο όρος αυτός χρησιµοποιήθηκε πρώτη 

φορά πριν από µία δεκαετία περίπου (Tamkun et al., 1986) για να δηλώσει τον 

βασικό τους ρόλο στη διασύνδεση (integration) των κυττάρων µε τις εξωκυττάριες 

πρωτεΐνες. Όλες οι γνωστές ιντεγκρίνες παρουσιάζονται ως ετεροδιµερή, 

αποτελούµενα από δύο υποµονάδες την α και την β. Κάθε υποµονάδα περιέχει µία 

µεγάλη εξωκυττάρια περιοχή, µία µικρή διαµεµβρανική και ένα κυτταροπλασµατικό 

καρβοξυτελικό άκρο, το µέγεθος του οποίου ποικίλλει. Οι εξωκυττάριες περιοχές των 

δύο υποµονάδων συνδυάζονται, σχηµατίζοντας την περιοχή υποδοχής του προσδέτη, 

ενώ το κυτταροπλασµατικό άκρο προσδένεται συνήθως σε πρωτεΐνες του 

κυτταροσκελετού (Hynes, 1992; Ruoslahti 1991). Στα θηλαστικά έχουν αναγνωριστεί 

έως σήµερα 17 α και 8 β υποµονάδες, οι οποίες συνδέονται για να σχηµατίσουν 22 

διαφορετικούς υποδοχείς µε διακριτούς βιολογικούς ρόλους ο καθένας (Kumar, 1998) 

(Εικόνα 12). Οι ιντεγκρίνες έχει βρεθεί ότι εκφράζονται σε όλους σχεδόν του 

κυτταρικούς τύπους των θηλαστικών, αλλά κανένας από αυτούς δεν εκφράζει 

ταυτόχρονα όλα τα ετεροδιµερή που υπάρχουν στην φύση. Η καθορισµένη οµάδα 

ιντεγκρινών που εκφράζει κάθε κύτταρο ρυθµίζει την δυνατότητα προσκόλλησής του 
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σε ουσίες του εξωκυττάριου χώρου ή διασύνδεσής του µε άλλα κύτταρα, ενώ 

παράλληλα ελέγχει την ικανότητα ενδοκυττάριας µεταβίβασης των σηµάτων. Σε 

πολλές περιπτώσεις όµως παρατηρείται µεταβολή στα επίπεδα έκφρασης των 

ιντεγκρινών, η οποία ελέγχεται από τοπικά σήµατα. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα 

αποτελεί η απότοµη αύξηση του αvβ3 ιντεγκρινικού υποδοχέα στο αγγειογενετικό 

ενδοθήλιο (Brooks et al., 1994). 

 
 

Εικόνα 11. Απλοποιηµένη απεικόνιση των ιντεγκρινικών α και β αλυσίδων. Το 
ετεροδιµερές της ιντεγκρίνης διαθέτει εξωκυττάρια την θέση δέσµευσης των µορίων 
του ECM και ενδοκυττάρια τις περιοχές πρόσδεσης στον κυτταροσκελετό. 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 12. Όλοι οι δυνατοί συνδυασµοί των α και β ιντεγκρινικών υποµονάδων. 
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 Μελέτες πολλών κυτταρικών τύπων έχουν υποστηρίξει ότι η δέσµευση των 

ιντεγκρινών της κυτταρικής επιφάνειας µε τους προσδέτες τους που βρίσκονται στο 

εξωκυττάριο περιβάλλον διευκολύνουν την κυτταρική µετανάστευση, τον 

πολλαπλασιασµό και την επιβίωσή τους (Ruoslahti et al., 1994; Huttenlocher et al., 

1995; Clark et al., 1995; Frisch et al., 1997). Κάθε ένας από τους ιντεγκρινικούς 

υποδοχείς µπορεί να προσδένεται σε περισσότερους από έναν προσδέτες. Το σηµείο 

αναγνώρισης για τις ιντεγκρίνες που συνδέονται µε τις πρωτεΐνες του εξωκυττάριου 

χώρου είναι το τριπεπτίδιο RGD (Arg-Gly-Asp) (Ruoslanti and Peirschbacher, 1987), 

αλληλουχία που υπάρχει στην φιµπρονεκτίνη, την βιτρονεκτίνη και την 

οστεοποντίνη. Η επιβίωση αρκετών κυττάρων θηλαστικών εξαρτάται  από αυτού του 

είδους την πρόσδεση. Πρόσφατες µελέτες απέδειξαν ότι συγκεκριµένα είδη 

κυττάρων, όπως για παράδειγµα τα ενδοθηλιακά και τα επιθηλιακά, όταν 

αποσυνδεθούν από το υπόστρωµά τους υφίστανται απόπτωση (Frisch and Ruoslahti, 

1997; Meredith and Schwartz, 1997). Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται anoikis και 

αποτελεί έναν µηχανισµό αναστολής της φυσιολογικής ανάπτυξης των κυττάρων, 

όταν αυτά εγκαταλείπουν το φυσικό τους περιβάλλον. 

 

1.4.1 Ιντεγκρίνες και απόπτωση 

 

Οι ιντεγκρίνες έχουν µελετηθεί εκτενώς τα τελευταία χρόνια, όχι µόνο λόγω 

της εξαιρετικής τους σηµασίας σε κρίσιµες βιολογικές διαδικασίες, αλλά και λόγω 

της σπουδαιότητάς τους σε τοµείς της Ιατρικής επιστήµης. Τα µόρια αυτά έχει 

αποδειχτεί ότι διαδραµατίζουν σπουδαίο ρόλο στην συνάθροιση των αιµοπεταλίων, 

σε ανοσολογικές λειτουργίες, στην ανάπλαση κατεστραµµένων ιστών, καθώς και 

στην εξέλιξη του καρκίνου. Σήµερα, είναι επίσης γνωστό ότι αρκετές ασθένειες 

οφείλονται σε µεταλλαγές γονιδίων κάποιων ιντεγκρινών (Danen and Sonnenberg, 

2003).  

Οι ιντεγκρίνες αποτελούν επιπλέον βασικούς κυτταρικούς υποδοχείς µορίων 

του εξωκυττάριου χώρου και συνεπώς διαδραµατίζουν εξέχοντα ρόλο στην 

διαδικασία πρόσδεσης των κυττάρων στο υπόστρωµά τους, ενώ παράλληλα 

ρυθµίζουν την κυτταρική µορφολογία (Singhvi et al., 1994). Έχει βρεθεί περαιτέρω 

ότι η αλληλεπίδραση των ιντεγκρινών µε εξωκυττάρια µόρια σχετίζεται µε την 

κυτταρική επιβίωση, η οποία ρυθµίζεται µέσω άµεσης ή έµµεσης σύνδεσης των 

µορίων αυτών µε παράγοντες του κυτταροσκελετού ή µε υποδοχείς διαφόρων 
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αναπτυξιακών παραγόντων (Grossmann, 2002; Juliano, 2002; Redig and Juliano, 

2005). Συγκεκριµένα, όπως έχει ήδη αναφερθεί, µετά από πλήρη απώλεια της επαφής 

του κυττάρου µε το υπόστρωµα επέρχεται ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος, 

µία διαδικασία που είναι γνωστή σαν “anoikis” (Frisch and Francis, 1994; Frisch and 

Ruoslahti, 1997). Η επιβίωση ενός µεγάλου αριθµού διαφορετικών κυτταρικών τύπων 

εξαρτάται άµεσα από τις ιντεγκρινο-εξαρτώµενες αλληλεπιδράσεις µε µόρια του 

εξωκυττάριου χώρου. In vivo πειράµατα έχουν αποδείξει ότι το φαινόµενο anoikis 

παρατηρείται σε κύτταρα του δέρµατος (Polakowska et al., 1994), σε επιθηλιακό ιστό 

(Hall et al., 1994), στον µαστικό αδένα (Boudreau et al. 1995), ενώ πιο πρόσφατα 

αναφέρθηκε η εξαιρετική σηµασία του φαινοµένου στην διαδικασία της 

εµβρυογένεσης (Coucouvanis and Martin, 1995). Εκτεταµένα πειράµατα απέδειξαν 

ότι ορισµένοι µόνο ιντεγκρινικοί υποδοχείς έχουν την δυνατότητα αναστολής του 

φαινοµένου anoikis, σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους. Η χρήση αντισωµάτων 

ειδικών για διαφορετικές ιντεγκρινικές α-υποµονάδες, απέδειξε ότι παρόλο που όλες 

σχεδόν οι ιντεγκρίνες σχετίζονται µε την προσκόλληση των κυττάρων στο 

υπόστρωµα, ορισµένες µόνο α-υποµονάδες τα προστατεύουν από τον κυτταρικό 

θάνατο (Howlett et al., 1995). Η διαφορετική αυτή ικανότητα των ιντεγκρινών να 

προστατεύουν τα κύτταρα υποδηλώνει την χρήση διαφορετικών µονοπατιών 

µεταγωγής του σήµατος επιβίωσης.                   

In vitro πειράµατα έχουν αποδείξει ότι η λαµινίνη και η φιµπρονεκτίνη όταν 

χρησιµοποιούνται ως υπόστρωµα σε κυτταρικές καλλιέργειες, ενισχύουν την 

ικανότητα πολλαπλασιασµού των κυττάρων, ενώ παράλληλα αναστέλλουν την 

απόπτωση κοκκωδών κυττάρων προερχόµενα από µικρά ωοθυλάκια του σταδίου του 

άντρου (Aharoni et al., 1997). Στην επιφάνεια κοκκωδών κυττάρων από πρόβατο 

έχουν ανιχνευθεί υποδοχείς φιµπρονεκτίνης (αvβ3) και λαµινίνης (α6β1, α3β1), γεγονός 

που οδηγεί στην υπόθεση ότι in vivo οι πρωτεΐνες αυτές διαδραµατίζουν 

µεσολαβητικό ρόλο στην λειτουργία των ουσιών της εξωκυττάριας ουσίας. Παρόλα 

αυτά µόνο η α6β1 αποδεικνύεται ότι εµπλέκεται στις διαδικασίες πολλαπλασιασµού 

και απόπτωσης των κοκκωδών κυττάρων (Le Bellego et al., 2002) και κατ’ επέκταση 

στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων κατά την προ-ωορρηκτική φάση.   

Η επαγωγή της απόπτωσης των κοκκωδών κυττάρων κατά την ατρησία των 

ωοθυλακίων θεωρείται ότι ρυθµίζεται από την αλληλεπίδραση µεταξύ ιντεγκρινικών 

υποδοχέων και εξωκυτταρικών ουσιών. Στο συµπέρασµα αυτό οδήγησαν πρόσφατες 

µελέτες κατά τις οποίες παρατηρήθηκε µείωση των επιπέδων έκφρασης της α6β1 
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ιντεγκρίνης γεγονός που πιθανώς να συνεπάγεται την διακοπή αλληλεπίδρασης 

µεταξύ του υποδοχέα αυτού και του προσδέτη του (λαµινίνη) µε συνεπακόλουθη 

απόπτωση των κυττάρων. Αντίθετα, η διαδικασία της ατρησίας έχει συνδεθεί σε 

πολλές περιπτώσεις µε σηµαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης της α3β1 

ιντεγκρίνης αλλά και της α3 υποµονάδας στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων 

(Giebel et al., 1996). Η σηµασία της συγκεκριµένης αύξησης παραµένει 

αδιευκρίνιστη, παρόλο που η µελέτη της θα µπορούσε να οδηγήσει σε ενδιαφέροντα 

συµπεράσµατα δεδοµένου ότι σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους έχει διαπιστωθεί 

ότι η ενεργοποίηση του α3β1 υποδοχέα επάγει την απόπτωση (Sato et al., 1999; 

Seewaldt et al., 2001). 

 

1.4.2 Mηχανισµoί λειτουργίας των ιντεγκρινών  

 

H λειτουργία των ιντεγκρινών θεωρείται ότι βασίζεται στην ικανότητά τους 

να προσκολλούνται και να ρυθµίζουν συγκεκριµένα µονοπάτια µετάδοσης του 

σήµατος. Η πρόσδεση των ιντεγκρινών µόρια-προσδέτες συνεπάγεται την δηµιουργία 

νέων δοµών στην κυτταρική µεµβράνη, οι οποίες είναι γνωστές ως focal adhesions, 

µέσω των οποίων συνδέεται η εξωκυττάρια ουσία µε συµπλέγµατα του 

κυτταροσκελετού (Burridge et al., 1998). Οι πρωτεϊνικές αυτές συναθροίσεις παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην διαµόρφωση της κυτταρικής συνάφειας, ενώ παράλληλα 

επάγουν την µετατροπή του κυτταρικού σχήµατος, η οποία συνδέεται άµεσα µε την 

κυτταρική κατανοµή και κίνηση. Στα σηµεία των focal adhesions, εκτός από 

ιντεγκρίνες, συγκεντρώνονται και άλλα πρωτεϊνικά µόρια διαφορετικής δοµής και 

λειτουργίας, όπως ακτίνη, πρωτεϊνικές κινάσες και άλλα µόρια σηµατοδότησης 

(Craig and Johnson, 1996). Οι πολυπρωτεϊνικές δοµές που σχηµατίζονται 

αποδείχτηκε ότι συµµετέχουν στην σηµατοδότηση των ιντεγκρινών, όµως ο πλήρης 

µηχανισµός λειτουργίας των µορίων αυτών παρέµεινε για πολλά χρόνια 

αδιευκρίνιστος. 

Σήµερα, είναι γνωστό ότι οι ιντεγκρινο-εξαρτώµενες συνδέσεις ρυθµίζουν την 

G1 φάση του κυτταρικού κύκλου. Οι ιντεγκρινικοί υποδοχείς συνεργάζονται µε τους 

υποδοχείς κινάσης της τυροσίνης (RTKs), προκαλώντας την έκφραση της D1 

κυκλίνης και την µείωση των επιπέδων του κυκλινο-εξαρτώµενου αναστολέα κινάσης 

(cki). Με αυτόν τον τρόπο προκαλείται η είσοδος στην S φάση του κυτταρικού 

κύκλου (Zhu et al., 1996). Στο µονοπάτι αυτό, όπως και σε άλλα που αφορούν τον 
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κυτταρικό πολλαπλασιασµό, έχει βρεθεί ότι εµπλέκεται η ΜΑΡ κινάση (Renshaw et 

al., 1997). Επιπλέον, τα επίπεδα της D1 κυκλίνης και του cki ρυθµίζονται και από την 

Rho οικογένεια GTPασών, η οποία επηρεάζεται άµεσα από τον συνδυασµό των 

ιντεγκρινών που εκφράζονται σε ένα κύτταρο (Danen et al., 2002; Danen et al., 

2000).  

Η έκφραση των ιντεγκρινών σχετίζεται άµεσα, όπως έχει αναλυθεί παραπάνω,  

και µε την απόπτωση των κυττάρων. Το φαινόµενο αυτό είναι περισσότερο 

συνηθισµένο σε επιθηλιακά και ενδοθηλιακά κύτταρα, αλλά έχει επίσης αναφερθεί 

και σε κύτταρα του συνδετικού ιστού (Frisch and Ruoslahti, 1997). Σήµερα, 

υπάρχουν αποδείξεις ότι οι ιντεγκρινικοί υποδοχείς εµπλέκονται τόσο στο εξωγενές, 

όσο και στο ενδογενές αποπτωτικό µονοπάτι µέσω των παρακάτω µηχανισµών: 

1. H ιντεγκρινο-εξαρτώµενη σύνδεση ρυθµίζει την έκφραση και την ενεργότητα 

διαφόρων πρωτεϊνών της Bcl-2 οικογένειας, επηρεάζοντας µε αυτόν τον τρόπο το 

ενδογενές µονοπάτι της απόπτωσης. Συγκεκριµένα, ενεργοποιείται η κινάση Ρ13, η 

οποία µέσω της  πρωτεϊνικής κινάσης Β/ΑΚΤ (King et al., 1997) αυξάνει την 

έκφραση του Bcl-2 αντι-αποπτωτικού παράγοντα (Mater and Ruoslahti, 2001). 

Επιπλέον, η ενεργοποίηση της Αkt πρωτεΐνης επάγει την έκφραση τoυ Bclxl 

παράγοντα, πιθανώς µέσω του NFkB µονοπατιού, το οποίο σχετίζεται µε την ρύθµιση 

πολλών αντι-αποπτωτικών Bcl-2 πρωτεϊνών (Duriez et al., 2000). Παράλληλα µε την 

επαγωγή της έκφρασης αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, οι ιντεγκρινο-εξαρτώµενες 

συνδέσεις αναστέλλουν και την µεταγραφή αποπτωτικών παραγόντων της Bcl-2 

οικογένειας. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται µε την ενεργοποίηση του 

Raf/Mek/ERK µονοπατιού (Schlaepfer et al., 1999; Wary et al., 1996), µέσω του 

οποίου φωσφορυλιώνονται και απενεργοποιούνται προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, π.χ. η  

Bax,  πιθανότατα µέσω αρνητικής ρύθµισης της µεταγραφικής δραστηριότητας του 

p53 (Stromblad et al., 1996). Παράλληλα, η φωσφορυλίωση της Bcl-2 πρωτεΐνης από 

ΜΑΡ κινάσες την προστατεύει από πρωτεολυτικούς παράγοντες, προάγοντας την 

κυτταρική επιβίωση (Breitschopf et al., 2000). Επιπλέον, οι ιντεγκρίνες αυξάνουν την 

έκφραση των αναστολέων απόπτωσης (IAPs, inhibitors of apoptosis proteins), οι 

οποίες απενεργοποιούν συγκεκριµένες κασπάσες (Salvesen and Duckett, 2002). 

2. Η προσκόλληση των ιντεγκρινών στα µόρια του εξωκυττάριου χώρου ενισχύει 

επίσης την διατήρηση της ακεραιότητας του κυτταροσκελετού, αναστέλλοντας µε 

αυτόν τον τρόπο και το εξωγενές αποπτωτικό µονοπάτι. Έχει βρεθει ότι σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα, η πρόσδεση ρυθµίζει θετικά την έκφραση του c-FLIP 
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παράγοντα, ο οποίος είναι αναστολέας της κασπάσης 8, ενώ παράλληλα µειώνει την 

έκφραση του υποδοχέα θανάτου Fas και του προσδέτη του (FasL) (Aoudjit and 

Vuori, 2000), µε αποτέλεσµα την άµεση αναστολή του αποπτωτικού µηχανισµού. 

Στην εικόνα 13 που ακολουθεί φαίνονται σχηµατικά οι µηχανισµοί ρύθµιση των δύο 

αποπτωτικών µονοπατιών. 

 

 
 

Εικόνα  13. Ιντεγκρινο-εξαρτώµενα µονοπάτια µεταγωγής σήµατος, τα οποία 
οδηγούν στην κυτταρική επιβίωση. Η σύνδεση των ιντεγκρινών µε µόρια του ECM 
οδηγεί είτε στην ενεργοποίηση συγκεκριµένων κινασών, που επάγουν περαιτέρω την 
έκφραση του Bcl-2 αντι-αποπτωτικού παράγοντα, είτε στην απενεργοποίηση 
διαφόρων κασπασών µε ταυτόχρονη αναστολή της λειτουργίας του Fas υποδοχέα 
θανάτου.  

 
 

Η πρόσδεση των ιντεγκρινών στον εξωκυττάριο χώρο σχετίζεται επίσης και 

µε την έκφραση γονιδίων που ρυθµίζουν την κυτταρική διαφοροποίηση. Για 

παράδειγµα, σε καλλιέργειες µαστικών επιθηλιακών κυττάρων έχει παρατηρηθεί ότι 

η προσκόλληση σε µόρια της βασικής µεµβράνης ενεργοποιούν την σύνθεση 

πρωτεϊνών του γάλακτος, µέσω αύξησης της φωσφορυλίωσης των υποδοχέων της 

προλακτίνης (Edwards et al., 1998). Eπιπλέον, έχει αποδειχτεί ότι οι ιντεγκρινικοί 

υποδοχείς σχετίζονται άµεσα µε την διαφοροποίηση κυττάρων του µυϊκού 

συστήµατος (Menko et al., 1987), και µε την δηµιουργία φλεγµονικών αντιδράσεων 

από µονοκύτταρα (Haskill et al., 1988).          
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1.4.3 Ιντεγκρίνες και αναπαραγωγή  

 

Εξειδικευµένες µελέτες απέδειξαν ότι ένας αριθµός ιντεγκρινών παίζει 

σηµαντικό ρόλο σε φυσιολογικές και παθολογικές λειτουργίες της ανθρώπινης 

αναπαραγωγής, σε επίπεδο γονιµοποίησης, εµφύτευσης του εµβρύου και διάταξης 

του πλακούντα. Συγκεκριµένα, στην διαφανή ζώνη του ανθρώπινου ωαρίου έχουν 

ανιχνευθεί οι α2, α5, α6, αv, β1 και β3 ιντεγκρινικές αλυσίδες (Fusi et al., 1993), και 

συνεπώς έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη των υποδοχέων φιµπρονεκτίνης (α5β1) και 

βιτρονεκτίνης (αvβ3) στα κύτταρα αυτά. Παράλληλα στην επιφάνεια των ανθρώπινων 

σπερµατοζωαρίων ανιχνεύθηκε φιµπρονεκτίνη και βιτρονεκτίνη (Fusi et al., 1994), 

γεγονός που οδήγησε στην υπόθεση ότι οι πιθανές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

µορίων αυτών µε τους αντίστοιχους ιντεγκρινικούς υποδοχείς σχετίζονται µε την 

ικανότητα γονιµοποίησης. Επιπλέον, ανίχνευση ιντεγκρινών πραγµατοποιήθηκε και 

στην µεµβράνη των σπερµατοζωαρίων, τα επίπεδα έκφρασης των οποίων 

µεταβάλλονται ανάλογα µε το λειτουργικό στάδιο των κυττάρων αυτών (Fusi et al., 

1995). Έκφραση ιντεγκρινικών υποδοχέων παρατηρήθηκε και στο επιθήλιο του 

ανθρώπινου ενδοµητρίου, η οποία διαφέρει µεταξύ των σταδίων του καταµήνιου 

κύκλου (Lessey et al., 1992) και η οποία θεωρείται ότι εµπλέκεται στον καθορισµό 

του “παραθύρου εµφύτευσης”. Περαιτέρω µελέτες έδειξαν ότι µεταβολή του 

προτύπου έκφρασης των ιντεγκρινών ή των προσδετών τους σχετίζεται µε αδυναµία 

του σπερµατοζωαρίου να γονιµοποιήσει το ωάριο, µε δυσλειτουργίες του 

ενδοµητρίου της ωχρινικής φάσης ή ακόµα και µε την εµφάνιση ενδοµητρίωσης 

(Bronson and Fusi, 1996).      

Έκφραση ιντεγκρινικών υποδοχέων καθώς και των προσδετών τους έχει 

αναφερθεί και σε κοκκώδη κύτταρα ωοθήκης διαφορετικών ειδών (Monniaux et al., 

2006). Η α6 υποµονάδα παρουσιάζει αυξηµένα επίπεδα έκφρασης στην επιφάνεια των 

κοκκωδών κυττάρων όλων των φυσιολογικών αναπτυσσόµενων ωοθυλακίων µέχρι το 

στάδιο της ωοθυλακιορρηξίας (Clavero et al., 2004; Le Bellego et al., 2002; Honda et 

al. 1995; Fujiwara et al., 1995). H α6 υποµονάδα συνδυάζεται µε την β1 

σχηµατίζοντας τον α6β1 υποδοχέα της λαµινίνης, του οποίου η έκφραση µειώνεται 

στα ατρητικά ωοθυλάκια (Le Bellego et al., 2002; Giebel et al., 1997). Έχει επίσης 

αναφερθεί ότι τα ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα του ωοθυλακίου εκφράζουν στην 

επιφάνειά τους την ιντεγκρίνη α5β1 και τον προσδέτη της, την φιµπρονεκτίνη (FN) 

(Honda et al., 1997), αλλά παραµένει αδιευκρίνιστο αν η συγκεκριµένη ή άλλες 
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αλληλεπιδράσεις µεταξύ ιντεγκρινών και παραγόντων της εξωκυττάριας ουσίας έχουν 

σηµαντικές λειτουργικές συνέπειες για τα κοκκώδη κύτταρα.  

 

1.5. Βιολογικός ρόλος του VEGF  

 

1.5.1 Η Πρωτεΐνη  

 

Ο VEGF (Vascular endothelial growth factor), γνωστός και σαν VPF 

(Vascular permeability factor), είναι ένας αγγειογενετικός παράγοντας, ο οποίος 

επάγει την µίτωση του αγγειώδους ενδοθηλίου. Είναι µία γλυκοπρωτεΐνη µεγέθους 45 

kd, η οποία αποτελείται από δύο όµοια τµήµατα και προσδένεται µε µεγάλη συνάφεια 

σε ειδικούς υποδοχείς των ενδοθηλιακών κυττάρων. Το ανθρώπινο γονίδιο έχει 

εντοπιστεί στο χρωµόσωµα 6p21.3 και αποτελείται από οκτώ εξώνια, στα οποία 

παρεµβάλλονται 7 ιντρόνια.    

Η οικογένεια των VEGF πρωτεϊνών αποτελείται από αρκετά µέλη, 

συµπεριλαµβανοµένου του VEGF-A, το πρώτο µόριο που αναγνωρίστηκε, του P1GF 

(placental growh factor), των VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, καθώς και δύο VEGF-

like πρωτεϊνών (Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Επιπλέον, σήµερα έχουν 

αναγνωριστεί τουλάχιστον πέντε µοριακές ισοµορφές του VEGF-A (αναφέρεται και 

ως VEGF), οι οποίες δηµιουργούνται από εναλλακτικό µάτισµα του γονιδίου και 

διαφέρουν µεταξύ τους στον αριθµό των αµινοξέων (Εικόνα 14). Στον άνθρωπο, οι 

ισοµορφές αυτές είναι οι: VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 και VEGF206 

(Houck et al., 1992). 
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Εικόνα 14. Η δοµή των διαφορετικών VEGF πρωτεϊνών, προϊόντα εναλλακτικού 
µατίσµατος. Με διαφορετικό χρώµα φαίνονται τα εξόνια που κωδικοποιούνται από το 
ανθρώπινο VEGF γονίδιο. Στην βάση της εικόνας φαίνεται ο αριθµός των αµινοξέων 
που περιέχονται σε καθένα από τα εξόνια. 
 
 
  

Οι VEGF121 και VEGF165 είναι τα επικρατέστερα µοριακά είδη, τα οποία 

παράγονται από µία µεγάλη ποικιλία φυσιολογικών κυττάρων. Η εκκρινόµενη 

VEGF165  πρωτεΐνη έχει την ικανότητα να προσδένεται στην κυτταρική επιφάνεια, 

καθώς και σε µόρια του εξωκυττάριου χώρου. Η µορφή VEGF189 ανιχνεύεται στην 

πλειονότητα των ιστών και κυττάρων, που εκφράζουν το γονίδιο του VEGF, ενώ η 

VEGF206 είναι η πιο σπάνια από όλες τις ισοµορφές, και η οποία ανιχνεύεται 

αποκλειστικά στον εξωκυττάριο χώρο (Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Εκκρινόµενη 

είναι επίσης και η VEGF145 ισοµορφή, η οποία προσδένεται σε ενδοθηλιακά κύτταρα 

και θεωρείται ότι παρουσιάζει την περισσότερο περιορισµένη έκφραση (Poltorak et 

al., 1997). Ο VEGF145 εµφάνιζε χαµηλά ποσοστά έκφρασης στους αναπαραγωγικούς 

ιστούς, σε σχέση µε τους VEGF121  και VEGF165 (Charnock-Jones et al., 1993; 

Cheung et al., 1995; Krussel et al., 2001), όµως περαιτέρω µελέτες απέδειξαν την 

έκφρασή του σε αρκετά δείγµατα καρκίνων του µαστού (Stimpfl et al., 2002).  

 

1.5.2 Οι υποδοχείς 

 

 Οι βιολογικές επιδράσεις των VEGF πρωτεινών πραγµατοποιούνται µέσω 

τριών βασικών υποδοχέων που ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων κινάσης της 

τυροσίνης: VEGFR1/Flt-1 (fms-like-tyrosine kinase), VEGFR2 ή KDR/Flk-1 (kinase 

domain region/fetal liver kinase-1), και VEGFR3/Flt-4 (Nicosia, 1998; Stouffer et al., 

2001). Οι υποδοχείς Flt-1 και KDR αποτελούν τους βασικότερους επαγωγείς των 

σηµάτων του VEGF, τα οποία ρυθµίζουν τις διαδικασίες της µετανάστευσης και του 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων (Waltenberger et al., 1994). O KDR θεωρείται ότι 

παρουσιάζει µικρότερη συγγένεια για τον VEGF σε σχέση µε τον Flt-1 (de Vries et 

al., 1992). Οι συγκεκριµένοι υποδοχείς έχουν ανιχνευθεί ,εκτός από τα κύτταρα του 

ενδοθηλίου, σε µακροφάγα, τροφοβλάστες και σε χοριοκαρκίνωµα (Charnock-Jones 

et al., 1994; Cheung, 1997; Shore et al., 1997) και ο καθένας περιέχει µία 

εξωκυττάρια περιοχή µε επτά επαναλαµβανόµενα µοτίβα, ένα διαµεµβρανικό τµήµα 

και µία κυτταροπλασµατική περιοχή κινάσης της τυροσίνης (εικόνα 15). Ο Flt-4 
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αποτελείται από τέσσερα επαναλαµβανόµενα µοτίβα στην εξωκυττάρια περιοχή του, 

τα οποία συνδέονται µε δύο ακόµα µοτίβα µέσω δισουλφιδικών δεσµών (Ferrara & 

Davis-Smyth, 1997). Οι VEGF υποδοχείς υφίστανται VEGF-επαγόµενο διµερισµό, 

µέσω του οποίου ενεργοποιείται η µεταγωγή του σήµατος, ενώ παράλληλα 

πραγµατοποιείται αυτοφωσφορυλίωση της κυτταροπλασµατικής περιοχής (Ullrich 

and Schlessinger, 1990).  

 

 
 

Εικόνα 15. Η δοµή των γνωστών υποδοχέων του VEGF. O Flt-1 και ο Flk-1 
υποδοχέας περιέχουν 7 εξωκυττάριες επαναλήψεις, ενώ ο Flt-4 περιέχει 4 
επαναλαµβανόµενα µοτίβα, τα οποία συνδέονται µε δισουλφιδικούς δεσµούς µε δύο 
επιπλέον. Το κυτταροπλασµατικό τµήµα είναι κοινό για όλους τους υποδοχείς και 
περιλαµβάνει µία περιοχή κνάσης της τυροσίνης.    
 
 
 
 Τα µονοπάτια µεταγωγής του σήµατος που µεσολαβούνται από τους VEGF 

υποδοχείς δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως. Ένας µεγάλος αριθµός ερευνών 

υποστηρίζει ότι οι Flt-1 και KDR ενεργοποιούν διαφορετικά µονοπάτια 

(Waltenberger et al., 1994), και πιθανώς ευθύνονται για διαφορετικές βιολογικές 

λειτουργίες (Cross et al., 2003). H ενεργοποίηση του KDR έχει συσχετιστεί µε τον 

πολλαπλασιασµό, την επιβίωση και την αγγειακή διαπερατότητα των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, ενώ ο Flt-1  θεωρείται ότι διαδραµατίζει ρόλο αναστολέα του VEGF, 

εµποδίζοντας την αλληλεπίδρασή του µε τον KDR (Ferrara, 2004). Μέχρι σήµερα, 
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έχουν αναγνωριστεί αρκετές θέσεις φωσφορυλίωσης και πιθανά µόρια πρόσδεσης 

(Shibuya et al., 1999), όµως η σχέση τους µε την VEGF-επαγόµενη κυτταρική 

απόκριση παραµένει υπό διερεύνηση.  

 

1.5.3 Η Λειτουργία  

 

Στο θηλυκό αναπαραγωγικό σύστηµα, όπως συµβαίνει και σε µερικούς 

άλλους ενήλικους ιστούς, η αγγειογένεση αποτελεί κρίσιµη διαδικασία για την 

φυσιολογική του ανάπτυξη. Ο όρος αγγειογένεση αναφέρεται στην διαδικασία 

δηµιουργίας νέων αιµοφόρων αγγείων από προϋπάρχοντα αγγεία (Folkman & 

Klagsbrun, 1987), η οποία αποτελείται από τρεις διακριτές λειτουργίες: (1) Την ρήξη 

της βασικής µεµβράνης των ήδη υπάρχοντων αγγείων, (2) την µετανάστευση 

ενδοθηλιακών κυττάρων από τα αγγεία αυτά προς το αγγειογενετικό ερέθισµα, και 

(3) τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων. Τελικά, η δηµιουργία των 

νέων αιµοφόρων αγγείων ολοκληρώνεται µε τον σχηµατισµό της βασικής κοιλότητας 

του τριχοειδούς σωλήνα και την διαφοροποίηση των νέων αγγείων σε µικρές 

αρτηρίες και φλέβες (Folkman & Klagsbrun, 1987; Risau, 1997). Ο σηµαντικότερος 

αγγειογενετικός παράγοντας θεωρείται σήµερα ο VEGF (Robinson and Stringer, 

2001). Στην ωοθήκη, η διαδικασία της αγγειογένεσης σχετίζεται άµεσα µε την 

ανάπτυξη των ωοθυλακίων, καθώς και του σχηµατισµού και της αποδιάταξης του 

ωχρού σωµατίου.  

Ο VEGF είναι γνωστός και σαν παράγοντας αγγειακής διαπερατότητας (VPF, 

vascular permeaility factor), ονοµασία προερχόµενη από την ικανότητά του να 

αυξάνει την δυνατότητα διαρροής ουσιών από τα αγγεία (Senger et al., 1983). Η 

αύξηση της διαπερατότητας βασίζεται πιθανώς σε ένα µηχανισµό δηµιουργίας 

θυρίδων σε ενδοθηλιακά κύτταρα µικρών αρτηριών και αγγείων (Roberts et al., 

1995). 

Πιο πρόσφατες µελέτες εµπλέκουν τον VEGF σε µηχανισµούς επιβίωσης 

ενδοθηλιακών κυττάρων, µέσω επαγωγής της έκφρασης των αντι-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bcl-2 και Α1 (Gerber et al., 1998). Η αντι-αποπτωτική δράση του VEGF 

µεσολαβείται από τον υποδοχέα του KDR και τo Ρ13/Akt µονοπάτι (Gerber et al., 

1998b). Ο συσχετισµός του VEGF µε την απόπτωση διαπιστώθηκε και σε κοκκώδη 

κύτταρα βοός, όπου η έκφραση της πρωτεΐνης αυτής και του KDR υποδοχέα του 
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κυµαινόταν σε υψηλά επίπεδα σε δείγµατα υγιών ωοθυλακίων, ενώ εξασθενούσε σε 

ατρητικά ωοθυλάκια (Greenaway et al., 2004). 

 

1.6. Ρόλος του VEGF στην φυσιολογία της ωοθήκης 

 

1.6.1 Ωοθυλακική φάση 

 

Ο βασικός ρόλος του VEGF στην ωοθήκη είναι η ρύθµιση της αγγειογένεσης, 

η οποία πραγµατοποιείται σε κυκλική βάση (Geva and Jaffe, 2000; Kaczmarek et al., 

2005). Η αγγειογενετική διαδικασία ξεκινάει από τα πρώτα στάδια της ωοθυλακικής 

ανάπτυξης, µε την έναρξη πολλαπλασιασµού των κοκκωδών και των κυττάρων 

θήκης, και εξακολουθεί µέχρι την στιγµή της ωοθυλακιορρηξίας (Suzuki et al., 1998). 

Συγκεκριµένα, παράλληλα µε την δηµιουργία του άντρου, ξεκινάει και ο 

σχηµατισµός ενός αγγειώδους περιβλήµατος, το οποίο αποτελείται από δύο αγγειακά 

δίκτυα τοποθετηµένα εκατέρωθεν της θήκης. Τα αιµοφόρα αγγεία διευκολύνουν την 

προµήθεια του αναπτυσσόµενου ωοθυλακίου µε θρεπτικές ουσίες, γοναδοτροπίνες, 

οξυγόνο και άλλα συστατικά, απαραίτητα για την οµαλή του λειτουργία. Η 

πολυπλοκότητα και το µέγεθος του αγγειακού δικτύου αυξάνεται σταδιακά και 

πιθανώς επιλεκτικά σε κάποια από τα ωοθυλάκια, συµµετέχοντας στην προνοµιακή 

ωρίµανση των κυρίαρχων ωοθυλακίων (Ζeleznik et al., 1981). Η άποψη ότι ο VEGF 

σχετίζεται µε την διαδικασία επιλογής του κυρίαρχου ωοθυλακίου ενισχύεται από 

µελέτες που αποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη αυτή εκφράζεται µόνο σε κύτταρα των 

ωοθυλακίων που βρίσκονται στην φάση του άντρου και όχι σε νωρίτερα στάδια 

(Greenaway et al., 2005; Barboni et al., 2000; Stouffer et al., 2001). Επιπλέον, η 

ενίσχυση της έκφρασης του VEGF κατά την ωοθυλακική φάση βρέθηκε ότι αυξάνει 

τον αριθµό των ωοθυλακίων που φτάνουν στην ωοθυλακιορρηξία  (Shimizu et al., 

2003; Danforth et al., 2003).  

O ρόλος του VEGF παρόλα αυτά δεν περιορίζεται στην αγγειογένεση, αλλά 

σχετίζεται και µε την αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας στα αναπτυσσόµενα 

ωοθυλάκια (Levin et al., 1998), διευκολύνοντας µε αυτόν τον τρόπο την είσοδο και 

συσσώρευση του πλάσµατος στο άντρο (Kamat et al., 1995). Άλλωστε έχει 

αποδειχτεί ότι η δηµιουργία του άντρου αναστέλλεται σε ωοθυλάκια µυών, µετά από 

επεξεργασία µε αντι-KDR αντισώµατα (Zimmermann et al., 2003). Επιπροσθέτως, 

ευνοείται η πρόσβαση των λιπιδίων στα κύτταρα θήκης, τα οποία χρησιµοποιούνται 
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ως υπόστρωµα γα την σύνθεση των ανδρογόνων. Αυτά µεταφέρονται ακολούθως στο 

κοκκώδες στρώµα, όπου σχηµατίζονται τα οιστρογόνα. Η συγκεκριµένη άποψη 

ενισχύεται από αποτελέσµατα ερευνών που αποδεικνύουν ότι υψηλότερα επίπεδα 

VEGF σχετίζονται µε αυξηµένη παραγωγή οιστρογόνων σε αναπτυσσόµενα 

ωοθυλάκια (Mattioli et al., 2001). Περαιτέρω έρευνες για την σχέση του VEGF µε 

την ωοθυλακική ανάπτυξη και την στεροειδογένεση έδειξαν ότι οι διαδικασίες αυτές 

αναστέλλονται σε προχωρηµένα στάδια της ωοθυλακικής φάσης, µε την χρήση αντι-

VEGF αντισώµατος (Zimmermann et al., 2001).  

Έχει επίσης παρατηρηθεί ότι η αύξηση της έκφρασης του VEGF σχετίζεται µε 

την µεταβολή των επιπέδων των προσταγλανδινών, γεγονός που εµπλέκεται στην 

διαδικασία της ωοθυλακιορρηξίας (Espey and Lipner, 1994). Η αλληλεπίδραση του 

VEGF µε τις προσταγλανδίνες, που αποδίδεται στην αύξηση της διαπερατότητας, 

πιθανώς µεσολαβεί την δηµιουργία του θυλακιακού υγρού και την απότοµη 

µεγέθυνση των κυρίαρχων ωοθυλακίων στην φάση της ωοθυλακιορρηξίας (Koos, 

1995). Εξαιρετικά σηµαντική θεωρείται και η ικανότητα του VEGF να επάγει την 

ενεργοποίηση ορισµένων πρωτεολυτικών ενζύµων και ενεργοποιητών 

πλασµινογόνου σε ενδοθηλιακά κύτταρα (Pepper et al., 1991; Olofsson et al., 1998). 

Στα ένζυµα αυτά, που εκφράζονται από κοκκώδη κύτταρα (Reinthaller et al., 1990), 

αποδίδεται η αποδιάταξη του θυλακιακού περιβλήµατος πριν την ρήξη των 

ωοθυλακίων (Tsafriri et al., 1993). Βασιζόµενοι στα παραπάνω δεδοµένα, σε 

συνδυασµό µε το γεγονός ότι ο VEGF και ο υποδοχέας του Flt-1 έχουν ήδη 

ανιχνευθεί σε κοκκώδη κύτταρα της προ-ωορρηκτικής φάσης (Otani et al., 1999), 

υποστηρίζεται η άποψη ότι ο VEGF εµπλέκεται και στην διαδικασία της 

ωοθυλακιορρηξίας. 

Πολλαπλές µελέτες έχουν αποδείξει ότι η έκφραση του VEGF διεγείρεται από 

τις ωχρινοποιητικές ορµόνες LH (σε φυσικούς κύκλους) και hCG (σε τεχνητούς 

κύκλους) (Christenson and Stouffer, 1997; Barboni et al., 2000; Koos, 1995). 

Άλλωστε η έκθεση των ωοθυλακίων, προερχόµενα από διάφορα είδη, σε αυξηµένες 

συγκεντρώσεις hCG συνεπάγεται την ταυτόχρονη αύξηση όχι µόνο των επιπέδων του 

VEGF, αλλά και των υποδοχέων του Flt-1 και KDR (Hazzard et al., 1999; Gomez et 

al., 2003; Shimizu et al., 2002). Βέβαια, τα συγκεκριµένα ευρήµατα δεν αποκλείουν 

το ενδεχόµενο και άλλοι παρακρινικοί παράγοντες να εµπλέκονται στην ρύθµιση του 

VEGF κατά την ανάπτυξη των ωοθυλακίων (Taylor et al., 2004). 
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1.6.2 Ωχρινική φάση 

 

Μετά την ωοθυλακιορρηξία, αποδιατάσσεται η βασική µεµβράνη και τα 

αγγεία της θήκης εισέρχονται στο µη αγγειωµένο κοκκώδες στρώµα δηµιουργώντας 

ένα εκτεταµένο αγγειακό δίκτυο, µέσω του οποίου προµηθεύεται το αναπτυσσόµενο 

ωχρό σωµάτιο τα θρεπτικά συστατικά (Κoos, 1993). Η έντονη αγγειογενετική 

διαδικασία του νεοσχηµατισµένου ωχρού σωµατίου, η οποία συγκρίνεται µε την 

δηµιουργία αιµοφόρων αγγείων σε ταχέως αναπτυσσόµενους και επιθετικούς όγκους, 

το καθιστά σαν τον ιστό µε τον µεγαλύτερο ρυθµό ροής αίµατος στο ανθρώπινο 

σώµα (Niswender and Nett, 1988). Εν συνεχεία, η αγγείωση διατηρείται σε 

περίπτωση εγκυµοσύνης (Tamura et al., 1987), ή αποδιοργανώνεται στο τέλος του 

εµµηνορροϊκού κύκλου ταυτόχρονα µε την ωχρινόλυση (Gaytan et al., 1999). H 

έκφραση του VEGF στον άνθρωπο, ενισχύεται στα πρώτα στάδια της ωχρινικής 

φάσης και της εγκυµοσύνης, αλλά εξασθενεί πριν την ωχρινόλυση και κατά την 

εµµηνόρροια (Sugino et al., 2000b; Endo et al., 2001). Υψηλότερα επίπεδα VEGF 

ανιχνεύονται σε κοκκώδη ωχρινικά κύτταρα σε σχέση µε τα κύτταρα θήκης (Kamat et 

al., 1995; Εndo et al., 2001), γεγονός που οδηγεί στην υπόθεση ότι δρα σαν 

χηµειοελκτικό µόριο για τα ενδοθηλιακά κύτταρα, ώστε αυτά να εισέλθουν στο 

κοκκώδες στρώµα και να το αγγειώσουν. 

 Έχει παρατηρηθεί επίσης ότι τα επίπεδα του VEGF διατηρούνται υψηλά και 

στο µέσο της ωχρινικής φάσης (Otani et al., 1999; Endo et al., 2001), όπου η 

αγγειογενετική διαδικασία έχει ολοκληρωθεί. Αποδεικνύεται συνεπώς ότι εκτός από 

τον αγγειογενετικό του ρόλο, ο VEGF πιθανώς σχετίζεται και µε την διαδικασία 

διατήρησης των νεοσχηµατιζόµενων αγγείων (Alon et al., 1995). Επιπλέον, η αύξηση 

της αγγειακής διαπερατότητας, που µεσολαβείται από τον VEGF, διευκολύνει την 

µεταφορά λιπιδίων στα ωχρινικά κύτταρα, τα οποία χρησιµοποιούνται για την 

σύνθεση της προγεστερόνης. Οι πιθανοί συσχετισµοί του VEGF µε την δηµιουργία 

και την λειτουργία του ωχρού σωµατίου επιβεβαιώθηκαν µε µελέτες αναστολής του 

παράγοντα αυτού, κατά τις οποίες παρατηρήθηκε ταυτόχρονη απενεργοποίηση της 

αγγειογενετικής διαδικασίας, αλλά και µείωση των επιπέδων της παραγόµενης 

προγεστερόνης (Ferrara et al., 1998; Dickson and Fraser, 2000). Οι επιδράσεις του 

VEGF κατά την διάρκεια της ωχρινικής φάσης έχει βρεθεί ότι ελέγχονται από 

γοναδοτροπίνες (Υan et al., 1998; Neulen et al., 1998). Επιπλέον, έχει αποδειχτεί ότι 

η χρήση του GnRH ανταγωνιστή κατά την ωχρινική φάση µειώνει τα επίπεδα του 
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VEGF mRNA στο ωχρό σωµάτιο, υποδειλώνοντας ότι η LH επιδρά άµεσα ή έµµεσα 

στην έκφραση της VEGF πρωτεΐνης (Ravindranath et al., 1992). Τα αποτελέσµατα 

αυτά, σε συνδυασµό µε την παρατηρούµενη µείωση της έκφρασης του VEGF κατά 

την διάρκεια της ωχρινόλυσης, οδήγησαν στην διατύπωση και τον έλεγχο της 

υπόθεσης ότι η σταδιακή αυτή µείωση οφείλεται στα µειωµένα επίπεδα της LH στο 

τέλος κάθε µη γόνιµου κύκλου (Stouffer et al., 2001). Εντούτοις, οι µηχανισµοί 

ρύθµισης της έκφρασης του VEGF παράγοντα και των υποδοχέων του κατά την 

ωχρινική φάση απαιτούν περαιτέρω διερεύνηση προκειµένου να διευκρινιστούν 

πλήρως. 

   

 

 

  

 

 

 

 37



  Ερευνητικό Ερώτηµα 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΕΡΩΤΗΜΑ 
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 Οι ιντεγκρίνες θεωρούνται οι βασικότεροι κυτταρικοί υποδοχείς των µορίων 

του εξωκυττάριου χώρου. Η σύνδεση των ιντεγκρινικών υποδοχέων µε τον προσδέτη 

τους ρυθµίζει σηµατοδοτικά µονοπάτια που σχετίζονται µε την διαφοροποίηση, την 

µετανάστευση, τον πολλαπλασιασµό και την απόπτωση των κυττάρων. Στην ωοθήκη, 

έχουν ανιχνευθεί µόρια του εξωκυττάριου χώρου, καθώς και ιντεγκρινικοί υποδοχείς, 

οι οποίοι έχει βρεθεί ότι συµµετέχουν σε βασικές λειτουργίες των κοκκωδών 

κυττάρων, και ενδεχοµένως σχετίζονται µε τις διαδικασίες θυλακιακής ανάπτυξης, 

ωχρινογένεσης και ωχρινόλυσης. 

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστίασε στα διαφορετικά στάδια ανάπτυξης 

του ωχρού σωµατίου, χρησιµοποιώντας δείγµατα ωοθηκικού ιστού αλλά και 

κοκκώδη κύτταρα προερχόµενα από την ωχρινική φάση. Έχει βρεθεί ότι η α5 

ιντεγκρινική υποµονάδα, καθώς και ο εξωκυττάριος προσδέτης της, η FN, αρχίζουν 

να εκφράζονται στα κοκκώδη κύτταρα λίγο πριν από την έναρξη της 

ωοθυλακιορρηξίας, µία έκφραση που διατηρείται και στα πρώτα στάδια της 

ωχρινικής φάσης (Honda et al., 1995), γεγονός που υποδηλώνει την πιθανή 

συµµετοχή της ωχρινοτρόπου ορµόνης (LH) στην ρύθµιση της έκφρασης αυτής. 

Παράλληλα, αποδείχτηκε ότι η hCG ρυθµίζει κατά τον εµµηνορροϊκό κύκλο τη 

γυναίκας την έκφραση του VEGF µιτογενετικού παράγοντα (Sugino et al., 2000b). 

Επιπροσθέτως, οι ιντεγκρίνες έχουν άµεσα συσχετιστεί µε την διαδικασία του 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου. Συγκεκριµένα, έχει βρεθεί ότι όταν 

διαταράσεται η σύνδεση µεταξύ του κυττάρου και του υποστρώµατός του επέρχεται 

κυτταρικός, αποπτωτικός θάνατος (anoikis) (Reddig and Juliano, 2005).  

 Στόχος της συγκεκριµένης διδακτορικής διατριβής αποτέλεσε: (α) Η µελέτη 

της έκφρασης της FN και ορισµένων FN-συνδεόµενων ιντεγκρινών (α5β1, αvβ3, αvβ5) 

σε κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης και σε διαφορετικά στάδια του 

εµµηνορροϊκού κύκλου. (β) Η µελέτη της ρύθµισης της FN και των ιντεγκρινικών 

υποδοχέων της σε ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα. (γ) Η διερεύνηση του 

βιολογικού ρόλου των α5β1, αvβ3, αvβ5 καθώς και της FN σε βασικές λειτουργίες 

(διαφοροποίηση, µετανάστευση, απόπτωση) των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 

κυττάρων (δ) Η µελέτη της πιθανής συµµετοχής του VEGF παράγοντα στις 

παραπάνω λειτουργίες, ως µέρος του µοριακού µηχανισµού ρύθµισης της έκφρασης 

και της λειτουργίας των προαναφερόµενων ιντεγκρινών.  
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Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν: 

 

• Η έκφραση των α5β1, αvβ3, αvβ5  ιντεγκρινικών υποδοχέων και του εξωκυττάριου 

προσδέτη τους (FN) σε κοκκώδη κύτταρα της ωοθυλακικής φάσης, καθώς και σε 

ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα. 

• Η ρύθµιση της έκφρασης της FN και των FN-συνδεόµενων ιντεγκρινών (α5β1, 

αvβ3, αvβ5), κατά την διάρκεια ανάπτυξης του ωχρού σωµατίου. 

• Η συµµετοχή του VEGF στον µηχανισµό ρύθµισης της FN και των FN-

συνδεόµενων ιντεγκρινών. 

• Η έκφραση του VEGFR1 υποδοχέα (Flt-1) σε κοκκώδη κύτταρα της ωοθυλακικής 

φάσης αλλά και σε ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα της ανθρώπινης ωοθήκης. 

• Η ρύθµιση της έκφρασης του Flt-1 υποδοχέα, κατά την ανάπτυξη του ωχρού 

σωµατίου. 

• Η µεταναστευτική ικανότητα των κοκκωδών κυττάρων σε συγκεκριµένα 

υποστρώµατα και η επίδραση της hCG στην λειτουργία αυτή. 

• Η σηµασία της αλληλεπίδρασης µεταξύ της FN και των υποδοχέων της (α5β1, 

αvβ3, αvβ5) για την δυνατότητα µετανάστευσης των κοκκωδών κυττάρων. 

• Η δυνατότητα προσκόλλησης των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων σε 

διαφορετικά υποστρώµατα και η επίδραση της hCG στην λειτουργία αυτή. 

• Η σηµασία της αλληλεπίδρασης µεταξύ της FN και των υποδοχέων της (α5β1, 

αvβ3, αvβ5) για την προσκολλητική ικανότητα των εξεταζόµενων κυττάρων. 

• Η απόπτωση των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων µετά από έλλειψη 

θρεπτικών και αναπτυξιακών παραγόντων στο µέσο καλλιέργειας, καθώς και ο 

προστατευτικός ρόλος της αλληλεπίδρασης µεταξύ της FN και των εξεταζόµενων 

ιντεγκρινικών υποδοχέων της.  

 

Οι παραπάνω µελέτες πραγµατοποιήθηκαν µε την χρήση µονιµοποιηµένου ιστού 

ανθρώπινης ωοθήκης, καθώς και πρωτογενείς καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων, 

προερχόµενα από γυναίκες που υποβάλλονται σε in vitro γονιµοποίηση.        
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 41



  Υλικά & Μέθοδοι 

 

 
3.1 Πρωτογενής καλλιέργεια κοκκωδών κυττάρων ανθρώπινης ωοθήκης 

 

Τα ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα 

αποµονώθηκαν από ασθενείς που υποβάλλονται σε in vitro γονιµοποίηση.  

  

3.1.1 Αποµόνωση κοκκωδών κυττάρων από θυλακιακό υγρό 

 

Υλικά 

Θρεπτικό υλικό Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12 (DMEM/F12) (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Ορός Εµβρύου Βοός, Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO-BRL, Life Technologies, 

UK). 

Πενικιλλίνη-Στρεπτοµυκίνη, Penicillin-Streptomycin (GIBCO-BRL, Life 

Technologies, UK). 

L-γλουταµίνη, L-Glutamine (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

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

Technologies, UK). 

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

Φικόλη (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, USA) 

Fungizone (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

Τρυψίνη, Trypsin (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

VEGF πρωτεϊνη (R&D Systems Inc., USA)  

Αντι-VEGF αντίσωµα εξουδετέρωσης (R&D Systems Inc., USA) 

hCG 

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

Φυγόκεντρος (Hettich  Zentrifugen, Germany) 

Φλάσκες καλλιεργειών (BD Biosciences, USA) 

Πλάκες αιµατοκυτταροµετρητή Neubauer  

Χρωστική Trypan Blue (Seromed Biochrom, Germany). 
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Μέθοδος 

Το θυλακιακό υγρό συλλέγεται µέσα σε στείρο σωλήνα Corning των 50 ml 

και φυγοκεντρείται σε ταχύτητα 400 x g για 10 λεπτά. Μετά το τέλος της 

φυγοκέντρησης αφαιρείται το υπερκείµενο υγρό ενώ το ίζηµα των κυττάρων 

επαναδιαλυµατοποιείται σε HBSS απουσία Ca2+ και Mg2+. Μέσα σε στείρο σωλήνα 

Corning των 25 ml έχει προηγουµένως τοποθετηθεί διάλυµα φικόλης, πάνω στο 

οποία αποτίθεται το  κυτταρικό διάλυµα σε αναλογία 1:1, πολύ προσεκτικά ώστε να 

µην αναµειχθούν τα δύο διαλύµατα. Στην συνέχεια, το µείγµα φυγοκεντρείται σε 

ταχύτητα 400 x g για 30 λεπτά. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, στον σωλήνα 

παρατηρούνται τρεις φάσεις. Τα κύτταρα περιέχονται στην µεσόφαση από όπου και 

συλλέγονται ώστε να επαναδιαλυµατοποιηθούν σε θρεπτικό υλικό που περιέχει 

DMEM/F-12, 10 mM L-γλουταµίνη και 15mM Hepes και συµπληρώνεται µε 10% 

ορό εµβρύου βοός (FBS), 50 ΙU/ml πενικιλλίνη, 50µg/ml στρεπτοµυκίνη και 50 

IU/ml Fungizone, όπως έχει ήδη περιγραφεί (Makrigianakis et al., 1999). 

Προκειµένου να αποφευχθεί η ανάπτυξη µακροφάγων στην καλλιέργεια, 30 λεπτά 

αφού µείνουν τα κύτταρα στο θρεπτικό τους, συλλέγουµε το υπερκείµενο διάλυµα 

που περιέχει τα κύτταρα και τα µεταφέρουµε σε νέες φλάσκες, οι οποίες 

χρησιµοποιούνται για τα πειράµατα. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνουµε την 

αποµάκρυνση των µακροφάγων, εφόσον τα κύτταρα αυτά προσκολλούνται αµέσως 

στον πυθµένα της φλάσκας και δεν µεταφέρονται στην νέα καλλιέργεια. Οι 

κυτταρικές καλλιέργειες  διατηρούνται και πολλαπλασιάζονται σε ατµόσφαιρα 5% 

CO2 / 95% αέρα και σε θερµοκρασία 37ο C. Το θρεπτικό υλικό ανανεώνεται κάθε 48 

ώρες.  

Μετά από επώαση µε το κατάλληλο αντιδραστήριο για κάθε περίπτωση, τα 

κύτταρα ανασηκώνονται ενζυµικά µε την χρήση 5% τρυψίνης και συλλέγονται. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση του κυτταρικού διαλύµατος για 10 λεπτά µε ταχύτητα 

1000-2000 rpm σε θερµοκρασία δωµατίου και επαναδιάλυση σε 10 ml από το 

θρεπτικό τους υλικό. Ακολουθεί προσδιορισµός του αριθµού των κυττάρων µε λήψη 

10µl από το κυτταρικό διάλυµα σε 90µl Trypan Blue. Ο προσδιορισµός του αριθµού 

των κυττάρων για επίστρωση σε κάθε πείραµα πραγµατοποιήθηκε µε αρίθµηση τους 

(σε πλάκα Neubauer) και την βοήθεια µικροσκοπίου ορατού φωτός, σε µεγέθυνση 

40x. Συγκεκριµένος αριθµός κυττάρων κάθε φορά τοποθετείται σε φλάσκες ή ειδικές 
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επιφάνειες, που έχουν επιστρωθεί µε κατάλληλα υποστρώµατα για την εκτέλεση 

συγκεκριµένων πειραµάτων.  

Τα κύτταρα που µελετάµε καλλιεργούνται παρουσία ή απουσία αντισώµατος για τον 

VEGF παράγοντα, σε αραίωση 100 ng/ml σε PBS. Επιπλέον, πραγµατοποιείται και 

επώαση µε ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG, 1 IU/ml), παρουσία ή απουσία 

αντι-VEGF αντισώµατος, το οποίο καταστέλλει την δράση της VEGF πρωτεΐνης. To 

αντι- VEGF χρησιµοποιείται σε αραίωση 6 µg/ml σε PBS.      

 

3.2 Επίστρωση επιφανειών µε µόρια του εξωκυττάριου χώρου 

 

Υλικά 

Φιµπρονεκτίνη (Fibronectin fragment, Sigma-Aldrich, USA). 

Βιτρονεκτίνη 

Λαµινίνη 

Πολυ-L - λυσίνη (Poly-L-lysine) (Sigma-Aldrich, USA)  

Φυσιολογικός ορός (Water For Injection): NaCl 0.9% 

PBS 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα φιµπρονεκτίνης σε WFI 50 µg/ml 

∆ιάλυµα βιτρονεκτίνης σε WFI 20 µg/ml 

∆ιάλυµα λαµινίνης σε WFI 20 µg/ml 

∆ιάλυµα Πολυ-L - λυσίνης σε WFI 100 µg/ml 

 

Μέθοδος 

Η διαδικασία επίστρωσης γίνεται όπως έχει ήδη περιγραφεί (Noyes et al., 1975) 

µε µικρές τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, τα µόρια του εξωκυττάριου χώρου 

αραιώνονται σε WFI στις εξής συγκεντρώσεις: Φιµπρονεκτίνη (50 µg/ml), 

βιτρονεκτίνη (20 µg/ml), πολυ-L–λυσίνη (100 µg/ml) και λαµινίνη (20 µg/ml). Η 

αντίστοιχη επιφάνεια που θα χρησιµοποιηθεί σε κάθε πείραµα επωάζεται όλη νύχτα 

µε τα διαλύµατα αυτά στους 4οC. Ακολουθεί έκπλυση των επιφανειών µε PBS και 

τοποθέτηση των κυττάρων ή των πρωτεϊνών που µελετάµε κάθε φορά. 
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3.3 Ανοσοανίχνευση 

 

Η ανοσοανίχνευση είναι µία διαδικασία εντοπισµού των αντιγόνων στην 

επιφάνεια ή στο εσωτερικό των κυττάρων και περιλαµβάνει δύο στάδια: Στο πρώτο 

στάδιο, χρησιµοποιείται ένα πρωτοταγές αντίσωµα, που δεσµεύεται στο υπό µελέτη 

αντιγόνο. Στο δεύτερο στάδιο πραγµατοποιείται ανίχνευση του πρώτου αντισώµατος 

µε έναν δεύτερο παράγοντα, πάνω στον οποίο είναι προσδεδεµένο ένα ενζυµικό 

σύστηµα χρώσης ή µία φθορίζουσα ουσία. Η διαδικασία αυτή είναι δυνατόν να 

πραγµατοποιηθεί τόσο σε τοµές όσο και σε κύτταρα.       

 

3.3.1. Ανοσοϊστοχηµεία  

 

Οι τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης στα διαφορετικά στάδια του 

ωοθηκικού κύκλου, παραχωρήθηκαν από ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε 

ωοθηκεκτοµή για καλοήθεις γυναικολογικές παθήσεις. Η ανίχνευση του σταδίου της 

ωοθυλακιακής ανάπτυξης στο οποίο βρίσκεται το κάθε δείγµα βασίστηκε σε δείγµατα 

από ιστό ενδοµητρίου, από τους ίδιους ασθενείς, και πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε 

τα κριτήρια του Noyes (Noyes et al., 1975).   

 

Υλικά και συσκευές 

Super sensitive Mutlilnk Detection kit, HRP/DAB (BioGenex, San Ramon, USA) που 

περιέχει: 

Πολυκλωνικό αντίσωµα συνδεδεµένο µε βιοτίνη (Multilink biotinylated anti-

imunoglobulins) 

Horseradish Peroxidase Label, το ένζυµο είναι συνδεδεµένο µε στρεπταβιδίνη  

Power Block reagent, διάλυµα καζεϊνης. 

Peroxide Block, 3% υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό.  

Hematoxylin Mayer’s, αιµοτοξυλίνη χρωστική 

DAB, 3,3΄- diaminobenzidine 

Υπόστρωµα υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2 substrate). 

Substrate Buffer 

Tris/HCl (Bio-Rad Labs, USA)  

NaCl (Merk Germany)  

Κιτρικό οξύ (Merk, Germany) 
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Πρώτα αντισώµατα: 

o ανβ3 (Chemicon International Inc., USA) 

o  ανβ5 (Chemicon International Inc., USA) 

o  α5β1 (Chemicon International Inc., USA) 

o Flt-1 (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

Glycergel Mounting Medium (DakoCytomation) 

Μικροσκόπιο ορατού φωτός Olympus, Japan µε ψηφιακή κάµερα φωτογράφησης 

Nikon. 

∆ιαλύµατα 

ΤΒS (ρυθµιστικό διάλυµα Τris/HCl) που περιέχει: 

Tris/HCl 50 mM  

NaCl 150 mM  

Το ΡΗ ρυθµίζεται στους 7.6 και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.  

∆ιάλυµα κιτρικού οξέος, που περιέχει: 

2 gr κιτρικού οξέος σε 1 λίτρο Η2Ο 

 

Μέθοδος 

Οι τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης παραµένουν στους 56ο C για 1 ώρα και 

στην συνέχεια εµβαπτίζονται σε 100% ξυλόλη, ώστε να πραγµατοποιηθεί 

αποπαραφίνωσή τους. Ακολουθεί ενυδάτωση των τοµών σε διαβαθµιζόµενη 

συγκέντρωση αιθανόλης µε την ακόλουθη σειρά: 

3.4 100% αιθανόλη, 3 εµβαπτίσεις διάρκειας 5 λεπτών η καθεµία 

3.5 96% αιθανόλη, 3 εµβαπτίσεις από 5 λεπτά η καθεµία 

3.6 80% αιθανόλη, 1 εµβάπτιση των 5 λεπτών 

3.7 70% αιθανόλη, 1 εµβάπτιση των 5 λεπτών.  

Τελικά πραγµατοποιείται έκπλυση µε διάλυµα TBS, το οποίο περιέχει 50 mmol/l Tris 

και 150 mmol/l NaCl. Μετά το τέλος της ενυδάτωσης, ακολουθεί επεξεργασία των 

δειγµάτων µε µικροκύµατα, ώστε να ελευθερωθούν κάποιοι από τους δεσµούς που 

δηµιουργήθηκαν από την µονιµοποίηση των ιστών, µε αποτέλεσµα να αυξάνει η 

ένταση της χρώσης των θετικών κυττάρων. Η διαδικασία περιλαµβάνει εµβάπτιση 

των τοµών σε κιτρικό διάλυµα και ταυτόχρονη θέρµανση σε φούρνο µικροκυµάτων, 

µε ισχύ 450 W, για 5 λεπτά. Ανανεώνουµε το κιτρικό διάλυµα και επαναλαµβάνουµε 

συνολικά 3 φορές. Αφού κρυώσει το διάλυµα, πραγµατοποιούµε έκπλυση των τοµών 

µε TBS και επεξεργασία τους µε 3% υπεροξείδιο του υδρογόνου για 10 λεπτά σε 
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θερµοκρασία δωµατίου, προκειµένου να απενεργοποιηθεί η δράση της ενδογενούς 

υπεροξειδάσης. Μετά από έκλπυση µε TBS, ακολουθεί επεξεργασία µε 

αντιδραστήριο (Power Block) ειδικό για το µπλοκάρισµα των µη-ειδικών θέσεων 

δέσµευσης, µειώνοντας την µη-ειδική χρώση. Στην συνέχεια οι τοµές επωάζονται µε 

τα κατάλληλα πρωτοταγή αντισώµατα (ανβ3, ανβ5, α5β1 και Flt-1), για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  Όλα τα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν σε αραίωση 1:100 

σε TBS µε 1% διάλυµα καζεΐνης (Power Block). Παράλληλα, χρησιµοποιούνται 

τοµές αναφοράς, στις οποίες έχει παραλειφθεί το πρώτο αντίσωµα. Τα αντισώµατα 

αυτά θα εντοπιστούν επωάζοντας για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου µε δεύτερο 

αντίσωµα, το οποίο είναι συνδεδεµένο µε βιοτίνη. Η ανίχνευση της βιοτίνης 

πραγµατοποιείται µε την επεξεργασία του ιστού µε στεπταβιδίνη και HRP για 20 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί επώαση µε το χρωµογόνο διάλυµα 

DAB, η χρήση του οποίου θα χρώσει τις περιοχές εντόπισης του ενζύµου. Μετά την 

έκπλυση µε άφθονο νερό χρησιµοποιείται η αιµατοξυλίνη για χρώση των µη 

δεσµευµένων περιοχών και τοποθέτηση καλυπτρίδων µε την χρήση ειδικής κόλλας µε 

γλυκερόλη, Glycergel. 

Τα δείγµατα παρατηρούνται σε µικροσκόπιο ορατού φωτός. 

Η ποσοτική εκτίµηση της έκφρασης των υπό εξέταση πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε 

µε τη χρήση µιας ηµι-ποσοτικής µεθόδου. Ο δείκτης IRS (immuno-reactive score) µε 

εύρος από 0 έως 12 υπολογίζεται από το γινόµενο της έντασης της χρώσης 

(βαθµονοµηµένη ως 0 = καθόλου χρώση, 1 = αδύναµη χρώση, 2 = χρώση µέτριας 

έντασης, 3 = χρώση ισχυρής έντασης) και του ποσοστού των κυττάρων θετικών για 

τη χρώση (0 = κανένα χρωσµένο κύτταρο, 1 = χρωσµένα κύτταρα <10% επί του 

συνόλου των εξεταζοµένων κυττάρων, 2 = 11-50% των κυττάρων, 3 = 51-80% των 

κυττάρων και 4 = >81% των κυττάρων) (Remmele et al, 1986). 

 

3.3.2. Ανοσοφθορισµός µε µικροσκοπία συνεστίασης (Confocal Laser Scanning 

Microscopy)  

 

Υλικά και συσκευές 

Καλυπτρίδες 22 x 22 mm (SUPERIOR, Germany)  

Αντικειµενοφόρες πλάκες 76 x 26mm (GLASSEX, Germany)  

Μεθανόλη 

FBS (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 
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Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα, Phosphate Buffer Saline, PBS (Sigma-Aldrich, 

USA). 

Μονοκλωνικά πρωτοταγή αντισώµατα ενάντια στις εξής πρωτεΐνες ποντικιού: 

o  ανβ3   (Chemicon International Inc., USA) 

o  ανβ5   (Chemicon International Inc., USA) 

o  α5β1   (Chemicon International Inc., USA) 

o  FN  (Chemicon International Inc., USA) 

∆ευτεροταγές αντίσωµα: Πολυκλωνικό αντίσωµα αίγας κατά των IgG 

ανοσοσφαιρινών ποντικιού συνδεδεµένο µε φθορίζουσα ουσία (fluorescein 

isothiocyanate, FITC)    (Chemicon International Inc., USA)            

Μέσο προστασίας φθορισµού: ProLong Gold antifade reagent with DAPI 

(Invitrogen,) 

Μικροσκόπιο συνεστίασης Confocal laser scanning module (Leica Lasertechnik, 

Heidelberg, Germany)  

 

Μέθοδος  

Αποστειρωµένες καλυπτρίδες επικαλύπτονται µε µόρια πρόσδεσης του 

εξωκυτταρικού περιβάλλοντος µε την διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω. 

Κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης αναπτύσσονται πάνω στις επικαλυµµένες  

καλυπτρίδες µέσα στο θρεπτικό τους υλικό. Μετά από 24 ώρες, γίνεται έκπλυση των 

κυττάρων µε PBS και µονιµοποίησή τους µε 100% µεθανόλη για 5 λεπτά στους           

-20οC. Ακολουθεί επώαση µε 10% ορό εµβρύου βοός (FBS) για 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να επιτευχθεί µπλοκάρισµα των µη ειδικών θέσεων 

δέσµευσης. Τα κύτταρα επωάζονται όλη νύχτα στους 4οC µε τα κατάλληλα 

πρωτοταγή αντισώµατα (ανβ3, ανβ5, α5β1, FN), τα οποία είναι αραιωµένα 10 µg/ml σε 

PBS µε 1% FCS. Παράλληλα, χρησιµοποιούνται κύτταρα αναφοράς που επωάζονται 

µε ορό (1% FCS σε PBS) αντί αντισώµατος. Την επόµενη µέρα, τα κύτταρα 

επωάζονται µε το δεύτερο αντίσωµα, για µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, σε υγρό 

και σκοτεινό περιβάλλον. Τα δεύτερα αντισώµατα περιέχουν προσδεδεµένη 

φθορίζουσα ουσία (fluorescein isothiocyanate, FITC) και χρησιµοποιούνται σε 

αραίωση 1:200 σε 1% FBS και PBS. Τα κύτταρα που χρησιµοποιούνται ως κύτταρα 

αναφοράς επωάζονται επίσης µε το δεύτερο αντίσωµα. Ακολουθεί έκπλυση µε PBS 

και τοποθέτηση των καλυπτρίδων πάνω σε αντικειµενοφόρες πλάκες 

χρησιµοποιώντας ένα µέσο διατήρησης του φθορισµού. Η παρατήρηση των κυττάρων 
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γίνεται σε µικροσκόπιο φθορισµού, το οποίο χρησιµοποιεί ακτίνες laser για την 

εστίαση σε ένα σηµείο του κυττάρου.   

Βελτιστοποίηση της φωτεινότητας και  της αντίθεσης των εικόνων γίνεται µε τη 

χρήση του προγράµµατος software (Adobe Photoshop 7.0).   

 

3.4 Kυτταροµετρία ροής για την ανίχνευση της έκφρασης πρωτεϊνών στα 

κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης 

 

Υλικά και συσκευές 

Στείρες πλάκες των 6 οπών 

Μονοκλωνικά πρωτοταγή αντισώµατα ενάντια στις εξής πρωτεΐνες ποντικιού: 

o anti-FN  (Chemicon International Inc., USA) 

o  anti-ανβ3  (Chemicon International Inc., USA) 

o  anti-α5β1  (Chemicon International Inc., USA) 

o  anti-ανβ5  (Chemicon International Inc., USA) 

o   IgG3  (Chemicon International Inc., USA) 

o  anti-Flt-1  (Chemicon International Inc., USA) 

o  anti-PECAM-1  (Chemicon International Inc., USA) 

o ∆ευτεροταγές αντίσωµα: Πολυκλωνικό αντίσωµα αίγας κατά των IgG 

ανοσοσφαιρινών ποντικιού συζευγµένο µε ισοθειοκυανιούχο φλουοροσκεΐνη 

(fluorescence isothiocyanate, FITC) (Chemicon International Inc., USA) 

hCG / VEGF  

PBS (Sigma-Aldrich, USA) 

BSA (Sigma-Aldrich, USA) 

Κυτταροµετρητής ροής (Coulter Epics XL-MCL Beckman-Coulter, USA)  

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα PBS-BSA 0.1% 

 

Μέθοδος  

Η κυτταροµετρία ροής είναι µία δυναµική µέθοδος, η οποία χρησιµοποιείται 

για την ανάλυση και τον διαχωρισµό των κυττάρων ενός πληθυσµού, ανάλογα µε τα 

φυσικά χαρακτηριστικά τους. Συγκεκριµένα, προσφέρει έναν τρόπο για την 

συγκέντρωση στατιστικών δεδοµένων από έναν µεγάλο αριθµό κυττάρων, 

συσχετίζοντας αυτές τις πληροφορίες µε πολλαπλές παραµέτρους ενός κυτταρικού 
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πληθυσµού. Παράλληλα, χρησιµοποιώντας φθορίζοντα µόρια, είναι δυνατή η 

ανίχνευση πρωτεϊνών ή ενζύµων που εκφράζουν διάφορα κύτταρα στο εσωτερικό 

τους ή στην µεµβρανική τους επιφάνεια. Ο κυτταροµετρητής ροής πραγµατοποιεί την 

ανάλυση των κυττάρων µε τον εξής τρόπο: Τα κύτταρα περνάνε µέσα από µία δέσµη 

laser, ένα-ένα, σκεδάζοντας το φως προς διαφορετικές γωνίες, ανάλογα µε τα 

χαρακτηριστικά του κάθε κυττάρου (µέγεθος, όγκος, pH κλπ). Στην περίπτωση 

χρήσης αντισωµάτων συνδεδεµένων µε φθορίζουσες ουσίες, το φως προσκρούει στις 

ουσίες αυτές, µε αποτέλεσµα να εκπέµπεται ένα φθορίζων σήµα, το οποίο 

ανιχνεύεται από τον κυτταροµετρητή ροής.      

Η ανίχνευση των ιντεκρινικών υποδοχέων και της φιµπρονεκτίνης 

πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση αντισωµάτων, που προσδένονται στις πρωτεΐνες 

αυτές. Ένα δεύτερο αντίσωµα συνδεδεµένο µε ισοθειοκυανιούχο φλουοροσκεΐνη 

(fluorescence isothiocyanate, FITC), ανιχνεύει τα πρώτα αντισώµατα και συνδέεται 

µε αυτά. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός και η µέτρηση εκείνων 

των κυττάρων που φθορίζουν δηλαδή εκείνων στα οποία έχουν δεσµευθεί τα πρώτα 

αντισώµατα.  

Κοκκώδη κύτταρα από ανθρώπινη ωοθήκη, που έχουν αποµονωθεί, 

καλλιεργούνται για 48-72 ώρες, σε στείρες πλάκες των 6 οπών (106 κύτταρα ανά 

οπή), παρουσία ή απουσία της VEGF πρωτεΐνης ή της ωχρινοποιητικής ορµόνης 

hCG. Τα κύτταρα συλλέγονται µε ανακίνηση και σε σύντοµο χρονικό διάστηµα 

γίνεται έκπλυση µία φορά µε  PBS, το οποίο περιέχει 1% αλβουµίνη ορρού βοός 

(Bovine Serum Albumin, BSA), ενώ διατηρούνται συνεχώς στους 4°C. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση µε ταχύτητα 2000 rpm για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα 

κύτταρα που έχουν κατακρηµνιστεί επωάζονται για 1 ώρα στους 4οC µε τα 

κατάλληλα πρωτοταγή αντισώµατα: 

⇒ anti-FN, anti-ανβ3, anti-ανβ5, και anti-ανβ5, όλα αραιωµένα 1:100 σε PBS  

⇒ mouse IgG3, που χρησιµοποιείται σαν αρνητικός µάρτυρας, σε αραίωση 100 

µg/ml σε PBS 

Μετά από έκπλυση µε PBS, το κυτταρικό διάλυµα φυγοκεντρείται και επωάζεται µε 

το δεύτερο anti-mouse IgG αντίσωµα, το οποίο είναι συζευγµένο µε φλουορεσκεΐνη 

(fluorescein isothiocyanate, FITC), στους 4οC για 30 min. Mετά από έκπλυση µε PBS 

ακολουθεί ανάλυση των δειγµάτων εντός 20 λεπτών µε κυτταροµετρία ροής, µε τη 

χρήση κυτταροµετρητή τύπου Beckton-Dickinson FACSArray και αναλύονται µε το 
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πρόγραµµα CELLQuest και ModFit LT. Τα αποτελέσµατα προκύπτουν µε τη µορφή 

ιστογραµµάτων, στα οποία ο άξονας των y αντιστοιχεί στον αριθµό των 

εξεταζόµενων κυττάρων και ο άξονας των x εκφράζει την ένταση του φθορισµού σε 

λογαριθµική κλίµακα.  

 

3.5 Κυτταρική προσκόλληση  

 

Υλικά 

Πλάκες κυτταροκαλλιέργειας 96 οπών (Corning & Costar, USA) 

hCG 

Anti- α5β1, anti- αvβ3, anti- αvβ5 (Chemicon International Inc., USA) 

Goat anti-mouse IgG αντίσωµα (Cappel Research, USA) 

anti-HLA-DR (Santa Cruz Biotecnology, USA) 

Tris/HCl (Bio-Rad Laboratories, USA) 

Μετα-νατρίου άλας του θειϊκού δωδεκυλίου, SDS (Bio-Rad Laboratories, USA) 

PBS  

FBS (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

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

HEPES (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

NaCl, KCl, CaCl2, (Sigma-Aldrich, USA)  

MgCl2 (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

MEM sodium pyruvate (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα PBS/BSA 1% 

Ρυθµιστκό διάλυµα που περιέχει: 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM 

CaCl2, 2 mM MgCl2, 5 mM sodium pyruvate. 

Tο pH ρυθµίζεται στα 7,4. 

 

Μέθοδοι

3.5.1. Κυτταρική προσκόλληση σε επιφάνειες επιστρωµένες µε προσδέτες του 

εξωκυττάριου χώρου 

 

Η πρόσδεση των ιντεγκρινικών υποδοχέων στα µόρια του εξωκυττάριου 

χώρου ανιχνεύθηκε µε ειδικές µελέτες συνάφειας, κατά τις οποίες επιτεύχθηκε 
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ποσοτικός προσδιορισµός των συµπλόκων και κατά προσέγγιση υπολογισµός των 

προσκολληµένων κυττάρων. Η διαδικασία ποσοτικοποίησης περιλαµβάνει σήµανση 

των ιντεγκρινών µε ραδιενέργεια, πρόσδεση των ιντεγκρινικών υποδοχέων στους 

προσδέτες του εξωκυττάριου χώρου, απόσπαση των κυτταρικών συστατικών από τα 

συνδεδεµένα σύµπλοκα και ανίχνευση των προσδεδεµένων ιντεγκρινών µε µέτρηση 

της ραδιενέργειας. 

Συγκεκριµένα, την πρώτη µέρα του πειράµατος ειδικές πλάκες 

κυτταροκαλλιέργειας 96 οπών επικαλύπτονται µε ουσίες του εξωκυττάριου χώρου 

(50 µg/ml FN, ή 100 µg/ml PLL). Στις επικαλυµµένες επιφάνειες, όπως και σε 

µερικές που δεν έχουν επικαλυφθεί µε κάποια ουσία, πραγµατοποιείται έκπλυση µε 

PBS και επώαση µε  1 % BSA/PBS για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να 

περιοριστούν οι µη ειδικές θέσεις δέσµευσης. Κοκκώδη κύτταρα έχουν 

προηγουµένως καλλιεργηθεί σε θρεπτικό µέσο χωρίς µεθειονίνη για 2 ώρες, ενώ στην 

συνέχεια έχουν επωαστεί σε θρεπτικό µέσο που περιέχει 35S-µεθειονίνη και hCG όλη 

νύχτα στους 37 οC. Τα κύτταρα αυτά συλλέγονται και µετρώνται µε την χρήση του 

αιµατοκυτταροµέτρου. 5x103 κύτταρα επαναδιαλύονται σε θρεπτικό µέσο µε 1% 

FBS, τοποθετούνται στις διαφορετικά επικαλυµµένες επιφάνειες και αφήνονται να 

επιδράσουν µε τις ουσίες αυτές για 30 λεπτά στους 37οC, ώστε να πραγµατοποιηθεί 

σύνδεση των ιντεγκρινικών υποδοχέων µε τους αντίστοιχους προσδέτες. Ακολουθεί 

έκπλυση µε PBS, γα την αποµάκρυνση των µη προσκολληµένων κυττάρων και 

επεξεργασία µε Tris HCl που περιέχει 1% SDS, προκειµένου να κατασταλούν οι µη 

δεσµευµένες ιντεγκρίνες και να αποσπαστούν τα κυτταρικά συστατικά των 

προσκολληµένων κυττάρων. Τα µόρια του εξωκυττάριου χώρου δεν επηρεάζονται 

από την ήπια δράση του SDS, µε αποτέλεσµα να παραµένουν στο διάλυµα µαζί µε 

τους προσδεδεµένους ιντεγκρινικούς υποδοχείς. Οι ιντεγκρίνες που µετέχουν στα 

σύµπλοκα αυτά είναι δυνατόν να ποσοτικοποιηθούν µε µέτρηση της ραδιενέργειας 

(counts per minute, cpm).  Στην εικόνα 1 που ακολουθεί περιγράφεται σχηµατικά η 

ποσοτικοποίηση της προσκόλλησης των κυττάρων στον εξωκυττάριο χώρο. 

 52



  Υλικά & Μέθοδοι 

 

 
 

Εικόνα 1. Απλοποιηµένη σχηµατική απεικόνιση του υπολογισµού των κυττάρων 
που προσκολλούνται στο υπόστρωµα. 
 

 

3.5.2. Κυτταρική προσκόλληση σε επιφάνειες επιστρωµένες µε ακινητοποιηµένα 

αντισώµατα κατά των ιντεγκρινών    

 

Με την παραπάνω µέθοδο διαπιστώθηκε η προσκόλληση των κυττάρων στις 

επικαλυµµένες µε µόρια του εξωκυττάριου χώρου επιφάνειες. Περαιτέρω µελέτες 

όµως πραγµατοποιήθηκαν, προκειµένου να διαπιστωθεί η συµµετοχή των 

ιντεγκρινικών υποδοχέων στην προσκόλληση αυτή, καθώς και η επίδραση της κάθε 

ιντεγκρίνης χωριστά. Για τον λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα ειδικά για τις 

συγκεκριµένες ιντεγκρίνες, τα οποία αναγνωρίζουν τις ειδικές θέσεις δέσµευσης 

πάνω στα µόρια της φιµπρονεκτίνης και προσδένονται σε αυτές, δρώντας 

ανταγωνιστικά ως προς τους ιντεγκρινικούς υποδοχείς των κυττάρων.  

Η διαδικασία περιλαµβάνει επικάλυψη ειδικών πιάτων µε φιµπρονεκτίνη, όπως 

έχει περιγραφεί, και επώασή τους για  2 ώρες στους 37 οC µε anti-mouse IgG 

αντίσωµα, µε συγκέντρωση 50 µg/ml σε PBS. Ακολουθεί έκπλυση µε PBS και 

επεξεργασία µε  1 % BSA/PBS για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να 

περιοριστούν οι µη ειδικές θέσεις δέσµευσης. Οι επικαλυµµένες επιφάνειες 

επωάζονται όλη νύχτα στους 4οC µε αντισώµατα κατά των α5β1, αvβ5 και αvβ3 
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ιντεγκρινών, ή µε HLA-DR σε συγκέντρωση 40 µg/ml σε PBS, το οποίο 

χρησιµοποιείται σαν αρνητικός µάρτυρας. Κοκκώδη κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί 

παρουσία 35S-µεθειονίνης, και είναι διεγερµένα ή µη µε hCG (µε την διαδικασία που 

περιγράφηκε παραπάνω) συλλέγονται µε τρυψίνη και µετρώνται. 5x103 κύτταρα 

επαναδιαλύονται σε ρυθµιστικό διάλυµα µε σύσταση 10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 

5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2,5 mM CaCl2, 5 mM sodium pyruvate, pH 7,4 και 

επωάζονται στις επικαλυµµένες επιφάνειες για 30 λεπτά στους 37 οC. Ακολουθεί η 

διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω και τελικά πραγµατοποιείται ποσοτικοποίηση 

των δεσµευµένων ιντεγκρινών µε µέτρηση της ραδιενέργειας. 

 

3.6 Μέτρηση της µεταναστευτικής ικανότητας των κυττάρων 

 

Υλικά 

Αντικειµενοφόρες πλάκες (Lab-Tek, Micro Video Instruments, Arrow, 

Massachusetts, USA) 

Βαζελίνη/Παραφίνη 

Φιµπρονεκτίνη (Sigma-Aldrich, USA) 

BSA/PBS 

Time Lapse Video Microscopy (Nikon Corp. Japan) 

anti-α5β1 (Chemicon International Inc., USA) 

anti-αvβ3 (Chemicon International Inc., USA) 

anti-mouse IgG (Cappel Research, USA) 

hCG 

 

Μέθοδος  

Mε ειδικό µικροσκόπιο παρατηρήθηκε η κινητικότητα των κυττάρων, όπως έχει 

ήδη περιγραφεί (Μakrigiannakis et al., 1999).  Ειδικές αντικειµενοφόρες πλάκες 

επικαλύπτονται µε µίγµα βαζελίνης και παραφίνης (20:1), προκειµένου να διατηρηθεί 

σταθερό το pH του διαλύµατος. Εν συνεχεία, οι πλάκες επιστρώνονται µε FN (10 

µg/ml), µε τον τρόπο που έχει αναλυθεί παραπάνω. Ακολουθεί επώαση των 

επιφανειών  µε 2% BSA για 1 ώρα στους 37 οC, ώστε να µπλοκαριστούν οι µη ειδικές 

θέσεις δέσµευσης και έκπλυση µε 1% PBS. Στην συνέχεια, οι επιφάνειες επωάζονται 

όλη νύχτα στους 4οC µε µονοκλωνικά αντισώµατα κατά των α5β1 και αvβ3 

ιντεγκρινών, καθώς και µε mouse IgG αντίσωµα. Αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα 
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ανθρώπινης ωοθήκης, τα οποία έχουν προηγουµένως καλλιεργηθεί για 48 ώρες 

απουσία ορού και αναπτυξιακών παραγόντων τοποθετούνται στις επικαλυµµένες 

επιφάνειες, σε συγκέντρωση 0,5x105 κύτταρα / επιφάνεια και παρατηρούνται σε 

ειδικό µικροσκόπιο (Time Lapse Video Microscopy). Ένα πεδίο που περιέχει αρκετά 

µεγάλο αριθµό κυττάρων επιλέγεται κάθε φορά και παρατηρείται στο µικροσκόπιο 

για τουλάχιστον 7 συνεχείς ώρες. Στο προαναφερόµενο χρονικό διάστηµα 

συλλέγονται σειριακές εικόνες των κυττάρων ανά µία ώρα, ο συνδυασµός των 

οποίων επιτρέπει τον υπολογισµό της συνολικής απόστασης που καλύφθηκε από τα 

εξεταζόµενα κύτταρα. Για κάθε διαφορετική συνθήκη µελετήθηκε η κινητική 

δραστηριότητα 70 τουλάχιστον κυττάρων σε τρία, ανεξάρτητα µεταξύ τους 

πειράµατα. 

 

3.7 Μελέτη της απόπτωσης των κοκκωδών κυττάρων. 

 

Κατά την αποπτωτική διαδικασία, όπως έχει ήδη ειπωθεί ενεργοποιούνται 

συγκεκριµένες κασπάσες, οι οποίες είναι δυνατόν να ενεργοποιήσουν περαιτέρω 

ένζυµα (DNάσες) που καταλύουν τον τεµαχισµό του DNA στις περιοχές µεταξύ των 

νουκλεοσωµάτων. Το αποτέλεσµα κατακερµατισµού του DNA είναι η παρουσία 

ολιγονουκλεοτιδικών τεµαχίων, τα οποία έχουν µοριακό βάρος 180 kd ή 

πολλαπλάσιά του. Η περιοδική κατανοµή του DNA σε πολλαπλάσια των 180 kb είναι 

ορατή κατά την ηλεκτροφόρηση του γενωµικού DNA σε πηκτή αγαρόζης. Το DNA 

των αποπτωτικών κυττάρων όµως υφίσταται µερικό τεµαχισµό, και µόνο τα µικρού 

µοριακού βάρους τµήµατα εξέρχονται του πυρήνα, ενώ τα µεγάλα τµήµατα 

παραµένουν στο εσωτερικό του. Η ποσοτική εκτίµηση του περιεχοµένου του DNA 

ενός αποπτωτικού πυρήνα επιτυγχάνεται µε χρώση των νουκλεϊκών οξέων µε 

συγκεκριµένες φθορίζουσες χρωστικές, όπως για παράδειγµα το ιωδιούχο προπίδιο.  

 Το ιωδιούχο προπίδιο είναι µία φθορίζουσα χρωστική, η οποία προσδένεται 

µε στοιχειοµετρικό τρόπο µεταξύ των βάσεων του DNA ενός κυττάρου, ώστε η 

εκποµπή του φθορισµού να είναι ανάλογη µε την ποσότητά του στο εσωτερικό του 

πυρήνα. Τα κύτταρα που βρίσκονται στα τελικά στάδια της απόπτωσης ή τα οποία 

είναι ήδη νεκρά,  είναι θετικά σε ιωδιούχο προπίδιο, επειδή, όντας διαπερατή η 

µεµβράνη τους, επιτρέπει στο ιωδιούχο προπίδιο να εισέρχεται στον πυρήνα, όπου 

προσδένεται και βάφει το γενετικό υλικό. Η διαδικασία αυτή όµως είναι δυνατόν να 

οδηγήσει σε λανθασµένες εκτιµήσεις, εφόσον έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη 

 55



  Υλικά & Μέθοδοι 

 
κατακερµατισµένου DNA και σε νεκρωτικά κύτταρα. Επιπλέον, το ιωδιούχο προπίδιο 

µπορεί να ανιχνεύσει πυρηνικό DNA, το οποίο δεν είναι τεµαχισµένο αλλά έχει 

διαφορετική δοµή χρωµατίνης, που ενδεχοµένως επιτρέπει την πρόσβαση της 

φθορίζουσας χρωστικής (π.χ κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε διαδικασία 

διαφοροποίησης) (Darzynkiewicz et al., 2001). Για τον λόγο αυτό πριν 

πραγµατοποιηθεί η ποσοτική ανάλυση του πυρηνικού περιεχοµένου µε 

κυτταροµετρία ροής, η κυτταρική απόπτωση ανιχνεύθηκε µε ηλεκτροφόρηση 

γενοµικού DNA σε πηκτή αγαρόζης, καθώς και µε in situ σήµανση του 3΄-ΟΗ άκρου 

µονών αλυσίδων του γενετικού υλικού (TUNEL assay). Σε κάθε µία από τις 

παραπάνω διαδικασίες, τα κύτταρα είχαν προηγουµένως καλλιεργηθεί απουσία ορού, 

συνθήκες που έχει αποδειχτεί ότι επάγουν την κυτταρική απόπτωση (Makrigiannakis 

et al., 1999; Breckwoldt et al., 1996). Επιπλέον, οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν σε 

κάθε περίπτωση, 24 ώρες µετά την έκθεση των κυττάρων στις συνθήκες αυτές, ώστε 

να βρίσκονται στην ίδια φάση της αποπτωτικής διαδικασίας.  

.   

3.7.1 In situ χρώση του 3΄-ΟΗ άκρου µονών αλυσίδων του γενετικού υλικού 

(TUNEL assay). 

 

Υλικά 

Ιn situ cell death detection kit, Fluorescein, που περιέχει: 

o Ενζυµικό διάλυµα (Τerminal deoxynucleotidyl transferase, TdT). 

o Νουκλεοτιδικό διάλυµα (dUTP συνδεδεµένα µε φθορίζουσα χρωστική). 

Chamber slides 

Φιµπρονεκτίνη (Fibronectin fragment, Sigma-Aldrich, USA). 

Πολυ-L - λυσίνη (Poly-L-lysine) (Sigma-Aldrich, USA)  

PBS 

Αντισώµατα για να µπλοκάρουµε τους ιντεγκρινικούς υποδοχείς: 

α5β1 (Chemicon International Inc. California, USA) 

αvβ3 (Chemicon International Inc. California, USA) 

Ενεργοποιηµένα αντισώµατα κατά των: 

α5β1 (Chemicon International Inc. California, USA) 

αvβ3 (Chemicon International Inc. California, USA) 

HLA-DR (Chemicon International Inc. California, USA)    

Φορµαλίνη 
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Ανάστροφο µικροσκόπιο εξοπλισµένο µε laser ιόντων αργού-κρυπτού (Zeiss IM35) 
∆ιαλύµατα 

10% φορµαλίνη σε PBS 

πολυ-L-λυσίνη σε PBS 100 µg/ml 

∆ιάλυµα αντίδρασης TUNEL: 450 µl νουκλεοτιδικό και 50 µl ενζυµικό διάλυµα  

 

 

Μέθοδος 

Με την διαδικασία αυτή ανιχνεύονται οι µονές αλυσίδες µε in situ σήµανση του 

3΄-ΟΗ άκρου των κοµµατιών DNA in vitro, µε την χρήση νουκλεοτιδίων (dUTP) 

συνδεδεµένων µε φθορίζουσες χρωστικές. Συγκεκριµένα, ειδικές αντικειµενοφόρες 

πλάκες (chamber slides) επικαλύπτονται µε ενεργοποιηµένα αντισώµατα κατά των 

α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών, ή µε µόρια πρόσδεσης του εξωκυτταρικού περιβάλλοντος, 

µε την διαδικασία που έχει ήδη περιγραφεί. Η επίστρωση µε ενεργοποιηµένα 

αντισώµατα πραγµατοποιείται µε την εξής διαδικασία: οι πλαστικές επιφάνειες 

επωάζονται µε τα αντίστοιχα αντισώµατα σε τελική συγκέντρωση 40 µg/ml σε PBS, 

όλη νύχτα στους 4oC. Kοκκώδη κύτταρα από ανθρώπινη ωοθήκη αναπτύσσονται 

στην συνέχεια στις πλάκες αυτές και µέσα σε θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει ορό. 

Μετά από χρονικό διάστηµα 24 ωρών, τα κύτταρα µονιµοποιούνται µε 10% διάλυµα 

φορµαλίνης και γίνεται έκπλυση δύο φορές µε PBS. Ακολουθεί επώαση των 

κυττάρων µε το διάλυµα αντίδρασης TUNEL στους 37οC για 1 ώρα στο σκοτάδι. 

Κατά την χρονική αυτή περίοδο, το ένζυµο TdT επάγει τον πολυµερισµό των 

φθορίζουσων νουκλεοτιδίων (dUTP) στο 3΄ άκρο των κοµµατιών του DNA. Στο 

τέλος πραγµατοποιείται έκπλυση των κυττάρων µε PBS και παρατήρηση των 

σηµασµένων κοµµατιών DNA σε µικροσκόπιο φθορισµού. Ο αριθµός των TUNEL-

θετικών πυρήνων µετράται σε 12 τυχαία επιλεγµένα πεδία (40Χ) και τα 

αποτελέσµατα εκφράζονται ως επί τοις εκατό θετικά κύτταρα. Κατά µέσο όρο 

µετρώνται 250 κύτταρα για κάθε περιοχή επικαλυµµένη µε διαφορετικό µόριο του 

εξωκυττάριου χώρου.  

 

3.7.2 Ανίχνευση του κατακερµατισµένου DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 

 

Υλικά και συσκευές 
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Tris/HCl (Bio-Rad Labs, USA) 

EDTA 

Triton X-100 (SIGMA-Aldrich, USA) 

Πρωτεϊνάση Κ 

RNAse 

 

Μέθοδος 

Τα κοκκώδη κύτταρα, αφού καλλιεργηθούν, πλένονται µε PBS και συλλέγονται 

µε φυγοκέντρηση σε 1000 x g για 10 λεπτά. Στην συνέχεια, προκαλείται λύση των 

κυττάρων σε lysis buffer, το οποίο περιέχει 10 mmol/l TrisHCL, 10 mmol/L EDTA 

και 0,5% Triton X-100 για 20 λεπτά σε πάγο και κατεργασία µε πρωτεϊνάση Κ (20 

mg/ml) και RNAση (20 mg/ml) 1 µl, για 1 ώρα στους 37οC. Το δείγµα 

ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα  2% αγαρόζης και το DNA, γίνεται ορατό µε υπεριώδη 

ακτινοβολία. 

 

3.7.2.1 Ηλεκτροφόρηση 

 

Υλικά και συσκευές 

Αγαρόζη 

Tris (Bio-Rad Laboratories, USA) 

Oξικό νάτριο (sodium acetate) 

EDTA 

Βρωµιούχο αιθίδιο 

∆είκτες γνωστού µοριακού βάρους (Life Technologies, HΠΑ) 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης 

 

Μέθοδος 

Για την ανίχνευση του DNA, τα δείγµατα τοποθετούνται σε συσκευή οριζόντιας 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο. Η συσκευή 

συνδέεται µε τροφοδοτικό, εφαρµόζεται σταθερή τάση και αφήνεται να διαχωριστεί 

το DNA. Πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός ανάλογα µε το µοριακό βάρος. Ο 

υπολογισµός του µοριακού βάρους των γονιδίων είναι εφικτός µε τη χρήση των 

δεικτών γνωστού µοριακού βάρους που τρέχουν παράλληλα µε τα άγνωστα δείγµατα. 
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Το βρωµιούχο αιθίδιο δεσµεύεται και χρώνει το DNA, το οποίο ανιχνεύεται σε 

συσκευή υπεριώδους φωτός. 

 

3.7.3 Κυτταροµετρία ροής για προσδιορισµό του DNA περιεχοµένου  

 

Υλικά και συσκευές 

Ιωδιούχο προπίδιο 

Αιθανόλη/PBS (Merk, Germany) 

RNAse A 

Φυγόκεντρος 

Κυτταροµετρητής Beckton-Dickinson FACSArray (Beckton-Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ) 

Software προγράµµατα CELLQuest (Beckton-Dickinson) και ModFit LT (Verify 

Software, Topsham, MN) 

 

Μέθοδος 

 Η µέθοδος στηρίζεται στην ειδική χρώση των αποπτωτικών κυττάρων µε 

Ιωδιούχο Προπίδιο (Propidium iodide). Έτσι εκτιµάται το ποσοστό αποπτωτικών 

κυττάρων ως προς τα ζώντα φυσιολογικά κύτταρα. Κατά την εκτέλεση του 

πειράµατος, µετά από 24 ώρες επώασης µε τις υπό µελέτη πρωτεΐνες (σε θρεπτικό 

υλικό απουσία ορού), τα κύτταρα συλλέγονται, µονιµοποιούνται, φυγοκεντρούνται 

και βάφονται µε Iωδιούχο Προπίδιο.  

  Συγκεκριµένα, για την εκτέλεση της µεθόδου τα κύτταρα συλλέγονται από τα 

δοχεία καλλιέργειας µε χρήση τρυψίνης και µετρώνται µε το αιµατοκυτταρόµετρο. 1-

2 x 106 κύτταρα τοποθετούνται σε σωλήνα και φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε ταχύτητα 1600 rpm. Ακολουθεί επαναδιάλυση του 

κυτταρικού περιεχοµένου µε 70% αιθανόλη για 16 ώρες µέσα στον πάγο, ώστε να 

πραγµατοποιηθεί µονιµοποίησή τους. Στο διάλυµα αιθανόλης µπορούν να 

διατηρηθούν για µερικές εβδοµάδες, στους -20οC. Το διάλυµα φυγοκεντρείται στις 

1600 rpm για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και αποµακρύνεται το υπερκείµενο 

αιθυλικό διάλυµα. Τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε διάλυµα PBS, που περιέχει 500 

µg/ml RΝάση Α για 30 λεπτά σε θερµoκρασία δωµατίου. Το βήµα αυτό 

πραγµατοποιείται, προκειµένου να αποφευχθεί ενδεχόµενη πρόσδεση του ιωδιούχου 

προπιδίου στο RNA, που θα οδηγήσει σε λανθασµένες εκτιµήσεις. Αφού 
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φυγοκεντρηθεί το διάλυµα και αποµακρυνθεί το υπερκείµενο, επωάζεται µε διάλυµα 

PBS, που περιέχει ιωδιούχο προπίδιο σε συγκέντρωση 20 µg/ml, για 30 λεπτά στο 

σκοτάδι και σε θερµοκρασία δωµατίου. Το δείγµατα εξετάζονται µε τη χρήση 

κυτταροµετρητή τύπου Beckton-Dickinson FACSArray και αναλύονται µε το 

πρόγραµµα CELLQuest και ModFit LT. 

 

3.8 Ποσοτική µέτρηση της συγκέντρωσης VEGF µε ανοσοενζυµική µέθοδο 

ELISA 

 

Υλικά  

Kit για την µέτρηση του VEGF (R&D Systems, Minneapolis), που περιέχει: 

Πλάκες 96-οπών επιστρωµένες µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι της VEGF165 

πρωτεΐνης 

Πολυκλωνικό αντίσωµα κατά του VEGF µε προσδεδεµένη υπεροξειδάση 

(Horseradish Peroxidase, HRP) 

Ανασυνδυασµένη VEGF165 ανθρώπινη πρωτεΐνη 

Ρυθµιστικό διάλυµα διάλυσης της Υπεροξειδάσης 

Ρυθµιστικό διάλυµα διάλυσης της VEGF πρωτείνης 

Ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης 

Αντιδραστήριο Α, µε υπεροξείδιο του υδρογόνου 

Αντιδραστήριο Β, µε χρωµογόνο 

 ∆ιάλυµα λήξης της αντίδρασης 

Ειδικές αυτοκόλλητες ταινίες για κάλυψη των πλακών 

Σωλήνες πολυστυρενίου (15 mm) 

Φωτόµετρο πλακών ELISA (Dynatech MicroElisa reader Chantilly, VA) 

∆ιαλύµατα 

Substrate solution: Ανάµειξη ίσων ποσοτήτων από τα αντιδραστήρια Α και Β, 15 

λεπτά πριν από την χρήση 

Πρωτεϊνικό διάλυµα: Ανάµειξη της VEGF πρωτεΐνης µε το ειδικό ρυθµιστικό 

διάλυµα 

    

Μέθοδος 

Το συγκεκριµένο kit αποτελεί ανοσοενζυµικό σύστηµα ELISA (Enzyme 

Linked-Immuno-Sorbent Assay). Ένα ενεργοποιηµένο µονοκλωνικό αντίσωµα, ειδικό 
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για την ανθρώπινη VEGF165 πρωτεΐνη, έχει επιστρωθεί σε φρεάτια 96 οπών. Τα 

άγνωστα δείγµατα, µαζί µε τα αντιπροσωπευτικά δείγµατα (controls) γνωστών 

συγκεντρώσεων του VEGF, και µε τα οποία κατασκευάζεται η πρότυπος καµπύλη, 

τοποθετούνται µέσα στα φρεάτια και επωάζονται για 2 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Κατά την διάρκεια της επώασης, οι πλάκες είναι καλυµµένες µε τις ειδικές 

αυτοκόλλητες ταινίες. Κατά την πρώτη επώαση, τα µόρια της VEGF πρωτεΐνης που 

περιέχονται στα δείγµατα προσδένονται στο ακινητοποιηµένο-επιστρωµένο 

αντίσωµα. Ακολουθεί έκπλυση 3 φορές, για την αποµάκρυνση των µη δεσµευµένων 

ουσιών, και προστίθεται ένα πολυκλωνικό αντίσωµα ειδικό για τον VEGF, το οποίο 

έχει προσδεδεµένη την υπεροξειδάση. Κατά τη δεύτερη επώαση, η οποία διαρκεί 2 

ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου, το τελευταίο αντίσωµα χρησιµεύει ως ανιχνευτής, 

µέσω της πρόσδεσής του στα ακινητοποιηµένα µόρια του VEGF που έχουν ήδη 

δεσµευτεί κατά την πρώτη επώαση και µε τον τρόπο αυτό σχηµατίζεται τελικά το 

τετραµερές sandwich. Μετά την αφαίρεση του πλεονάζοντος αντισώµατος 

¨ανιχνευτή¨, προστίθεται ένα διάλυµα χρωµογόνου (substrate buffer) που παράγει  

χρώµα σε εκείνα τα πηγαδάκια που περιέχουν προσδεδεµένη VEGF πρωτεΐνη, και το 

οποίο αφήνεται να δράσει για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, προστατευµένο 

από το φως. Η αντίδραση παραγωγής χρώµατος διακόπτεται µε την επίδραση του 

διαλύµατος λήξης της αντίδρασης. Η ένταση του χρώµατος σε κάθε φρεάτιο είναι 

ευθέως ανάλογη µε την συγκέντρωση του VEGF. Μετά από 30 λεπτά ανάδευσης το 

κάθε φρεάτιο µετράται σε Elisa Reader, σε µήκος κύµατος 450 nm και η τιµή αυτή 

αποτελεί µέτρο της εκάστοτε συγκέντρωσης.. 

 Οι γνωστές συγκεντρώσεις του VEGF που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 1000 

pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 0 pg/ml. 

  

3.9 Στατιστική ανάλυση 

 

Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της απόπτωσης 

µε TUNEL, για τον καθορισµό της σηµαντικότητας των διαφορών που παρατηρείται 

στο µέσο ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων σε κάθε πείραµα, χρησιµοποιείται η 

στατιστική µέθοδος one-sided Student's t test. Στα πειράµατα συνάφειας και 

κινητικότητας των κοκκωδών κυττάρων, οι διαφορές µεταξύ των µέσων τιµών, που 

παρατηρήθηκαν σε κάθε πείραµα, εκτιµήθηκαν µε την χρήση της µεθόδου ANOVA 

(one-way analysis of variance) ακολουθούµενη από Studet’s t-test. Στις  αναλύσεις 
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της κυτταροµετρίας ροής οι παρατηρούµενες διαφορές του ρυθµό θετικότητας 

(positivity rate) και της µέσης έντασης φθορισµού (MFI) στην έκφραση των 

ιντεγκρινών και της φιµπρονεκτίνης στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων 

αναλύθηκαν µε την χρήση της στατιστικής µεθόδου Mann-Whitney test. Στατιστικώς 

σηµαντικά θεωρούνται τα p values < 0.05, και τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως 

µέσες τιµές ± SE.  Οι στατιστικές αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τα προγράµµατα 

SPSS και Statistica. 
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4.  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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4.1 Έκφραση της FN και των υποδοχέων της (ιντεγκρινών) στα κοκκώδη 

κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης. 

 

 Ποικίλες µελέτες στο παρελθόν έχουν αποδείξει ότι η έκφραση των ιντεγκρινών 

στην µεµβρανική επιφάνεια των κυττάρων διαφορετικών τύπων και η επακόλουθη 

αλληλεπίδρασή τους µε µόρια του εξωκυττάριου χώρου σχετίζεται άµεσα µε την 

φυσιολογική τους λειτουργία (Gospodarwicz et al., 1978; Ingber, 1990). Ειδικά στα 

κοκκώδη κύτταρα, η παρουσία διαφόρων ιντεγκρινικών υποδοχέων θεωρείται 

κρίσιµη στην ρύθµιση πολλαπλών λειτουργιών τους, τόσο κατά την διάρκεια 

ανάπτυξης των ωοθυλακίων, όσο και κατά την δηµιουργία και και τον εκφυλισµό του 

ωχρού σωµατίου (Honda et al., 1997; Giancotti and Ruoslahti, 1999).   

 

4. 1. 1 Έκφραση σε τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης 

 

Αρχικά ανιχνεύθηκε η έκφραση ενός από τα µόρια του εξωκυττάριου χώρου 

(FN) και τριών από τους ιντεγκρινικούς υποδοχείς του µορίου αυτού (α5β1, αvβ3, και 

αvβ5) σε κοκκώδη κύτταρα αναπτυσσόµενων ωοθυλακίων, καθώς και στο ωχρό 

σωµάτιο κατά την διαδικασία σχηµατισµού και αποδιάταξης του. Για τον σκοπό 

αυτόν πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµική χρώση σε τοµές που προέρχονται από 

ιστό ανθρώπινης ωοθήκης και από διαφορετικές χρονικές στιγµές του εµµηνορροϊκού 

κύκλου. Συγκεκριµένα, οι τοµές που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονταν από ιστό 

ωοθηκης της ωοθυλακικής φάσης, των πρώτων σταδίων της ωχρινικής φασης (ηµέρα 

του κύκλου 15-18) και των τελευταίων σταδίων της ωχρινικής φάσης (ηµέρα του 

κύκλου 24-28). Όπως φαίνεται στην εικόνα 1, τα παραπάνω µόρια δεν εκφράζονται 

στην επιφάνεια κοκκωδών κυττάρων, ούτε στην περιοχή που τα περιβάλλει, σε τοµές 

που προέρχονται από ωοθήκη που βρίσκεται στην ωοθυλακική φάση. Αντιθέτως, η 

έκφραση της φιµπρονεκτίνης και των ιντεγκρινικών υποδοχέων της (α5β1, αvβ3, και 

αvβ5) φάνηκε να σχετίζεται άµεσα µε την δηµιουργία του ωχρού σωµατίου, 

δεδοµένης της έντονης χρώσης που παρατηρήθηκε στα δείγµατα των πρώτων 

σταδίων της ωχρινικής φάσης. Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων 

χρησιµοποιήθηκαν 12 δείγµατα από κάθε χρονική περίοδο του κύκλου και κάθε 

πείραµα επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.   

Συγκεκριµένα, σε τοµές προερχόµενες από τα πρώτα στάδια της ωχρινικής 

φάσης, ανιχνεύθηκε έκφραση των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών και σε µικρότερο βαθµό 
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της αvβ5, στην επιφάνεια των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων (εικόνα 1 E, H, 

K). Παράλληλα, σε τοµές της ίδιας φάσης του εµµηνορροϊκού κύκλου παρατηρήθηκε 

έκφραση φιµπρονεκτίνης στην ουσία που περιβάλει τα κύτταρα αυτά (εικόνα 1 B).  Η 

ένταση της ανοσοϊστοχηµικής χρώσης, φάνηκε να µειώνεται σηµαντικά, ή και να 

εξαφανίζεται σε µερικές περιπτώσεις, στις τοµές των τελευταίων σταδίων της 

ωχρινικής φάσης, δηλαδή µετά την µείωση των επιπέδων της LH. Τα ευρήµατα 

αυτών των πειραµάτων υποδηλώνουν ότι η δηµιουργία του ωχρού σωµατίου, η οποία 

βρίσκεται υπό τον συνεχή έλεγχο της ωχρινικής ορµόνης LH, σχετίζεται µε την 

εναπόθεση φιµπρονεκτίνης στην περιοχή που περιβάλει τα κοκκώδη κύτταρα. Το 

γεγονός αυτό αποκτά ιδιαίτερη σηµασία σε συνδυασµό µε την αυξηµένη έκφραση 

των FN-συνδεόµενων ιντεγκρινών στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων την ίδια 

χρονική περίοδο.  

 

  
 

Εικόνα 1. In situ χρώση ιστού ωοθήκης για την έκφραση της 
φιµπρονεκτίνης και των ιντεγκρινικών υποδοχέων της σε κοκκώδη 
κύτταρα. Ο ιστός χρώστηκε µε αντισώµατα για (FN) (A-C), α5β1 (D-F), 
αvβ3 (G-I) και αvβ5 (J-L) προκειµένου να διευκρινιστεί η έκφραση των 
µορίων αυτών σε αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια και κατά την δηµιουργία 
και αποδιάταξη του ωχρού σωµατίου. Στα αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια 
(A, D, G, J) τα βέλη υποδεικνύουν τα κοκκώδη κύτταρα. (Μεγεθύνσεις: 
A, D-I, K,L x 200; B.C.J x 400) (Space bars: 50 µm). 

 65



  Αποτελέσµατα 

 

  
 

Εικόνα 2. Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης όπως αυτά εκτιµήθηκαν µε τη µέθοδο 
IRS. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τους µέσους όρους ± SE (*, p<0.05). 

 

 

4.1.2 Έκφραση της FN και των υποδοχέων της α5β1, αvβ3, και αvβ5 σε κοκκώδη 

κύτταρα in vitro 

 

Για την επιβεβαίωση των ανοσοϊστοχηµικών αποτελεσµάτων, 

πραγµατοποιήθηκαν in vitro πειράµατα, τα οποία αφορούσαν την έκφραση της 

φιµπρονεκτίνης και των ιντεγκρινικών υποδοχέων της (α5β1, αvβ3, και αvβ5) σε 

κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης. Όπως αναφέρεται στο κεφάλαιο ¨Υλικά και 

Μέθοδοι¨ τα κύτταρα αυτά προέρχονται από γυναίκες που υποβάλλονται σε in vitro 

γονιµοποίηση. Στις γυναίκες αυτές έχει  προηγουµένως χορηγηθεί µία υψηλή δόση 

(10000 IU) χοριακής γοναδοτροπίνης (hCG) in vivo, γεγονός που τους δίνει την 

δυνατότητα απόκτησης χαρακτηριστικών ωχρινικών κοκκωδών κυττάρων του 

αρχικού σταδίου της ωχρινικής φάσης (Grazul-Bilska et al., 1997).  

Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της κυτταροµετρίας ροής χρησιµοποιώντας 

αντισώµατα ειδικά για τα µόρια που µελετάµε. Σαν αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε καθαρό IgG3 αντίσωµα, ώστε παρατηρώντας τις µεταβολές στις 

τιµές από τα δείγµατα αυτά διαπιστώθηκε η έκφραση ή µη της κάθε πρωτεϊνης. Τα 

αποτελέσµατα προέρχονται από τις τιµές που συλλέχθηκαν από 10 τουλάχιστον 

ανεξάρτητα µεταξύ τους πειράµατα.  Η  στατιστική ανάλυση των δεδοµένων απέδειξε 

ότι οι α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες εκφράζονται στην επιφάνεια σηµαντικού αριθµού 
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κοκκωδών κυττάρων (ανιχνεύθηκαν στο 61±10% και στο 38±5% των κυττάρων 

αντίστοιχα) (εικόνες 3B-C), στο σύνολο 16 εξεταζόµενων δειγµάτων. Στο ίδιο 

δειγµατικό σύνολο, εξίσου σηµαντική ήταν και η έκφραση της φιµπρονεκτίνης 

(ανιχνεύθηκε στο 52±10% των κυττάρων) (εικόνα 3A), ενώ ένα πολύ µικρότερο 

ποσοστό κυττάρων εµφάνισε έκφραση της αvβ5 ιντεγκρίνης (ανιχνεύθηκε στο 8,8±1% 

του κυτταρικού πληθυσµού) (εικόνα 3D). Η έκφραση της φιµπρονεκτίνης στην 

κυτταρική επιφάνεια, οδήγησε στην υπόθεση ότι τα κοκκώδη κύτταρα εκκρίνουν το 

µόριο αυτό, το οποίο στην συνέχεια, προσδένεται στους ιντεγκρινικούς υποδοχείς.  

 

 
Εικόνα 3. Η έκφραση της FN (A) α5β1 (B), αvβ3 (C) and αvβ5 (D), σε 
ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα ανιχνεύθηκε µε κυτταροµετρία ροής. Τα 
γεµάτα και άδεια γραφήµατα αντιπροσωπεύουν αντίστοιχα την χρώση 
για το IgG3 αντίσωµα και την χρώση για την κάθε πρωτεΐνη. Τα 
δεδοµένα αυτά προήλθαν από 10 ανεξάρτητα πειράµατα.   

 

 

Η προαναφερθείσα έκφραση της FN και των υποδοχέων της α5β1, αvβ3, και αvβ5, 

σε τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης, επιβεβαιώθηκε µε µία ακόµη µέθοδο που 

βασίστηκε στην φθορίζουσα σήµανση των µορίων αυτών. Το πλεονέκτηµα της 

µεθόδου αυτής έναντι της κυτταροµετρίας ροής είναι η δυνατότητα παρατήρησης του 

κυττάρου, γεγονός που παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για τον ακριβή εντοπισµό 

των µελετούµενων µορίων πάνω σε αυτό. Στην συγκεκριµένη περίπτωση, κοκκώδη 
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κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης καλλιεργήθηκαν σε επιφάνειες επιστρωµένες µε 

βιτρονεκτίνη (VN) ή λαµινίνη (LN) για 48-72 ώρες κάτω από συνθήκες έλλειψης 

ορού. Σε αυτήν την περίπτωση, παρατηρήθηκε και πάλι έκφραση της φιµπρονεκτίνης 

στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων (εικόνα 4), ενώ στην αρχική καλλιέργεια 

υπήρχε µόνο LN ή VN. Όπως φαίνεται στην εικόνα 4Α, το µόριο αυτό εντοπίστηκε 

κυρίως στις προεκβολές των κυττάρων. ∆εδοµένου ότι τα συγκεκριµένα κύτταρα 

αναπτύσσονταν απουσία ορού, θεωρήθηκε ότι η FN εκκρίνεται από αυτά, και στην 

συνέχεια κάποια από τα µόρια της συνδέονται µε την κυτταρική επιφάνεια. Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε ταυτόχρονη έκφραση των α5β1, αvβ3,  ιντεγκρινών, η οποία εντοπίζεται 

στην κυτταρική επιφάνεια. Σηµαντική παρατήρηση της έκφρασης των ιντεγκρινών 

αυτών είναι ότι φαίνεται να σχηµατίζουν focal adhesions. Η αvβ5 ανιχνεύθηκε σε πολύ 

µικρότερο ποσοστό κυττάρων σε σχέση µε τον συνολικό πληθυσµό, ενώ δεν φάνηκε 

να σχηµατίζει focal adhesions (εικόνα 4D). Τα αποτελέσµατα των παρατηρήσεων 

αυτών επιβεβαιώνονται και από µελέτες σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους 

(Wayner et al., 1991), οι οποίες συσχετίζουν τον σχηµατισµό των focal adhesions µε 

την έκφραση των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών, όχι όµως και της  αvβ5.  
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Εικόνα 4. Φαίνεται ο ανοσοφθορισµός για κοκκώδη κύτταρα που 
καλλιεργήθηκαν σε βιτρονεκτίνη (A) ή φιµπρονεκτίνη (B-D) χωρίς ορό και στην 
συνέχεια ανιχνεύθηκε η FN (A), α5β1 (B), αvβ3 (C) and αvβ5 (D). Στην επιφάνεια 
των κυττάρων που καλλιεργήθηκαν σε βιτρονεκτίνη ανιχνεύθηκε FN, αλλά µόνο 
στα φιλοπόδια (βέλη). Στην επιφάνεια των κυττάρων που καλλιεργήθηκαν σε 
φιµπρονεκτίνη εκφράζονται οι ιντεγκρίνες α5β1, αvβ3 και σε µικρότερο ποσοστό η 
αvβ5. Επιπλέον, στην Β και C είναι φανερός ο σχηµατισµός των focal adhesions 
(βέλη).   
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4. 2. Η hCG αυξάνει την έκφραση της FN και των FN-συνδεόµενων ιντεγκρινών 

στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων  

 

Η ωχρινοποιητική ορµόνη, χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG) έχει συσχετιστεί, 

µεταξύ άλλων, και µε την επαγωγή της έκφρασης διαφόρων ιντεγκρινών σε κοκκώδη 

κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης (Ηοnda et al., 1997). Βασιζόµενοι στα δεδοµένα αυτά 

ελέγξαµε την υπόθεση ότι η hCG επηρεάζει την έκφραση των α5β1, αvβ3 και αvβ5 

ιντεγκρινών στην επιφάνεια των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων. Επιπλέον, 

δεδοµένης της ταυτόχρονης αύξησης που παρατηρήθηκε στην έκφραση του 

εξωκυττάριου προσδέτη (FN) των ιντεγκρινικών αυτών υποδοχέων, µελετήσαµε και 

την ενδεχόµενη επίδραση της hCG στην έκφραση του µορίου αυτού στα ίδια 

κύτταρα.  

Τα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε στείρες πλάκες καλλιεργειών των 6 

οπών (106 κύτταρα ανά οπή) για χρονικά διαστήµατα από 48 εως και 72 ώρες, είτε σε 

θρεπτικό υλικό που περιέχει hCG, είτε απουσία της συγκεκριµένης ορµόνης. Μετά το 

τέλος της επίδρασης ακολούθησε προσδιορισµός της έκφρασης των µελετούµενων 

µορίων µε την µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής και ταυτόχρονη σύγκριση των τιµών 

από κύτταρα που είχαν αναπτυχθεί παρουσία και απουσία της ορµόνης. Όπως 

φαίνεται από γράφηµα 1, τα επίπεδα έκφρασης της FN και των ιντεγκρινικών της 

υποδοχέων σε κοκκώδη κύτταρα που δεν είχαν διεγερθεί δεν παρουσίαζαν 

σηµαντικές µεταβολές σε σχέση µε τα προσφάτως αποµονωµένα κύτταρα. Αντιθέτως, 

διέγερση µε hCG οδηγούσε σε αξιοσηµείωτη αύξηση του αριθµού των κυττάρων που 

εκφράζουν την α5β1 ιντεγκρίνη, σε σχέση µε τα φυσιολογικά (p<0,05), και των 

κυττάρων που εκφράζουν την αvβ3 σε σχέση µε τα φυσιολογικά (p<0.05). Η ορµονική 

διέγερση όµως, δεν φάνηκε να έχει ανάλογη επίδραση στην έκφραση της αvβ5 

ιντεγκρίνης (8.8±1.8% έναντι 8.0±1.7%). Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στον 

πίνακα προέρχονται από στατιστική ανάλυση των τιµών 3 τουλάχιστον διαφορετικών 

πειραµάτων. Επιπλέον, γίνεται φανερό ότι η έκθεση των κυττάρων στην hCG 

οδήγησε µέχρι και σε τετραπλασιασµό της µέσης τιµής φθορισµού. Οι αναφερόµενες 

µεταβολές της έκφρασης των ιντεγκρινικών υποδοχέων συνοδεύτηκαν από ανάλογες 

µεταβολές στα επίπεδα έκφρασης της FN που συνδέεται στην κυτταρική επιφάνεια.  

Συγκεκριµένα, διαπιστώθηκε αξιοσηµείωτη αύξηση του αριθµού των κυττάρων που 
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εκφράζουν FN µετά από διέγερση των κοκκωδών κυττάρων µε hCG, σε σχέση µε τα 

µη διεγερµένα κύτταρα (p<0.05). 
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Πρωτεΐνη Αύξηση Μέσης Τιµής 
Φθορισµού (MFI) 

FN 2.0-2.2 

α5β1 4.0-4.3 

αvβ3 4.0-4.2 

αvβ5 N.E 

 
 
Εικόνα 5. Κυτταροµετρία ροής χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της έκφρασης 
FN (A, D, G), α5β1 (B, E, H) και αvβ3 (C, F, I) σε µη διεγερµένα κύτταρα (A-C) και 
κύτταρα διεγερµένα µε hCG (D-F). Η κάθετη γραµµή δείχνει την ανώτατη ένταση 
φθορισµού για τα µη διεγερµένα κύτταρα. Χρησιµοποιώντας αυτό σαν σηµείο 
αναφοράς, βρέθηκε ότι η hCG αυξάνει την έκφραση και των τριών πρωτεϊνών. Aπό 
τον πίνακα φαίνεται επίσης ότι η µέση ένταση φθορισµού αυξάνεται µέχρι και 4 
φορές, µετά από διέγερση µε hCG (Ν.Ε: Νο Effect). Τα δεδοµένα αυτά προήλθαν από 
3 ανεξάρτητα πειράµατα. 
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4.3. Ρύθµιση της έκφρασης των ιντεγκρινικών υποδοχέων στην επιφάνεια των 

κοκκωδών κυττάρων από τον VEGF παράγοντα. 

 

4.3.1 Η hCG αυξάνει την συγκέντρωση του VEGF σε καλλιέργειες κοκκωδών 

κυττάρων.  

 

Η hCG έχει ήδη αναφερθεί ότι επάγει την έκκριση του VEGF από τα κοκκώδη 

κύτταρα της ωοθήκης (Neulen et al., 1995; Lee et al., 1997; Artini et al. 1998; Ferrara 

et al., 1998). Προς επιβεβαίωση των αναφορών αυτών πραγµατοποιήθηκε µέτρηση 

της συγκέντρωσης του VEGF παράγοντα στο θρεπτικό µέσο καλλιεργειών, παρουσία 

ή απουσία της hCG. Συγκεκριµένα, αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργούνται 

για χρονικό διάσηµα 48 ωρών είτε σε θρεπτικό υλικό που περιέχει hCG σε τελική 

συγκέντρωση 1 IU/ml, είτε απουσία της συγκεκριµένης ορµόνης. Μετά το τέλος των 

επωάσεων συλλέγεται το υγρό µέσο καλλιέργειας, στο οποίο υπολογίζεται η 

συγκέντρωση του VEGF περιεχοµένου µε την µέθοδο της ενζυµοσύνδετης 

ανοσοπροσροφητικής µέτρησης (ELISA) χρησιµοποιώντας kit µε δεσµευµένο 

αντίσωµα ειδικό για την πρωτεϊνη VEGF165. Όπως φαίνεται από τον πίνακα 1, ο 

οποίος αναφέρεται σε στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων που προέρχονται από 

4 τουλάχιστον ανεξάρτητα πειράµατα, η διέγερση µε hCG αυξάνει την συγκέντρωση 

του VEGF στο µέσο καλλιέργειας, σε σχέση µε τα αποτελέσµατα από καλλιέργειες 

που δεν είχαν διεγερθεί µε την ορµόνη αυτή. Παράλληλα, χρησιµοποιήθηκε αντι-

VEGF ουδετεροποιητικό αντίσωµα σε καλλιέργειες, οι οποίες περιείχαν και χοριακή 

γοναδοτροπίνη. Σε αυτή την περίπτωση, οι µετρήσεις ELISA φανέρωσαν ότι 

εξουδετερώνεται περίπου το 90% του εκκρινόµενου από τα κύτταρα VEGF.  
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Control 40 ± 3 pg/ml 

(+) hCG 180 ± 7pg/ml 
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Πίνακας 1. Η απελευθέρωση του VEGF από κοκκώδη κύτταρα. Η συγκέντρωση του 
VEGF σε καλλιέργειες µη διεγερµένων και διεγερµένων µε hCG κοκκωδών 
κυττάρων, παρουσία ή απουσία αντι-VEGF αντισώµατος υπολογίστηκε µε ELISA. Η 
προσθήκη του αντι-VEGF αντισώµατος εξουδετερώνει περισσότερο από το 90% του 
VEGF που απελευθερώνεται. Τα δεδοµένα προέρχονται από τον µέσο όρο 4 διπλών 
δειγµάτων.  
 
 
4.3.2 Ο VEGF προκαλεί αύξηση στα επίπεδα έκφρασης της FN και των 

υποδοχέων της α5β1, αvβ3, στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων. 

 

Όπως έχει αποδειχτεί τα τελευταία χρόνια, ο VEGF προκαλεί αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης ορισµένων ιντεγκρινών στην επιφάνεια κυττάρων διαφορετικού 

τύπου (Senger et al., 1997; Suzuma et al., 1998). Παράλληλα, η µελέτη της σηµασίας 

του συγκεκριµένου παράγοντα στην φυσιολογική ή µη λειτουργία των ωοθηκικών 

δοµών έχει προσφέρει αρκετά στοιχεία, ώστε να καθίσταται δυνατή η αναφορά του 

σαν βασικό µόριο της ανθρώπινης αναπαραγωγής (Geva and Jaffe, 2000; Wulff et al., 

2002). Στηριζόµενοι στις παραπάνω αναφορές, µελετήσαµε την υπόθεση ότι ο VEGF 

επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης της FN και των ιντεγκρινικών της υποδοχέων στα 

κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης.   

Η υπόθεσή µας εξετάστηκε µε την πραγµατοποίηση πειραµάτων, κατά τα οποία 

κυτταρικοί πληθυσµοί αναπτύχθηκαν παρουσία ή απουσία του VEGF. Με τον τρόπο 

αυτό ελέγχθηκε η ικανότητα του µορίου αυτού να επάγει µεταβολές στην έκφραση 

των προαναφερόµενων πρωτεϊνών. Συγκεκριµένα, κοκκώδη κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε στείρες πλάκες καλλιεργειών των 6 οπών (106 κύτταρα ανά οπή) 

για χρονικά διαστήµατα από 48 εως και 72 ώρες, σε θρεπτικό υλικό που περιείχε 

VEGF165 σε τελική συγκέντρωση 100 ng/ml. Παράλληλα, και για το ίδιο χρονικό 

διάστηµα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία του αναφερόµενου µορίου. Η 

έκφραση της κάθε πρωτεΐνης ανιχνεύθηκε µε φθορίζον αντίσωµα και ακόλουθη 

ανάλυση κυτταροµετρίας ροής. Η συγκεκριµένη µέθοδος έχει το πλεονέκτηµα ότι 

ανιχνεύει την χρώση όλων των κυττάρων µιας καλλιέργειας, και συνεπώς τα 

αποτελέσµατα είναι περισσότερο αξιόπιστα σε σχέση µε την οπτικά παρατηρούµενη 

χρώση.   

Όπως γίνεται φανερό από την εικόνα 6, η παρουσία του  VEGF165 προκάλεσε 

σηµαντική αύξηση του αριθµού των κυττάρων που εκφράζουν FN στην επιφάνειά 

τους (75±2,2%), σε σχέση µε τα κύτταρα που µετρήθηκαν σε καλλιέργειες που δεν 
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περιείχαν τον παράγοντα (50±2% µε p<0.05). Επιπλέον, παρατηρήθηκαν εξίσου 

σηµαντικές µεταβολές στον αριθµό των κυττάρων που παρουσίασαν θετική χρώση 

για τις α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες. Αναλυτικότερα, εντοπίστηκε έκφραση του α5β1 

υποδοχέα στο 74±3,2% του συνολικού πληθυσµού των καλλιεργειών που είχαν 

διεγερθεί µε τον VEGF165, ενώ το αντίστοιχο ποσοστό σε µη διεγερµένες 

καλλιέργειες ήταν 55±2,4% (µε p<0,05). Ανάλογες µετρήσεις για τον  αvβ3 παρουσία 

ή απουσία του VEGF παράγοντα έδειξαν ότι τα ποσοστά των κυττάρων που 

εκφράζουν το µόριο αυξήθηκαν επίσης, σε σχέση µε τα µη διεγερµένα κύτταρα 

(p<0,05). Στις καλλιέργειες, όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα ειδικό για την αvβ5 

ιντεγκρίνη ο αριθµός των κυττάρων που εµφάνισε φθορίζουσα χρώση δεν 

µεταβαλλόταν µε την προσθήκη του VEGF. Τα αποτελέσµατα που φαίνονται στον 

πίνακα προέρχονται από στατιστική ανάλυση των µετρήσεων από 7 τουλάχιστον 

ανεξάρτητα πειράµατα. 
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Πρωτεΐνη Αύξηση Μέσης Τιµής 
Φθορισµού (MFI) 

FN 1.6-1.8 

α5β1 3.4-3.6 

αvβ3 3.4-3.6 

αvβ5 N.E 

 

 

Εικόνα 6. Έκφραση της FN και των υποδοχέων της στην επιφάνεια των 
κοκκωδών κυττάρων, µετά από διέγερση µε VEGF. Με κυτταροµετρία ροής 
πραγµατοποιήθηκε η ανίχνευση των µορίων αυτών σε διεγερµένα µε VEGF ή 
µη διεγερµένα κοκκώδη κύτταρα. Τα αποτελέσµατα αποδεικνύουν ότι η 
έκφραση αυξάνεται µετά από διέγερση µε VEGF (σε σύγκριση µε τα µη 
διεγερµένα). Επιπλέον, παρατηρείται αύξηση και στην µέση ένταση 
φθορισµού (Πίνακας). Στην έκφραση της αvβ5 ιντεγκρίνης δεν παρουσιάστηκε 
καµία µεταβολή (N.E: No Effect).  
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4.3.3 Το anti-VEGF αντίσωµα αναστέλλει την αύξηση στην έκφραση της FN, 

αvβ3, α5β1 και αvβ5, η οποία επάγεται από την hCG. 

 

Βασιζόµενοι στο γεγονός ότι η hCG και o VEGF προκαλούν αύξηση στην 

έκφραση της FN και των FN-προσδενόµενων ιντεγκρινών στην επιφάνεια των 

κοκκωδών κυττάρων, και δεδοµένης της αύξησης στην συγκέντρωση του VEGF που 

προκαλείται στο µέσο καλλιέργειας υπό την επίδραση της hCG, ελέγξαµε την 

υπόθεση ότι οι επιδράσεις της hCG διαµεσολαβούνται από τον VEGF. Για τον σκοπό 

αυτό πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις των επιπέδων έκφρασης των ιντεγκρινικών 

υποδοχέων και της FN σε κοκκώδη κύτταρα, τα οποία αναπτύσσονταν απουσία ή 

παρουσία του VEGF, υπό την επίδραση όµως της hCG. 

Αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε στείρες πλάκες 

καλλιεργειών των 6 οπών (106 κύτταρα ανά οπή) για χρονικό διάστηµα 48 ωρών 

απουσία ορού. Στο θρεπτικό µέσο προστέθηκε επιπλέον hCG σε τελική συγκέντρωση 

1 IU/ml, η παρουσία της οποίας έχει αποδειχτεί ότι αυξάνει την συγκέντρωση του 

VEGF στο διάλυµα. Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκαν επωάσεις κοκκωδών κυττάρων 

υπό τις ίδιες συνθήκες µε προσθήκη αντι-VEGF ουδετεροποιητικού αντισώµατος, µε 

σκοπό την µείωση των επιπέδων του εκκρινόµενου VEGF στις συγκεκριµένες 

καλλιέργειες. Η ακόλουθη επώαση των κυττάρων µε αντισώµατα ειδικά για κάθε µία 

από τις µελετούµενες πρωτεΐνες και µε συζευγµένη φθορίζουσα ουσία είχε σαν 

αποτέλεσµα την σήµανση των κυττάρων που εκφράζουν τις πρωτεΐνες αυτές στην 

µεµβρανική τους επιφάνεια. Τα σηµασµένα κύτταρα ανιχνεύθηκαν και µετρήθηκαν 

µε την µέθοδο ανάλυσης της κυτταροµετρίας ροής. Όπως φαίνεται στην εικόνα 7, η 

επώαση µε το αντι-VEGF αντίσωµα, το οποίο εξουδετερώνει το 90% του VEGF που 

απελευθερώνεται µετά από διέγερση µε hCG (πίνακας 1), αναστέλλει σχεδόν πλήρως 

την hCG-επαγόµενη αύξηση της έκφρασης των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών στα 

κοκκώδη κύτταρα. Ανάλογη µείωση του αριθµού των σηµασµένων κυττάρων 

παρατηρήθηκε και σε καλλιέργειες µετά από χρήση αντισώµατος ανίχνευσης της FN, 

παρουσία του αντι-VEGF µορίου. Μετά από επώαση των κυττάρων στις παραπάνω 

συνθήκες µε VEGF πρωτεΐνη, η επίδραση του anti-VEGF αναστρέφεται και τα 

επίπεδα έκφραση επανέρχονται στα επίπεδα που παρατηρούµε απουσία του 

αντισώµατος αυτού. Τα παραπάνω αποτελέσµατα, υποδηλώνουν ότι η hCG αυξάνει 

την έκφραση των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινικών υποδοχέων και του εξωκυττάριου 
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προσδέτη τους (FN), τουλάχιστον εν µέρει, µε αυτοκρινή / παρακρινή τρόπο µέσω 

της έκκρισης του VEGF παράγοντα από τα κοκκώδη κύτταρα.  

 

 
 

Εικόνα 7. Κυτταροµετρία ροής χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της 
έκφρασης FN (A, D, G), α5β1 (B, E, H) και αvβ3 (C, F, I) σε µη διεγερµένα 
κύτταρα (A-C) και κύτταρα διεγερµένα µε hCG απουσία (D-F) ή 
παρουσία αντισώµατος για τον VEGF (G-I). Η διακεκοµµένη γραµµή 
δείχνει την ανώτατη ένταση φθορισµού για τα µη διεγερµένα κύτταρα. 
Χρησιµοποιώντας αυτό σαν σηµείο αναφοράς, βρέθηκε ότι η hCG 
αυξάνει την έκφραση και των τριών πρωτεϊνών, επίδραση που 
αναστέλλεται µε την προσθήκη αντι-VEGF αντισώµατος. Τα δεδοµένα 
αυτά προήλθαν από 3 ανεξάρτητα πειράµατα  
 

 

4.3.4 Τα κοκκώδη κύτταρα εκφράζουν τον VEGF-R1 (Flt-1) υποδοχέα. 

 

Πολλαπλές έρευνες έχουν αποδείξει ότι οι δράσεις του VEGF µεσολαβούνται από 

τους υποδοχείς του (VEGFR1/Flt-1, VEGFR2/KDR, VEGFR3/Flt-4), µέσω των 

οποίων προσδένεται στην κυτταρική επιφάνεια (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; 

Stouffer et al., 2001). Τα τελευταία χρόνια, αρκετές µελέτες ασχολήθηκαν µε την 

λειτουργική σηµασία των υποδοχέων αυτών σε κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης 

ωοθήκης. Τα µέχρι σήµερα δεδοµένα αποδεικνύουν την ύπαρξη του Flt-1 και του 
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KDR στην επιφάνεια των συγκεκριµένων κυττάρων (Otani et al., 1999; Sugino et al., 

2000b) όµως ο ακριβής µηχανισµός µέσω του οποίου δρουν τα µόρια αυτά δεν έχει 

πλήρως διευκρινιστεί.  

 

4.3.4.1 Έκφραση του Flt-1 υποδοχέα σε τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης 

 

Προς επιβεβαίωση των παραπάνω αναφορών και προκειµένου να ανιχνευθεί η 

έκφραση του Flt-1 υποδοχέα σε όλα τα στάδια του εµµηνορροϊκού κύκλου, 

εξετάστηκε η έκφραση του VEGFR-1 υποδοχέα (Flt-1), κατά την ανάπτυξη του 

ωοθυλακίου και την δηµιουργία του ωχρού σωµατίου. Για τον σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήθηκαν τοµές από ιστό ανθρώπινης ωοθήκης, που προέρχονταν από 

διαφορετικές χρονικές στιγµές της θυλακιακής ανάπτυξης. Στα δείγµατα 

πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµική χρώση σε αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια 

(ωοθυλακική φάση), καθώς και σε ωχρό σωµάτιο (ωχρινική φάση) κατά τα στάδια 

σχηµατισµού και αποδιάταξής του. Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων 

χρησιµοποιήθηκαν 12 δείγµατα από κάθε χρονική περίοδο του κύκλου και κάθε 

πείραµα επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.   

Η εικόνα 8 φανερώνει ότι ο Flt-1 δεν εκφράζεται σε κοκκώδη κύτταρα 

αναπτυσσόµενων ωοθυλακίων (εικόνα 8Α). Αντίθετα, ανιχνεύθηκε σηµαντική χρώση 

σε τοµές ωχρών σωµατίων, που προέρχονταν από τα αρχικά στάδια της ωχρινικής 

φάσης (ηµέρα του κύκλου 15-18) (εικόνα 8Β). Η παρατηρούµενη έκφραση µειώθηκε, 

ή και εξαφανίστηκε σε µερικές περιπτώσεις, σε ωχρά σωµάτια των τελευταίων 

σταδίων (ηµέρα του κύκλου 24-28), δηλαδή λίγο πριν από την φάση της 

ωχρινόλυσης.  
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Εικόνα 8. Χρώση ωοθηκικού ιστού µε αντισώµατα για Flt-1, 
προκειµένου να ανιχνευθεί η έκφραση του σε αναπτυσσόµενα 
ωοθυλάκια και κατά την δηµιουργία και αποδιάταξη του ωχρού 
σωµατίου. Ο Flt-1 δεν ανιχνεύθηκε στα ωοθυλάκια (A, βέλη), αλλά 
ανιχνεύθηκε έκφραση του στα κοκκώδη κύτταρα της αρχικής ωχρινικής 
φάσης (B), µία έκφραση που µειώνεται σε µετέπειτα στάδια (C). 
(Μεγεθύνσεις: x 400) (Space bars: 50 µm).  
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4.3.4.2 Ο υποδοχέας Flt-1 εκφράζεται σε κοκκώδη κύτταρα in vitro  

  

Η έκφραση του Flt-1 σε κύτταρα του ωχρού σωµατίου στα αρχικά στάδια της 

ωχρινικής φάσης, υποστηρίχτηκε επιπρόσθετα µε ανίχνευση του υποδοχέα σε 

αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα, τα οποία όπως έχει αναφερθεί φέρουν 

χαρακτηριστικά ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων. Η συγκεκριµένη µελέτη 

βασίστηκε στην πρόσδεση φθορίζουσας χρωστικής σε κύτταρα που εκφράζουν τον 

υποδοχέα. Με τον ίδιο τρόπο και στις ίδιες συνθήκες ανιχνεύθηκε η έκφραση του 

PECAM-1 παράγοντα, ώστε να αποκλείσουµε την πιθανότητα ότι η ανοσοϊστοχηµική 

χρώση που παρατηρήθηκε στα προηγούµενα πειράµατα προέρχεται από ενδοθηλιακά 

κύτταρα. Τα αποτελέσµατα προέρχονται από την πραγµατοποίηση 5 τουλάχιστον 

ανεξάρτητων πειραµάτων.  

Σε κάθε περίπτωση, αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα τα οποία είχαν 

προηγουµένως καλλιεργηθεί για χρονικό διάστηµα 48 ωρών, σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό σηµάνθηκαν µε ειδικά αντισώµατα, για τον Flt-1 και τον PECAM-1, τα οποία 

ήταν επιπλέον συζευγµένα µε φθορίζουσα χρωστική. Η θετική χρώση ανιχνεύθηκε, 

στην συνέχεια, µε την µέθοδο ανάλυσης της κυτταροµετρίας ροής. Όπως γίνεται 

φανερό από την εικόνα 9, τα κοκκώδη κύτταρα εκφράζουν σε µεγάλο ποσοστό τον 

Flt-1 υποδοχέα στην επιφάνειά τους, ενώ η έκφραση του PECAM-1 κυµαίνεται σε 

αρκετά µικρότερα επίπεδα. Σε παράλληλο έλεγχο του VEGFR-2 (KDR) υποδοχέα 

στα ίδια κύτταρα και στις ίδιες συνθήκες, δεν παρατηρήθηκε θετική χρώση των 

κοκκωδών κυττάρων. Βασιζόµενοι στα παραπάνω δεδοµένα, καθώς και στις ήδη 

υπάρχουσες βιβλιογραφικές αναφορές, καταλήξαµε στην υπόθεση ότι οι δράσεις του 

VEGF στα κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης µεσολαβούνται από την 

πρόσδεση του παράγοντα αυτού στον Flt-1 υποδοχέα του. 
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Εικόνα 9. Η έκφραση του Flt-1 (A) και PECAM-1 (B) στην επιφάνεια 
των ανθρώπινων κοκκωδών κυττάρων ανιχνεύθηκε µε κυτταροµετρία 
ροής. Τα γεµάτα και άδεια γραφήµατα αντιπροσωπεύουν αντίστοιχα 
την χρώση του υπόβαθρου και την χρώση για την κάθε πρωτεΐνη. Τα 
κοκκώδη κύτταρα εκφράζουν Flt-1 αλλά όχι PECAM-1. Τα δεδοµένα 
αυτά προήλθαν από 5 ανεξάρτητα πειράµατα.  

 

 

4.3.5 Η hCG αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης του Flt-1.           

   

∆εδοµένης της έκφρασης του Flt-1 υποδοχέα σε κοκκώδη κύτταρα 

προερχόµενα από τα αρχικά στάδια της ωχρινικής φάσης, σε συνδυασµό µε την 

διαπίστωση ότι η hCG αυξάνει την παραγωγή του VEGF από τα ωχρινοποιηµένα 

κοκκώδη κύτταρα, µελετήθηκε πιθανή επίδραση της ορµόνης αυτής στην έκφραση 

του Flt-1 υποδοχέα στα ίδια κύτταρα. Για τον σκοπό αυτό κοκκώδη κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε στείρες πλάκες καλλιεργειών των 6 οπών (106 κύτταρα ανά οπή) 

για χρονικά διαστήµατα από 48 εως και 72 ώρες, είτε σε θρεπτικό υλικό που περιέχει 

hCG, είτε απουσία της συγκεκριµένης ορµόνης. Ακολούθησε προσδιορισµός της 

έκφρασης του Flt-1 υποδοχέα µε την µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής και 

ταυτόχρονη σύγκριση των τιµών από κύτταρα που είχαν αναπτυχθεί παρουσία και 

απουσία της ορµόνης. Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα, διέγερση των κυττάρων 

µε hCG οδήγησε σε µία µετρίου µεγέθους αύξηση του αριθµού των κυττάρων που 

εκφράζουν Flt-1 (από 17±1% σε 28±1%, p<0.05). Η ταυτόχρονη επίδραση της 

χοριακής γοναδοτροπίνης  στην παραγωγή του VEGF από τα εξεταζόµενα κύτταρα, 

καθώς και στην έκφραση του υποδοχέα του στα ίδια κύτταρα, ενισχύει την υπόθεση 

ότι η hCG δρα µέσω ενός VEGF-εξαρτώµενου µηχανισµού.  
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Εικόνα 10. Η έκφραση του Flt-1 στην επιφάνεια κοκκωδών κυττάρων, 
διεγερµένα και µη διεγερµένα µε hCG, ανιχνεύθηκε µε κυτταροµετρία ροής. 

 

 

4.4. Η προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων στον εξωκυττάριο προσδέτη τους 

(FN).  

 

  Τα προαναφερόµενα αποτελέσµατα αποδεικνύουν την έκφραση των α5β1 και 

αvβ3 ιντεγκρινών στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων, όπως επίσης και της 

φιµπρονεκτίνης στα ίδια κύτταρα, χωρίς όµως να διαπιστώνεται η ακριβής 

λειτουργική σηµασία της έκφρασης αυτής.  

 

4.4.1 Η hCG αυξάνει την ικανότητα προσκόλλησης των κοκκωδών κυττάρων σε 

επιφάνειες επιστρωµένες µε FN. 

 

Προκειµένου να προσδιοριστεί η λειτουργική σηµασία της έκφρασης των α5β1 

και αvβ3 ιντεγκρινών στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων, πραγµατοποιήθηκαν 

ειδικά πειράµατα συνάφειας µε την χρήση δύο διαφορετικών µορίων του 
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εξωκυττάριου χώρου, µε την βοήθεια των οποίων υπολογίστηκε ο αριθµός των 

προσκολληµένων κυττάρων σε κάθε περίπτωση. Επιπροσθέτως, βασιζόµενοι στα 

ευρήµατά µας, τα οποία ανίχνευαν αύξηση της έκφρασης των παραπάνω ιντεγκρινών 

µετά από διέγερση µε την hCG, µελετήθηκε η επίδραση της ορµόνης αυτής στην 

ικανότητα προσκόλλησης των κοκκωδών κυττάρων σε διάφορα υποστρώµατα. Τα 

αποτελέσµατα προέρχονται από στατιστική ανάλυση των µετρήσεων από τρία 

τουλάχιστον ανεξάρτητα πειράµατα.  

Συγκεκριµένα, αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργούνται σε στείρες 

πλάκες καλλιεργειών των 96 οπών (5x103 κύτταρα ανά οπή) και σε θρεπτικό µέσο  

πλήρες ορού για χρονικό διάστηµα 30 λεπτών στους 37οC. Οι στείρες πλάκες είχαν 

προηγουµένως επιστρωθεί µε δύο διαφορετικά µόρια του εξωκυττάριου χώρου (FN, 

πολύ-L-λυσίνη), µε µία διαδικασία που περιγράφεται λεπτοµερώς στο κεφάλαιο 

¨Υλικά και Μέθοδοι¨. Η πολύ-L-λυσίνη (PLL) χρησιµοποιήθηκε γιατί αποτελεί ένα 

µη-ειδικό υπόστρωµα, το οποίο επάγει την κυτταρική προσκόλληση ανεξάρτητα από 

την ύπαρξη των υπό µελέτη ιντεγκρινών. Σαν αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν 

πλάκες, οι οποίες δεν είχαν επιστρωθεί µε καµία ουσία. Επιπλέον, τα κύτταρα είχαν 

επωαστεί όλη νύχτα σε θρεπτικό µέσο, απουσία ή παρουσία της hCG, στα πλαίσια 

µελέτης της επίδρασης της συγκεκριµένης ορµόνης. Η εικόνα 11 παρουσιάζει τα 

αποτελέσµατα των µετρήσεων, από τα οποία διαφαίνεται ότι ο αριθµός των 

κυττάρων, που προσκολλήθηκε σε υπόστρωµα PLL, παρουσίαζε µικρή αύξηση σε 

σχέση µε τον αριθµό που παρατηρήθηκε στις µη επιστρωµένες επιφάνειες. Το 

ποσοστό όµως των προσκολληµένων κυττάρων αυξανόταν σηµαντικά στις FN-

επιστρωµένες επιφάνειες. Επιπροσθέτως, η διέγερση των κυττάρων µε hCG 

προκάλεσε περαιτέρω αύξηση του αριθµού των προσδεδεµένων κυττάρων και στις 

τρεις διαφορετικές περιπτώσεις, ιδιαίτερα όµως στην περίπτωση της FN, όπου η 

αύξηση έφτανε σχεδόν στον διπλασιασµό του αρχικού ποσοστού.   

Τα παραπάνω δεδοµένα, ενισχύουν την άποψη ότι οι α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες 

της επιφάνειας των κοκκωδών κυττάρων επάγουν την προσκόλλησή τους σε 

υπόστρωµα πλούσιο σε FN, ενώ παράλληλα αποδεικνύουν ότι η διασύνδεση αυτή 

επηρεάζεται θετικά από ωχρινοποιητικές ορµόνες, όπως η hCG. Τα πειράµατα αυτά, 

βέβαια, δεν αποκλείουν την πιθανότητα και άλλοι παράγοντες, της επιφάνειας των 

κοκκωδών κυττάρων, να εµπλέκονται στην διαδικασία της προσκόλλησης µέσω 

διασύνδεσης µε το µόριο της PLL ή ακόµη και άλλων µορίων του εξωκυττάριου 

χώρου που δεν έχουν εξεταστεί. 
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Εικόνα 11. Μελετήθηκε η προσκόλληση διεγερµένων µε hCG και µη διεγερµένων 
κυττάρων σε πλαστικές επιφάνειες καλυµµένες µε PLL ή FN. Για τα µη διεγερµένα 
κύτταρα η προσκόλληση ήταν µεγαλύτερη στις επιφάνειες µε FN σε σχέση µε αυτές 
της PLL (*p < 0.05 ). Η προσκόλληση αυξανόταν µετά από διέγερση µε hCG (**p < 
0.05).  
 
 
4.4.2 Η προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων FN αναστέλλεται από 

αντισώµατα ειδικά για τις α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες. 

 

Προς επιβεβαίωση της παραπάνω υπόθεσης και προκειµένου να 

πραγµατοποιηθεί ποσοτική εκτίµηση της προσκόλλησης, που οφείλεται στις α5β1 και 

αvβ3 ιντεγκρίνες, εκτελέστηκαν περαιτέρω πειράµατα συνάφειας µε την χρήση 

ενεργοποιηµένων αντισωµάτων κατά των µορίων αυτών, αλλά και της αvβ5 

ιντεγκρίνης. Η συγκεκριµένη διαδικασία περιλαµβάνει επίστρωση επιφανειών µε 

φιµπρονεκτίνη και καλλιέργεια των αποµονωµένων κοκκωδών κυττάρων πάνω σε 

αυτές, όπως περιγράφηκε παραπάνω. Τα κύτταρα διεγείρονταν και πάλι µε hCG, ενώ 

σαν αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που είχαν αναπτυχθεί ελλείψει 

της ορµόνης. Η διαφορά, σε σχέση µε το προηγούµενο πείραµα είναι ότι οι 

επιστρωµένες επιφάνειες έχουν προηγουµένως επωαστεί µε αντισώµατα που 

αναγνωρίζουν τις ειδικές θέσεις δέσµευσης των ιντεγκρινών πάνω στο µόριο της FN 

και συνδέονται µε αυτές, µε αποτέλεσµα να αναστέλλουν την προσκόλληση των 

κυττάρων πάνω στο υπόστρωµα. Η εικόνα 12 δείχνει τα αποτελέσµατα των 

µετρήσεων σε κάθε µία από τις προαναφερόµενες περιπτώσεις, τα οποία προέρχονται 
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από στατιστική ανάλυση των τιµών που παρατηρήθηκαν σε τρία τουλάχιστον 

ανεξάρτητα πειράµατα.  

Ο αριθµός των κυττάρων που συνδέονται µε την FN-επιστρωµένη επιφάνεια 

παρουσιάζει σηµαντική µείωση σε σχέση µε τα ποσοστά που παρατηρήθηκαν στα 

πειράµατα που δεν υπήρχαν τα ανταγωνιστικά αντισώµατα. Συγκεκριµένα, το 

ποσοστό των προσκολληµένων κυττάρων είναι σχεδόν ίδιο µε αυτό που 

παρατηρήθηκε στην περίπτωση των PLL επιφανειών. Η µείωση αυτή όµως 

παρατηρείται µόνο για τις α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες, ενώ η αναστολή της αvβ5 δεν 

φαίνεται να επηρεάζει την προσκόλληση στο υπόστρωµα. Σε περιπτώσεις, όπου η 

επώαση του υποστρώµατος είχε πραγµατοποιηθεί µε ανταγωνιστές και των δύο (α5β1 

και αvβ3) ιντεγκρινών, η µείωση ήταν εξαιρετική και ο αριθµός των προσκολληµένων 

κυττάρων φάνηκε να είναι µικρότερος ακόµη και σε σχέση µε εκείνον που είχε 

παρατηρηθεί στο PLL υπόστρωµα. Τα ανωτέρω δεδοµένα εποµένως, συνηγορούν µε 

την άποψη ότι η προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων σε FN υπόστρωµα 

διαµεσολαβείται από τις α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες, αποδεικνύοντας όµως ταυτόχρονα 

ότι και άλλα µόρια της κυτταρικής επιφάνειας εµπλέκονται στην διασύνδεση αυτή, τα 

οποία δρουν ανεξάρτητα από τους υπό µελέτη υποδοχείς. Επιπλέον, και σε αυτήν την 

περίπτωση, η hCG φαίνεται να αυξάνει σε µικρό βαθµό την προσκόλληση, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι πιθανώς η ορµόνη αυτή επηρεάζει θετικά την προσκόλληση των 

κοκκωδών κυττάρων στην FN, εν µέρει, µέσω ενός µηχανισµού ανεξάρτητου των 

ιντεγκρινικών υποδοχέων. 
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Εικόνα 12. Η προσκόλληση διεγερµένων µε hCG και µη διεγερµένων κυττάρων σε 
πλαστικές επιφάνειες καλυµµένες µε FN, αναστέλλεται µε την προσθήκη 
αντισωµάτων κατά των α5β1 και/ή αvβ3 (***p < 0.05) αλλά όχι από αντισώµατα κατά 
της αvβ5.
 

 

4.5. Η hCG διεγείρει την µετανάστευση των GCs πάνω σε FN, η οποία 

αναστέλλεται από αντισώµατα ειδικά για τις α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες. 

 

Τα αποτελέσµατά µας, περί συµµετοχής των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών στην 

διαδικασία προσκόλλησης των κοκκωδών κυττάρων σε υπόστρωµα FN, οδήγησαν 

στην µελέτη της επίδρασης των ίδιων µορίων στην κινητική δραστηριότητα των 

κυττάρων αυτών, φαινόµενο που εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ κυττάρου και υποστρώµατος. Χρησιµοποιώντας time-lapse 

video microscopy παρατηρήθηκε η µεταναστευτική δραστηριότητα των 

ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων επάνω σε FN. Επιπροσθέτως, µελετήθηκε η 

επίδραση της hCG στην λειτουργία αυτή.  

Συγκεκριµένα, ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα, που είχαν προηγουµένως 

διεγερθεί µε hCG και άλλα, που είχαν καλλιεργηθεί απουσία της ορµόνης, 

τοποθετήθηκαν σε επιφάνειες επιστρωµένες µε FN και παρατηρήθηκαν, µε την 

βοήθεια του ειδικού µικροσκοπίου, για 7 τουλάχιστον ώρες σε κάθε περίπτωση. 

Επιπλέον, ορισµένες από τις FN-καλυµµένες επιφάνειες είχαν επωαστεί και µε αντι-

α5β1 και αντι-αvβ3 αντισώµατα, τα οποία µπλοκάρουν την αλληλεπίδραση µεταξύ των 

επιφανειακών ιντεγκρινικών υποδοχέων και του υποστρώµατος. Ο συνδυασµός των 

εικόνων, οι οποίες συλλέγονται κάθε µία ώρα, παρείχε την δυνατότητα για 

υπολογισµό της συνολικής απόστασης που καλύπτουν τα κύτταρα σε κάθε συνθήκη. 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων φαίνεται στην εικόνα 13, από την οποία 

γίνεται φανερό ότι η κινητική δραστηριότητα των κυττάρων παρουσιάζει σηµαντική 

µείωση στις επιφάνειες που υπάρχουν τα  αντι-α5β1 και αντι-αvβ3 αντισώµατα, σε 

σχέση µε τα control, ένα φαινόµενο που δεν παρατηρήθηκε στην περίπτωση χρήσης 

του mouse IgG. Εξίσου σηµαντική είναι η διαπίστωση ότι σε όλες τις συνθήκες η 

συνολική απόσταση που διανύουν τα κύτταρα αυξάνεται, όταν αυτά είναι διεγερµένα 

µε hCG.    
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Εικόνα 13. Μελετήθηκε η µετανάστευση διεγερµένων µε hCG και µη 
διεγερµένων κυττάρων σε πλαστικές επιφάνειες καλυµµένες µε FN. Η 
διέγερση των κυττάρων µε hCG, απουσία αντισώµατος, αύξησε 
σηµαντικά την κινητική δραστηριότητα των κοκκωδών κυττάρων, σε 
σύγκριση µε τα µη διεγερµένα κύτταρα (*p < 0.05). Η κινητική 
δραστηριότητα των διεγερµένων και µη κυττάρων, µειώθηκε σηµαντικά 
µε προσθήκη αντισωµάτων κατά των α5β1 και/ή αvβ3 (***p < 0.05) αλλά 
όχι από τα mouse IgG. 

 
 
4.6. Η αντι-αποπτωτική δράση της α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινο-εξαρτώµενης 

προσκόλλησης των κοκκωδών κυττάρων στο υπόστρωµά τους. 

 

Η ιντεγκρινο-εξαρτώµενη σύνδεση των κοκκωδών κυττάρων µε µόρια του 

εξωκυττάριου χώρου έχει αποδειχτεί ότι προστατεύει τα κύτταρα από την διαδικασία 

του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου ή απόπτωσης (Meredith et al., 1993; 

Frisch and Francis, 1994). Συγκεκριµένα, έχει διαπιστωθεί ότι η αποδέσµευση των 

κοκκωδών κυττάρων από τα µόρια του εξωκυττάριου περιβάλλοντος προκαλεί άµεσα 

την έναρξη των µηχανισµών του αποπτωτικού θανάτου, µία διαδικασία που είναι 

γνωστή σήµερα σαν “anoikis” (Ruoslahti and Reed, 1994; Giancotti and Ruoslahti, 

1999). Οι ιντεγκρίνες κατά συνέπεια, εµπλέκονται στην αναστολή του φαινοµένου, 

δεδοµένου ότι αποτελούν τους βασικούς υποδοχείς των κοκκωδών κυττάρων για τα 

περισσότερα εξωκυτταρικά µόρια (Stupack and Cheresh, 2002; Zhau et aal., 2004).  
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4.6.1  Η α5β1- και αvβ3-εξαρτώµενη προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων σε 

FN υπόστρωµα αναστέλλει την απόπτωσή τους. 

 

 Βασιζόµενοι στις  παραπάνω βιβλιογραφικές αναφορές µελετήσαµε την 

πιθανότητα αντι-αποπτωτικής δράσης των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών, σε κοκκώδη 

κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης. Για τον λόγο αυτό πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα in 

situ σήµανσης του 3΄-ΟΗ άκρου µονών αλυσίδων τεµαχισµένου DNA, µε την χρήση 

νουκλεοτιδίων (dUTP) συζευγµένων µε φθορίζουσες χρωστικές (TUNEL assay). 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι µονές αλυσίδες πυρηνικού DNA είναι ένα από τα 

βασικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης των κυττάρων και για τον λόγο αυτό η 

συγκεκριµένη µέθοδος αποτελεί µία από τις ευρέως χρησιµοποιούµενες για 

ανίχνευση του κυτταρικού θανάτου.  

 Αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργούνται σε ειδικές αποστειρωµένες 

πλάκες των 8 οπών (chamber slides) για χρονικό διάστηµα 24 ωρών, σε θρεπτικό 

µέσο που δεν περιέχει ορό. Από βιβλιογραφικές αναφορές είναι γνωστό ότι σε 

συνθήκες έλλειψης ορού επάγεται η κυτταρική απόπτωση (Breckwoldt et al., 1996; 

Makrigianakis et al., 1999). Οι πλάκες των καλλιεργειών έχουν προηγουµένως 

επιστρωθεί µε FN, PLL, ενώ χρησιµοποιούνται και µη επιστρωµένες πλάκες σαν 

αρνητικοί µάρτυρες. Στο τέλος κάθε καθορισµένης χρονικής στιγµής τα κύτταρα 

επωάζονται µε ειδικό φθορίζον αντίσωµα, το οποίο προσδένεται στο ελεύθερο 3-ΟΗ 

άκρο του αποδιαταγµένου γενετικού υλικού. Οι σηµασµένοι πυρήνες ανιχνεύονται µε 

συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού και µετρώνται σε 12 τυχαία επιλεγµένα πεδία. 

Από την εικόνα 14 γίνεται φανερό ότι ένα σηµαντικό ποσοστό κυττάρων υφίστανται 

απόπτωση στις µη επιστρωµένες επιφάνειες (66 ± 4%), καθώς και στις επιφάνειες που 

είχαν επιστρωθεί µε PLL (70 ± 2%). Αντίθετα, τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε 

υπόστρωµα FN εµφάνισαν σηµαντική µείωση του αριθµού των αποπτωτικών 

κυττάρων (38 ± 6%, p<0.05). Σε περιπτώσεις που στο θρεπτικό υλικό προστέθηκαν 

αντι- α5β1  και αντι- αvβ3 αντισώµατα, τα οποία ανταγωνιζόντουσαν την προσκόλληση 

των κυττάρων στην FN, παρατηρήθηκε και πάλι αύξηση του ρυθµού απόπτωσης. Η 

προσθήκη  αντι-αvβ5 αντισώµατος δεν προκάλεσε καµία µεταβολή στα 

παρατηρούµενα ποσοστά των αποπτωτικών κυττάρων.   
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Εικόνα 14. Τα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε FN απουσία ορού και τα 
επίπεδα απόπτωσης υπολογίστηκαν µε TUNEL assay. Στις εικόνες φαίνονται 
φωτογραφίες από τα καλλιεργούµενα κύτταρα (A, C, E) και η TUNEL χρώση σε 
κάθε περίπτωση (B, D, F), καθώς επίσης και η ποσοτικοποίηση των επιπέδων 
απόπτωσης (G), που εκφράζονται σαν ποσοστό των  TUNEL θετικών πυρήνων 
(% TUNEL (+) GCs). Τα κύτταρα υπέστησαν σηµαντική απόπτωση µετά από 24 
ώρες καλλιέργειας απουσία ορού σε PLL (C, D, G). Τα επίπεδα απόπτωσης 
µειώθηκαν δραστικά στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε FN (A, B, G) (*p < 
0.05 σε σύγκριση µε PLL). Οι επιδράσεις αυτές της FN χάθηκαν µε την 
προσθήκη αντισώµατος κατά   α5β1 (E, F, G) και/ή αvβ3 (G) (**p < 0.05 σε 
σύγκριση µε FN).   
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Προς επιβεβαίωση των ανωτέρω παρατηρήσεων πραγµατοποιήθηκε 

προσδιορισµός του DNA περιεχοµένου µε την µέθοδο της ανάλυσης της 

κυτταροµετρίας ροής. Τα κοκκώδη κύτταρα προετοιµάστηκαν και καλλιεργήθηκαν 

µε τον τρόπο που περιγράφεται παραπάνω. Μετά το τέλος του καθορισµένου 

χρονικού διαστήµατος το DNA των αποπτωτικών κυττάρων σηµαίνεται µε ιωδιούχο 

προπίδιο και τα κύτταρα αναλύονται µε ειδικό κυτταρόµετρο ροής. Τα 

αποτελέσµατα, τα οποία προέρχονται από στατιστική ανάλυση των τιµών που 

παρατηρήθηκαν σε 4 τουλάχιστον ανεξάρτητα πειράµατα, φαίνονται στον πίνακα 2. 

Όπως ήταν αναµενόµενο, τα ποσοστά των αποπτωτικών κυττάρων µειώνονταν 

σηµαντικά σε καλλιέργειες που είχαν πραγµατοποιηθεί σε υπόστρωµα FN, ενώ η 

προσθήκη ανταγωνιστών των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών στο θρεπτικό µέσο ανέστειλε 

την αντι-αποπτωτική επίδραση της FN. Βασιζόµενοι στα παρατηρούµενα 

αποτελέσµατα, καταλήξαµε στην διαπίστωση ότι η προσκόλληση των κοκκωδών 

κυττάρων σε υπόστρωµα πλούσιο σε FN,  η οποία µεσολαβείται κυρίως από τους  

α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινικούς υποδοχείς, έχει την ικανότητα να αναστέλλει την 

απόπτωσή τους.    

 

Substrate 

 

Antibody 
(added to media) 

% Cells in Sub G0

 

(-) (-) 70 ± 1 

PLL (-) 74 ± 5 

FN (-) 40 ± 3* 

FN αvβ5 41 ± 2 

FN α5β1 60 ± 1** 

FN αvβ3 51 ± 1** 

FN α5β1 / αvβ3 68 ± 2** 

 

 

  Πίνακας 2. Τα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε FN, απουσία ορού και 
τα επίπεδα απόπτωσης υπολογίστηκαν µε ανάλυση της κυτταροµετρίας ροής 
του DNA περιεχοµένου. Τα επίπεδα απόπτωσης ήταν σηµαντικά µικρότερα για 
τα κύτταρα που µεγάλωναν σε FN (*p < 0.05 σε σύγκριση µε την PLL). Οι 
επιδράσεις της FN χάνονταν µε προσθήκη στην καλλιέργεια αντισωµάτων κατά 
των α5β1 και/ή αvβ3 ιντεγκρινών (**p < 0.05 σε σύγκριση µε την FN). 
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4.6.2 Η προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων σε ενεργοποιηµένα αντι- α5β1 και 

αντι- αvβ3 αντισώµατα έχει αντι-αποπτωτική δράση 

 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω πειραµάτων αποδεικνύουν την αντι-αποπτωτική 

δράση της ιντεγκρινο-εξαρτώµενης προσκόλλησης των κοκκωδών κυττάρων σε 

υπόστρωµα φιµπρονεκτίνης. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ειδική δράση των υπό 

µελέτη ιντεγκρινών καθώς και η λειτουργική τους σηµασία για τα κοκκώδη κύτταρα, 

εκτελέστηκαν συµπληρωµατικά πειράµατα, στα οποία χρησιµοποιήθηκαν 

ενεργοποιηµένα αντι- α5β1  και αντι- αvβ3 αντισώµατα. Τα συγκεκριµένα αντισώµατα 

διαθέτουν την ικανότητα να µιµούνται την δράση του εξωκυττάριου προσδέτη των 

ιντεγκρινικών υποδοχέων. Στην συγκεκριµένη περίπτωση, εποµένως, λειτουργούν ως 

υπόστρωµα φιµπρονεκτίνης.  

Στα συγκεκριµένα πειράµατα, ειδικές αποστειρωµένες πλάκες των 8 οπών 

(chamber slides) επωάζονται µε τα ενεργοποιηµένα αντισώµατα όλη νύχτα στους 

4οC. Αποµονωµένα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργούνται στις επιστρωµένες πλάκες για 

24 ώρες, σε θρεπτικό µέσο που δεν περιέχει ορό. Σαν αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιούνται επιφάνειες που έχουν επωαστεί µε ενεργοποιηµένο HLA-DR 

αντίσωµα. Τα επίπεδα απόπτωσης ανιχνεύονται µε την µέθοδο της in situ σήµανσης 

του 3΄-ΟΗ άκρου µονών αλυσίδων τεµαχισµένου DNA (TUNEL assay). H εικόνα 15, 

η οποία παρουσιάζει τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης τριών τουλάχιστον 

ανεξάρτητων πειραµάτων, αποδεικνύει ότι τα επίπεδα απόπτωσης διαφέρουν 

σηµαντικά µεταξύ των κυττάρων που αναπτύχθηκαν παρουσία των ενεργοποιηµένων 

ιντεγκρινικών αντισωµάτων και του HLA-DR αντισώµατος. Συγκεκριµένα, 

παρατηρήθηκε ότι στην πρώτη περίπτωση, ο αριθµός των αποπτωτικών κυττάρων 

ήταν σχεδόν ίδιος µε τον αριθµό που υπολογίστηκε στην περίπτωση καλλιέργειας των 

κυττάρων σε υπόστρωµα φιµπρονεκτίνης. Αντίθετα, στην δεύτερη περίπτωση, τα 

επίπεδα απόπτωσης παρουσίασαν σηµαντική αύξηση, γεγονός που ενισχύει την 

αρχική µας υπόθεση. 
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Εικόνα 15. Τα κοκκώδη κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πλαστικές 
επιφάνειες, επικαλυµµένες µε αντι- α5β1 ή αvβ3 αντισώµατα, απουσία 
ορού και τα επίπεδα απόπτωσης υπολογίστηκαν σαν ποσοστό TUNEL 
θετικών πυρήνων (% TUNEL (+) GCs). Υπό αυτές τις συνθήκες τα 
επίπεδα απόπτωσης µετά από σύνδεση µε τα  α5β1 και αvβ3 αντισώµατα 
ήταν παρόµοια µε αυτά που παρατηρήθηκαν µετά από σύνδεση µε την 
FN και παρουσίαζαν µεγάλες διαφορές µε αυτά που παρατηρήθηκαν µε 
το control αντίσωµα HLA-DR (*p < 0.05 σε σύγκριση µε το αντι-HLA-
DR).  
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5.  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 92



  Συζήτηση 

 
5.1 Γενικά 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η ωοθήκη της ενήλικης γυναίκας περιέχει κάποιες 

ενδοκρινείς δοµές, τα ωοθυλάκια και το ωχρό σωµάτιο, τα οποία αναπτύσσονται, 

ωριµάζουν και εκφυλίζονται µε κυκλικό τρόπο. Η εναλλαγή αυτή έχει σαν 

αποτέλεσµα την ταυτόχρονη εναλλαγή των ορµονών που εκκρίνονται από την 

ωοθήκη, ενώ απαιτεί την συνεχή ανακατασκευή των ιστών, την διαφοροποίηση και 

τον θάνατο των κυττάρων που δοµούν τα παραπάνω όργανα. Οι µηχανισµοί που 

ελέγχουν την ανάπτυξη των ωοθυλακίων, καθώς και την δηµιουργία και αποδιάταξη 

του ωχρού σωµατίου έχουν αποτελέσει τα τελευταία χρόνια πεδίο ιδιαίτερου 

ενδιαφέροντος τόσο της βασικής όσο και της κλινικής έρευνας. Το γεγονός αυτό 

δικαιολογείται εύκολα, δεδοµένης της εξαιρετικής σηµασίας των µηχανισµών αυτών 

στην ανθρώπινη αναπαραγωγή.  

Τα ωοθυλάκια αποτελούν την βασικότερη λειτουργική µονάδα της ωοθήκης 

των θηλαστικών. Στο εσωτερικό των δοµών αυτών υπάρχει το θηλυκό γαµετικό 

κύτταρο ή ωοκύτταρο, το οποίο περιβάλλεται από έναν ή περισσότερους 

διαφορετικούς πληθυσµούς σωµατικών κυττάρων, η συντονισµένη λειτουργία των 

οποίων ρυθµίζει την ωρίµανση και απελευθέρωσή του προκειµένου να 

πραγµατοποιηθεί η γονιµοποίηση (Gougeon, 1996). Σε αντίθεση µε τα αρσενικά 

γαµετικά κύτταρα, τα οποία έχουν δυνατότητα ανανέωσης, τα ωοκύτταρα δεν 

ανανεώνουν τον πληθυσµό τους κατά την διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής της 

γυναίκας. Κατά την γέννηση, κάθε θηλυκό άτοµο διαθέτει ένα καθορισµένο και µη 

ανανεώσιµο απόθεµα γαµετικών κυττάρων, το οποίο µειώνεται σταδιακά κατά την 

διάρκεια ζωής του ατόµου έως ότου εξαλειφθεί πλήρως, οπότε η γυναίκα διανύει την 

περίοδο της εµµηνόπαυσης. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το 85-90% των 

ωοκυττάρων που δηµιουργούνται κατά την γαµετογένεση υποκύπτουν σε 

αποπτωτικούς µηχανισµούς κατά την εµβρυϊκή ή µετεµβρυϊκή ζωή του θηλυκού, 

δηλαδή πριν ακόµα ξεκινήσει η αναπαραγωγική περίοδος (Rolaki et al., 2005). 

Θεωρητικά, η συγκεκριµένη διαδικασία εξυπηρετεί τον ποιοτικό έλεγχο των 

γαµετικών κυττάρων, ώστε να επιβιώσουν τα ισχυρότερα, αυξάνοντας µε τον τρόπο 

αυτό την πιθανότητα γονιµοποίησης και ανάπτυξης ενός υγιούς εµβρύου (Tilly, 

2001). Για παράδειγµα, έχει υπολογιστεί ότι στον άνθρωπο µόνο 300-400 ωοκύτταρα 

έχουν την δυνατότητα να γονιµοποιηθούν σε όλη την διάρκεια της αναπαραγωγικής 

ζωής της γυναίκας, ενώ ο αρχικός αριθµός των γαµετικών κυττάρων στην εµβρυϊκή 
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ωοθήκη ξεπερνάει τα 7x106. Έχει διαπιστωθεί περαιτέρω ότι κατά την έναρξη της 

εµµηνόπαυσης υπάρχουν περίπου 100-1000 ωοκύτταρα στην ωοθήκη, τα 

περισσότερα από τα οποία είναι ήδη εκφυλισµένα (Baker, 1963; Faddy et al., 1992). 

Σύµφωνα µε τα προαναφερόµενα δεδοµένα, γίνεται φανερό ότι η πιο συνηθισµένη 

µοίρα των ωοθυλακίων είναι η απόπτωση, και η διασαφήνιση των µηχανισµών που 

ελέγχουν την διαδικασία αυτή θα µπορούσε ενδεχοµένως να ενισχύσει τις έρευνες για 

την αντιµετώπιση φαινοµένων υπογονιµότητας ή ακόµα και να οδηγήσει σε 

δυναµικές λύσεις του προβλήµατος.  

Ανάλογης σηµασίας για την ανθρώπινη αναπαραγωγή θεωρείται και το ωχρό 

σωµάτιο, µία ενδοκρινής δοµή που συντίθεται από τα κατάλοιπα των ωοθυλακίων 

µετά την φάση της ωοθυλακιορρηξίας, µέσω µίας δυναµικής διαδικασίας που 

καλείται ωχρινοποίηση (Murphy, 2000). Το ερέθισµα για την έναρξη της 

ωχρινοποιητικής διαδικασίας παρέχεται από την αιχµή της LH, η οποία 

πραγµατοποιείται λίγο πριν την ωοθυλακιορρηξία (Filicori, 1999). H δηµιουργία και 

ωρίµανση του ωχρού σωµατίου αποτελεί µία από τις βασικότερες προϋποθέσεις για 

την πραγµατοποίηση και διατήρηση της εγκυµοσύνης, στα πρώτα τουλάχιστον 

στάδια. Το ωχρό σωµάτιο αποτελεί την βασική πηγή προγεστερόνης για τον 

οργανισµό της ενήλικης γυναίκας (Lipsett, 1978), µία ορµόνη που επάγει τις 

απαραίτητες τροποποιήσεις του ενδοµητρίου για την δεκτική φάση, δηλαδή την 

κατάσταση κατά την οποία πραγµατοποιείται η εµφύτευση του εµβρύου. Εν συνεχεία, 

και εφόσον πραγµατοποιηθεί γονιµοποίηση, η ενδοκρινής αυτή δοµή αποτελεί τον 

µοναδικό τρόπο διατροφικής ενίσχυσης του εµβρύου, µέχρι την δηµιουργία του 

πλακούντα. Σε περίπτωση που δεν υπάρχει εγκυµοσύνη, η διάρκεια ζωής του ωχρού 

σωµατίου περιορίζεται σηµαντικά· στο τέλος του εµµηνορροϊκού κύκλου τα κύτταρα 

που το δοµούν υφίστανται απόπτωση και το ωχρό σωµάτιο αποδιατάσσεται µέσω της 

ωχρινολυτικής διαδικασίας (Shikone et al., 1996; Vaskivuo et al., 2002). Παρόλο που 

οι περισσότερες βιοχηµικές και ενδοκρινείς διεργασίες που χαρακτηρίζουν την 

δηµιουργία και τον εκφυλισµό του ωχρού σωµατίου έχουν διευκρινιστεί, οι µοριακοί 

µηχανισµοί που ελέγχουν την µετανάστευση και την απόπτωση των 

ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων (GCs), καθώς και η διαδικασία µέσω της 

οποίας η ωχρινοποιητική ορµόνη LH επιδρά στην µετατροπή του αποδιαταγµένου 

ωοθυλακίου σε ωχρό σωµάτιο δεν έχουν πλήρως διασαφηνιστεί. Η σαφής και 

ολοκληρωµένη γνώση των παραγόντων καθώς και των κυτταρικών και µοριακών 

µηχανισµών ανάπτυξης, διαφοροποίησης και θανάτου των ωοθηκικών δοµών, θα 
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οδηγήσει ενδεχοµένως στην πλήρη κατανόηση της φυσιολογικής λειτουργίας της 

ωοθήκης. Παράλληλα, θα παράσχει το απαραίτητο θεωρητικό υπόστρωµα για την 

θεραπευτική αντιµετώπιση της υπογονιµότητας ή ακόµα και άλλων γυναικολογικών 

διαταραχών, όπως δυσπλασίες ή το σύνδροµο των πολυκυστικών ωοθηκών.  

Οι διαδικασίες δηµιουργίας και εκφυλισµού του ωχρού σωµατίου 

συνεπάγονται εντατική αναδιοργάνωση του κυττάρου και ανακατασκευή των ιστών, 

φαινόµενα που απαιτούν δυναµικές αλλαγές στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ κυττάρου 

και εξωκυττάριας ύλης (Grazul-Bilska et al., 1997). Εξάλλου, η σηµασία του 

εξωκυττάριου περιβάλλοντος στην ανακατασκευή ιστών διαφορετικών οργάνων έχει 

ήδη αποδειχτεί µε εκτεταµένες µελέτες (Rodgers et al., 2000; Rodgers et al., 2003). 

Επιπλέον, τα µόρια της εξωκυττάριας ύλης θεωρείται ότι σχετίζονται άµεσα µε την 

προσκόλληση των κυττάρων στον εξωκυττάριο χώρο, την αλλαγή και διαµόρφωση 

του κυτταρικού σχήµατος, την µετανάστευση και διαφοροποίηση των κυττάρων, 

καθώς και µε τον κυτταρικό θάνατο (Hay, 1991), διαδικασίες που παρατηρούνται σε 

µεγάλο βαθµό και στις προαναφερόµενες ωοθηκικές δοµές. Πολυάριθµες µελέτες 

έχουν διεξαχθεί τα τελευταία χρόνια υποδεικνύοντας την συµµετοχή της 

διακυτταρικής συνάφειας στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων, καθώς και στην ωρίµανση 

και διατήρηση του ωχρού σωµατίου (Makrigiannakis et al., 1999; Makrigianakis et al. 

2000a; Groten et al., 2006). Εντούτοις, οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων και των µορίων της εξωκυττάριας ουσίας 

κατά τις παραπάνω διαδικασίες δεν είναι πλήρως κατανοητές. 

 

5.2 Η έκφραση της FN και των ιντεγκρινικών της υποδοχέων σε ωχρινοποιηµένα 

κοκκώδη κύτταρα επάγεται από την hCG 

 

Σήµερα, γνωρίζουµε ότι η ικανότητα των κυττάρων να ανταποκρίνονται σε 

διάφορους αναπτυξιακούς παράγοντες, όπως επίσης και σε ερεθίσµατα 

διαφοροποίησης, καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό από το σχήµα και τον 

προσανατολισµό τους επάνω στο υπόστρωµα, τα οποία µε την σειρά τους 

ρυθµίζονται από τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µορίων του εξωκυττάριου 

περιβάλλοντος και συγκεκριµένων διαµεµβρανικών υποδοχέων του κυττάρου, τις 

ιντεγκρίνες (Gospodarwicz et al., 1978; Ingber, 1990). Επιπλέον, έχει αποδειχτεί in 

vitro ότι η λαµινίνη και η φιµπρονεκτίνη όταν χρησιµοποιούνται ως υπόστρωµα σε 

κυτταρικές καλλιέργειες προάγουν την διαδικασία του πολλαπλασιασµού και της 
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µετανάστευσης των κοκκωδών κυττάρων, προερχόµενα από µικρά ωοθυλάκια της 

φάσης του άντρου (Aharoni et al., 1997; Huet et al., 2001), ενώ πολλά 

προσκολληµένα κύτταρα υφίστανται απόπτωση µόλις χάσουν την επαφή τους µε το 

υπόστρωµα (Ruoslahti and Reed, 1994; Giancotti and Ruoslahti, 1999). Tα 

προαναφερόµενα δεδοµένα επιβεβαιώνουν την υπόθεση περί συµµετοχής των µορίων 

του εξωκυττάριου περιβάλλοντος σε πολυάριθµες λειτουργίες των κοκκωδών 

κυττάρων τόσο κατά την ανάπτυξη των ωοθυλακίων, όσο και κατά την δηµιουργία 

και τον εκφυλισµό του ωχρού σωµατίου. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή µελετήθηκε αρχικά το πρότυπο 

έκφρασης και η λειτουργική σηµασία της φιµπρονεκτίνης σε ωχρινοποιηµένα 

κοκκώδη κύτταρα, ενώ παράλληλα ανιχνεύθηκε η παρουσία ορισµένων 

ιντεγκρινικών υποδοχέων της φιµπρονεκτίνης (α5β1, αvβ3, αvβ5) στην επιφάνεια των 

ίδιων κυττάρων. Η σηµασία της φιµπρονεκτίνης σαν µόριο της εξωκυττάριας ουσίας 

έχει ήδη µελετηθεί σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους (Carsons, 1989; Hynes, 

1990; Yamada and Clark, 1996), όπου αποδείχτηκε ο καίριος ρόλος του στην 

προσκόλληση των κυττάρων στο υπόστρωµα, αλλά και στην µεταναστευτική τους 

διαδικασία, την διαφοροποίηση και τον κυτταρικό θάνατο. Το συγκεκριµένο µόριο 

µελετάται για περισσότερο από δύο δεκαετίες, εντούτοις αποτελεί ακόµα πεδίο 

ενδιαφέροντων ανακαλύψεων (Pankov and Yamada, 2002), ενώ µόλις πριν από 

µερικά χρόνια διαπιστώθηκε η εξαιρετική του σηµασία για την ανάπτυξη των 

σπονδυλωτών, όταν παρατηρήθηκε ότι η στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου 

της φιµπρονεκτίνης προκαλούσε θνησιµότητα σε αρχικά εµβρυϊκά στάδια σε επίµυες 

(George et al., 1993). Το µόριο της φιµπρονεκτίνης αποτελεί προσδέτη αρκετών 

µελών της οικογένειας των ιντεγκρινών (Plow et al., 2000), συµπεριλαµβανοµένων 

των  α5β1, αvβ3, αvβ5 (Mohri, 1996; Aota and Yamada, 1995),  που επελέγησαν και 

στην συγκεκριµένη εργασία. 

Η οικογένεια των ιντεγκρινών αποτελείται από τους καλύτερα µελετηµένους 

µεµβρανικούς υποδοχείς που σχετίζονται µε αλληλεπιδράσεις µε το εξωκυττάριο 

περιβάλλον (Clark and Brugge, 1995). Στην παρούσα µελέτη ελέγχθηκαν τα 

αποτελέσµατα των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των α5β1, αvβ3 και αvβ5 ιντεγκρινών και 

του εξωκυττάριου προσδέτη τους, την FN σε αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια και σε 

ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα. Για τον σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν 

ανοσοϊστοχηµικές µελέτες, κατά τις οποίες χρησιµοποιήθηκαν τοµές από ιστό 

ανθρώπινη ωοθήκης προερχόµενες από διαφορετικές χρονικές στιγµές του 
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εµµηνορροϊκού κύκλου. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων απέδειξαν ότι η έκφραση 

των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων συµπίπτει 

χρονικά µε την συσσώρευση της φιµπρονεκτίνης στον εξωκυττάριο χώρο. 

Συγκεκριµένα, τα παραπάνω µόρια ανιχνεύονται σε τοµές των αρχικών σταδίων του 

ωχρού σωµατίου (ηµέρα του κύκλου 15-18), ενώ δεν εντοπίζονται σε κοκκώδη 

κύτταρα των αναπτυσσόµενων ωοθυλακίων, αλλά ούτε και σε µετέπειτα στάδια της 

ωχρινικής φάσης (ηµέρα του κύκλου 24-28) (εικόνα 1 και 2). Η ιντεγκρίνη αvβ5 

παρουσίασε το ίδιο πρότυπο έκφρασης µε τους δύο άλλους υποδοχείς, εντούτοις η 

ένταση της χρώσης εµφανιζόταν σηµαντικά µειωµένη. Οι παρατηρήσεις αυτές 

επιβεβαιώθηκαν µε περαιτέρω πειράµατα ανοσοφθορισµού και κυτταροµετρίας ροής 

(εικόνες 3 και 4), κατά τα οποία χρησιµοποιήθηκαν κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης 

ωοθήκης προερχόµενα από γυναίκες που υποβάλλονται σε in vitro γονιµοποίηση. Το 

πλεονέκτηµα χρήσης των συγκεκριµένων κυττάρων σαν πειραµατικά µοντέλα 

έγκειται στο γεγονός ότι διαθέτουν χαρακτηριστικά ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 

κυττάρων, δεδοµένης της προηγούµενης, in vivo, χορήγησης υψηλών δόσεων 

χοριακής γοναδοτροπίνης (hCG) στις ασθενείς. Από τα πειράµατα ανοσοφθορισµού 

αποδείχτηκε επιπλέον ότι η FN, η οποία συσσωρεύεται στον µεσοκυττάριο χώρο, 

εκκρίνεται από τα ίδια τα κοκκώδη κύτταρα δεδοµένου ότι παρατηρήθηκε έκφραση 

του µορίου ακόµη και στην περίπτωση που το υπόστρωµα της καλλιέργειας ήταν LN. 

Η έκφραση αυτή περιορίζεται στις προεκβολές των κυττάρων, γεγονός που 

υποδεικνύει πιθανή µετέπειτα πρόσδεση της εκκρινόµενης FN στους ιντεγκρινικούς 

υποδοχείς της κυτταρικής µεµβράνης των κοκκωδών κυττάρων.   

Τα ανωτέρω αποτελέσµατα συµφωνούν µε προηγούµενες παρατηρήσεις 

ερευνητών (Honda et al., 1997), οι οποίοι διαπίστωσαν παρόµοιο πρότυπο έκφρασης 

της α5 ιντεγκρινικής υποµονάδας και της φιµπρονεκτίνης κατά τον εµµηνορροϊκό 

κύκλο. Τα αποτελέσµατά µας, σε συνδυασµό µε τα ήδη υπάρχοντα δεδοµένα 

υποδεικνύουν ότι η έκφραση των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών, καθώς και η 

συσσώρευση της φιµπρονεκτίνης στον εξωκυττάριο χώρο, ενισχύονται σηµαντικά 

λίγο πριν την πραγµατοποίηση της ωοθυλακιορρηξίας, γεγονότα που πιθανώς 

σχετίζονται µε την απότοµη προ-ωοθυλακιορρηκτική αύξηση των επιπέδων της LH 

στο πλάσµα. Με σκοπό να ελέγξουµε το ενδεχόµενο επαγωγής της έκφρασης των 

ιντεγκρινικών υποδοχέων και της φιµπρονεκτίνης από την LH, πραγµατοποιήσαµε 

πειράµατα κυτταροµετρίας ροής σε κοκκώδη κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία 

ή απουσία της χοριακής γοναδοτροπίνης (hCG), µία ωχρινοποιητική ορµόνη που δρα 
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µέσω των ίδιων υποδοχέων µε την LH (Funaro et al., 2003). Τα in vitro 

αποτελέσµατα ενισχύουν την παραπάνω υπόθεση, δεδοµένου ότι η διέγερση των 

εξεταζόµενων κυττάρων µε hCG αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης των α5β1 και αvβ3 

ιντεγκρινών, όπως επίσης και του εξωκυττάριου προσδέτη τους (FN) (εικόνα 5). 

Παράλληλα, υποδηλώνουν ότι in vivo η LH πιθανώς προάγει την έκφραση των 

εξεταζόµενων ιντεγκρινών στα ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα του ωχρού 

σωµατίου κατά την δηµιουργία του, ενώ ταυτόχρονα σχετίζεται µε την παραγωγή και 

συσσώρευση της FN γύρω από αυτά.  

 

5.3 Η δράση της hCG στα ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα µεσολαβείται από τον 

VEGF παράγοντα 

 

Περαιτέρω µελέτες πραγµατοποιήθηκαν, µε βασικό στόχο την διερεύνηση 

των µηχανισµών και των παραγόντων που σχετίζονται µε την επαγωγή της έκφρασης 

των ιντεγκρινών από την hCG. Στον άνθρωπο, το θυλακιακό υγρό περιέχει έναν 

µεγάλο αριθµό ουσιών, όπως είναι οι κυτοκίνες και οι αναπτυξιακοί παράγοντες, οι 

οποίες έχει βρεθεί ότι επιδρούν στην φυσιολογική λειτουργία των ωοθηκικών δοµών 

(Brannstrom and Norman, 1993). Ο VEGF είναι ένας µιτογενετικός παράγοντας, ο 

οποίος έχει συσχετιστεί µε την ρύθµιση της αγγειογένεσης σε πολυάριθµες 

φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Lebovic et 

al., 1999; Nicosia, 1998; Tamanini and De Ambrogi, 2004). Εκφράζεται και 

εκκρίνεται στην φυσιολογική προ-εµµηνοπαυσιακή ωοθήκη και η ρύθµιση της 

λειτουργίας του κατά τον εµµηνορροϊκό κύκλο πραγµατοποιείται µέσω της hCG 

(Neulen et al., 1995; Sugino et al., 2000b). O συγκεκριµένος παράγοντας έχει στο 

παρελθόν συσχετιστεί µε την ρύθµιση της αγγειογενετικής διαδικασίας στο 

ενδοµήτριο (Smith, 2001) και στον πλακούντα (Ong et al., 2000), καθώς και µε την 

εµβρυϊκή ανάπτυξη (Breier, 2000). Οι ανωτέρω παρατηρήσεις καθιστούν τον VEGF 

βασικό παράγοντα για την φυσιολογική αναπαραγωγική λειτουργία (Geva and Jaffe, 

2000). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι το θυλακιακό υγρό, που προέρχεται από γυναίκες 

που πρόκειται να υποβληθούν σε τεχνητή γονιµοποίηση, περιέχει σηµαντικές 

ποσότητες VEGF (Friedman et al., 1998; Manau et al., 2000; Balasch et al., 2004), 

ενώ µελέτες σε θηλαστικά (όχι ανθρώπινης προέλευσης) έχουν διαπιστώσει έκφραση 

του παράγοντα αυτού σε κυρίαρχα ωοθυλάκια και στο ωχρό σωµάτιο (Christenson 

and Stouffer, 1997; Lebovic et al., 1999). Ο καίριος ρόλος του VEGF όµως στην 
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αναπαραγωγή αποδείχτηκε µε πειράµατα αναστολής της λειτουργίας του σε 

αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια, κατά τα οποία παρατηρήθηκε παρεµπόδιση της 

αγγειογενετικής λειτουργίας, γεγονός που οδήγησε σε µη φυσιολογική ανάπτυξη της 

κοιλότητας του άντρου και περαιτέρω σε καταστολή της ωοθυλακιορρηξίας (Wulff et 

al., 2002). Επιπροσθέτως, πρόσφατες έρευνες απέδειξαν ότι αναστολή της 

λειτουργίας του VEGF κατά την ωχρινική φάση, σε πρώτιστα είδη, προκαλεί 

σηµαντική µείωση της παραγωγής ορµονών από τα στεροειδογενετικά κύτταρα, 

χωρίς όµως να επηρεάζεται η µορφολογία τους, ενώ ταυτόχρονα, προκαλείται 

σταδιακή αύξηση των επιπέδων των γοναδοτροπινών (FSH και LH) στο πλάσµα 

(Fraser et al., 2000; Fraser et al., 2005).  

Τα ανωτέρω δεδοµένα, σε συνδυασµό µε την διαπίστωσή µας ότι η παραγωγή 

του VEGF παράγοντα από ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα αυξάνεται µε την 

επίδραση της χοριακής γοναδοτροπίνης (πίνακας 1), οδήγησαν στην διατύπωση της 

υπόθεσης ότι ορισµένες από τις δράσεις της ορµόνης αυτής στα εξεταζόµενα κύτταρα 

πραγµατοποιούνται µε αυτοκρινή ή παρακρινή τρόπο, µέσω hCG-επαγώµενης 

απελέυθέρωσης του VEGF. Στα πλαίσια διερεύνησης της υπόθεσής µας 

πραγµατοποιήθηκαν αρχικά πειράµατα, κατά τα οποία πληθυσµοί κοκκωδών 

κυττάρων καλλιεργήθηκαν παρουσία και απουσία του VEGF. Τα αποτελέσµατα 

απέδειξαν ότι η διέγερση των κοκκωδών κυττάρων µε VEGF προκαλεί σηµαντική 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης της φιµπρονεκτίνης και των α5β1 και αvβ3 

ιντεγκρινικών υποδοχέων στην επιφάνειά τους (εικόνα 6), γεγονός που έχει ήδη 

διαπιστωθεί για διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους (Senger et al., 1997; Suzuma et 

al., 1998). Εν συνεχεία, παρατηρήθηκε ότι η προσθήκη αντι-VEGF αντισώµατος, και 

συνεπώς η εξουδετέρωση του εκκρινόµενου VEGF, σε κύτταρα διεγερµένα µε hCG 

προκαλεί σχεδόν ολοκληρωτική αναστολή της hCG-επαγώµενης αύξησης των 

επιπέδων έκφρασης της φιµπρονεκτίνης και των υποδοχέων της στην επιφάνειά των 

κυττάρων αυτών (εικόνα 7). Τα αποτελέσµατά µας ενισχύουν την αρχική υπόθεση 

και υποδηλώνουν ότι, in vivo, ο VEGF σχετίζεται όχι µόνο µε την αγγειογενετική 

διαδικασία στο ωχρό σωµάτιο, αλλά και µε άλλες φυσιολογικές λειτουργίες του, οι 

οποίες µεσολαβούνται από την χοριακή γοναδοτροπίνη. Εξάλλου, έχει ήδη αποδειχτεί 

ότι ο VEGF παράγεται από ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα, µία λειτουργία που 

ρυθµίζεται από την ωχρινοποιητική ορµόνη, hCG (Lee et al., 1997; Neulen et al., 

1998; Artini et al., 1998; Ferrara et al., 1998; Pietrowski et al., 2004).  
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Οι βιολογικές λειτουργίες του VEGF παράγοντα έχει ήδη αποδειχτεί ότι 

πραγµατοποιούνται µέσω µίας οικογένειας υποδοχέων που είναι γνωστοί σαν 

VEGFR1/Flt-1, VEGFR2/KDR, και VEGFR3/Flt-4 (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; 

Stouffer et al., 2001). Οι υποδοχείς Flt-1 και KDR αποτελούν τους βασικότερους 

επαγωγείς των σηµάτων του VEGF, τα οποία ρυθµίζουν τις διαδικασίες της 

µετανάστευσης και του πολλαπλασιασµού των κυττάρων (Waltenberger et al., 1994), 

ενώ παρόλο που θεωρούνται βασικοί υποδοχείς του ενδοθηλίου (Clauss et al., 1996), 

έχουν ανιχνευθεί ακόµα σε µακροφάγα, τροφοβλάστες και σε χοριοκαρκίνωµα 

(Charnick-Jones et al., 1994; Cheung, 1997; Shore et al., 1997). Πρόσφατες 

αναφορές, επιπλέον, αναφέρουν ανίχνευση του Flt-1 υποδοχέα, τόσο σε κοκκώδη 

κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης (Otani et al., 1999; Sugino et al., 2000b; Endo et al., 

2001), όσο και σε κοκκώδη κύτταρα άλλων οργανισµών (Berisha et al., 2000). Προς 

επιβεβαίωση των ανωτέρω παρατηρήσεων, αλλά και για την µελέτη του προτύπου 

έκφρασης του Flt-1, πραγµατοποιήθηκαν µελέτες ανίχνευσης του συγκεκριµένου 

υποδοχέα σε κοκκώδη κύτταρα προερχόµενα από διαφορετικά στάδια του ωοθηκικού 

κύκλου. Τα αποτελέσµατα οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι το πρότυπο έκφρασης του 

Flt-1 ακολουθεί εκείνο της φιµπρονεκτίνης και των ιντεγκρινικών υποδοχέων της, µε 

την Flt-1 πρωτεΐνη να ανιχνεύεται έντονα στα αρχικά στάδια της ωχρινικής φάσης και 

να µειώνεται σταδιακά στα µετέπειτα στάδια (εικόνα 8 και 9). Επιπροσθέτως, 

παρατηρήθηκε µία µετρίου µεγέθους αύξηση των επιπέδων έκφρασης του Flt-1 

υποδοχέα στην επιφάνεια των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων, µετά από 

διέγερσή τους µε hCG (εικόνα 10). Τα δεδοµένα που συλλέχθηκαν ενισχύουν την 

υπόθεση ότι οι παρατηρούµενες επιδράσεις της hCG πραγµατοποιούνται µέσω ενός 

VEGF-εξαρτώµενου µηχανισµού. Συγκεκριµένα, προτείνεται ότι, in vivo, οι 

ωχρινοποιητικές ορµόνες (LH/hCG) επάγουν την παραγωγή VEGF από τα κοκκώδη 

κύτταρα, ενώ ταυτόχρονα διεγείρουν την έκφραση του Flt-1 υποδοχέα του στην 

κυτταρική τους µεµβράνη. Η ακόλουθη αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο αυτών 

µορίων προκαλεί αύξηση των επιπέδων έκφρασης των α5β1 και αvβ3 ιντεγκρινών στην 

επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων, καθώς και έκκριση FN από τα ίδια κύτταρα 

(Εικόνα Ι).  
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Εικόνα Ι: Απλοποιηµένη απεικόνιση του µηχανισµού δράσης των ωχρινοποιητικών 
ορµονών LH/hCG, µέσω του VEGF παράγοντα. 
 

 

5.4 Η ιντεγκρινο-εξαρτώµενη προσκόλληση των ανθρώπινων κοκκωδών 

κυττάρων στο υπόστρωµα σχετίζεται µε την ωχρινοποίησή τους 

 

Το ερώτηµα που δηµιουργήθηκε στο σηµείο αυτό είναι αν πραγµατικά οι 

ιντεγκρινικοί υποδοχείς που µελετάµε συνδέονται µε το εξωκυττάριο µόριο της 

φιµπρονεκτίνης και κατά πόσο η διέγερση µε hCG (ή LH) επηρεάζει την 

αλληλεπίδραση αυτή. Προς απάντηση του συγκεκριµένου ερωτήµατος 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα συνάφειας των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 

κυττάρων σε διαφορετικά επικαλυµµένες επιφάνειες, κατά τα οποία υπολογίστηκε το 

ποσοστό των κυττάρων που προσκολλάται σε κάθε περίπτωση. Τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων αυτών αποδεικνύουν ότι η προσκόλληση των κοκκωδών κυττάρων 

ενισχύεται σηµαντικά σε υπόστρωµα φιµπρονεκτίνης, σε αντίθεση µε τις µη 

επικαλυµµένες ή PLL-επικαλυµµένες επιφάνειες (εικόνα 11). Μετά από διέγερση µε 
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hCG παρατηρήθηκε ότι ο αριθµός των προσκολληµένων κυττάρων σε FN-

υπόστρωµα αυξάνεται περίπου στο διπλάσιο του αρχικού ποσοστού, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι η hCG (και η LH, in vivo) προάγει την αλληλεπίδραση µεταξύ της 

φιµπρονεκτίνης και των υποδοχέων της, που βρίσκονται στην µεµβράνη των 

κοκκωδών κυττάρων. Εντούτοις δεν αποκλείεται το ενδεχόµενο µεσολάβησης και 

άλλων επιφανειακών µορίων των ίδιων κυττάρων, στις διαδικασίες προσκόλλησής 

τους στον εξωκυττάριο χώρο, δεδοµένου ότι ένας µη αµελητέος αριθµός κυττάρων 

φάνηκε να συνδέεται µε µόρια πολύ-λυσίνης (PLL), που δεν αποτελεί προσδέτη των 

εξεταζόµενων ιντεγκρινικών υποδοχέων. Προς επιβεβαίωση των ανωτέρω 

παρατηρήσεων, επαναλάβαµε την διαδικασία χρησιµοποιώντας ενεργοποιηµένα  

αντισώµατα κατά των α5β1, αvβ3 και αvβ5 ιντεγκρινών, τα οποία αναστέλλουν την 

αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων αυτών και της εξωκυττάριας φιµπρονεκτίνης 

(αναφορά στο κεφάλαιο ¨Υλικά και Μέθοδοι¨). Όπως αναµενόταν, η διαδικασία αυτή 

προκάλεσε µείωση του ποσοστού προσκόλλησης των κυττάρων (εικόνα 12), µία 

µείωση που δεν παρατηρήθηκε στην περίπτωση χρήσης του αvβ5 αντισώµατος. 

Επιπλέον, το γεγονός ότι µετά από ταυτόχρονη χρήση των α5β1 και αvβ3 

ανταγωνιστικών αντισωµάτων η αναστολή της προσκόλλησης των κοκκωδών 

κυττάρων στο FN-υπόστρωµα δεν ήταν πλήρης, επιβεβαιώνει και την πιθανή 

συµµετοχή περισσότερων παραγόντων στην διαδικασία αυτή, µία υπόθεση που 

απαιτεί περαιτέρω µελέτη. Οι παρατηρήσεις µας συµφωνούν µε προηγούµενες 

αναφορές, οι οποίες επισηµαίνουν τον καίριο ρόλο των ιντεγκρινών στην σύνδεση 

µεταξύ κυττάρων και εξωκυττάριου περιβάλλοντος (Hynes, 1992; Wehrle-Haller and 

Imhof, 2003).  Για αρκετούς κυτταρικούς τύπους, η ιντεγκρινο-εξαρτώµενη 

προσκόλληση και η επακόλουθη ενδοκυττάρια µεταβίβαση του σήµατος σχετίζεται 

άµεσα µε λειτουργίες ζωτικής σηµασίας, όπως η κίνηση, ο πολλαπλασιασµός, η 

διαφοροποίηση και ο θάνατος (Assoian, 1997; Schwartz, 1997; Huet et al., 2001).         

Η δηµιουργία του ωχρού σωµατίου, όπως έχει ήδη συζητηθεί, έπεται της 

αιχµής της LH και απαιτεί την ταχεία διαφοροποίηση των κοκκωδών κυττάρων σε 

µεγάλα ωχρινικά κύτταρα (LL, large luteal cells). Κατά την διαδικασία αυτή, τα 

κοκκώδη κύτταρα υφίστανται δυναµικές µορφολογικές και λειτουργικές µεταβολές, 

ενώ αποκτούν την ικανότητα παραγωγής σηµαντικών ποσοτήτων προγεστερόνης. 

Ένας µεγάλος αριθµός µορίων, που σχετίζεται µε την διαφοροποίηση των κοκκωδών 

κυττάρων, έχει εντοπιστεί στην επιφάνειά τους και έχει διαπιστωθεί αύξηση της 

έκφρασής τους κατά την διαδικασία της ωχρινογένεσης (Fujiwara et al., 1992; 
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Fujiwara et al., 1993; Fujiwara et al., 1996). Ακολουθώντας το παραπάνω πρότυπο 

έκφρασης, οι ιντεγκρίνες α5β1 και αvβ3, σε συνδυασµό µε την εξασθενηµένη έκφρασή 

τους στα τελευταία στάδια της ωχρινικής φάσης, όπου τα κύτταρα είναι πλήρως 

διαφοροποιηµένα, οι συγκεκριµένοι υποδοχείς θα µπορούσαν να θεωρηθούν δείκτες 

διαφοροποίησης των κοκκωδών κυττάρων στα αρχικά στάδια δηµιουργίας του ωχρού 

σωµατίου, όπως συµβαίνει µε την ιντεγκρίνη α6β1 (Honda et al., 1995). Επιπλέον, 

αναλογιζόµενοι το γεγονός του χρονικού συνεντοπισµού µε την φιµπρονεκτίνη 

µπορούµε να υποθέσουµε ότι η αλληλεπίδραση του µορίου αυτού µε τους 

ιντεγκρινικούς υποδοχείς του στα κοκκώδη κύτταρα σχετίζεται άµεσα µε την 

διαφοροποίησή τους σε ωχρινικά κύτταρα. Εξάλλου, εκτεταµένες µελέτες των 

µορίων του εξωκυττάριου χώρου υποδεικνύουν την συµµετοχή τους σε διαδικασίες 

διαφοροποίησης και στεροειδογένεσης των κοκκωδών κυττάρων διαφόρων 

οργανισµών (Amsterdam et al., 1986; Schipper et al, 1993) ενώ παράλληλα, έχει 

αποδειχτεί και η σηµασία των αλληλεπιδράσεών τους µε ιντεγκρινικά µόρια στις 

παραπάνω διαδικασίες (Sammande et al., 1991; Marley et al., 1996; Clavero et al., 

2004).  

 

5.5 Η αλληλεπίδραση µεταξύ της FN και των ιντεγκρινικών υποδοχέων της 

επιφάνειας των κοκκωδών κυττάρων ρυθµίζει την κυτταρική µετανάστευση   

 

Επιπροσθέτως, αρκετές αναφορές υποδεικνύουν τον κεντρικό ρόλο της 

ιντεγκρινο-εξαρτώµενης προσκόλλησης των κυττάρων στο υπόστρωµα σε 

διαδικασίες κυτταρικής µετανάστευσης (Sheetz et al., 1998; Wehrle-Haller and 

Imhof, 2003). Η απενεργοποίηση της ιντεγκρινικής υποµονάδας α5 έχει βρεθεί ότι 

σχετίζεται µε σοβαρές βλάβες κατά την εµβρυογένεση, υποδεικνύοντας τον 

ενδεχόµενο ρόλο του α5β1 υποδοχέα στην ρύθµιση της µετανάστευσης κυτταρικών 

πληθυσµών κατά την διάρκεια της οργανογένεσης (Goh et al., 1997). H κυτταρική 

κίνηση αποτελεί µία συνεχή, κυκλικού τύπου, διαδικασία (Huttenlocher et al., 1995; 

Lauffenburger and Horwitz, 1996), κατά την οποία το κύτταρο εκτείνει λεπτές 

µεµβρανικές προεκβολές, τα λαµελιπόδια, µέσω των οποίων πραγµατοποιείται η 

ιντεγκρινο-εξαρτώµενη προσκόλλησή τους στο υπόστρωµα. Η αποδιάταξη των 

συνδέσεων αυτών, καθώς το κύτταρο αποκολλάται, και η επακόλουθη αποδέσµευσή 

του από το υπόστρωµα, ολοκληρώνουν την διαδικασία της µετακίνησης, η οποία 

επαναλαµβάνεται αρκετές φορές έως ότου το κύτταρο φτάσει στον προορισµό του. Η 
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κυτταρική αυτή κίνηση είναι υψίστης σηµασίας για την διαδικασία της 

ωχρινογένεσης, η οποία χαρακτηρίζεται από έντονο µεταναστευτικό ρυθµό 

ενδοθηλιακών κυττάρων, από τις στοιβάδες των κυττάρων θήκης προς την εσωτερική 

κοιλότητα του ωοθυλακίου.  

Βασιζόµενοι στις ανωτέρω παρατηρήσεις, επιχειρήθηκε ο έλεγχος της πιθανής 

µεσολάβησης των εξεταζόµενων ιντεγκρινικών υποδοχέων στην κινητική διαδικασία 

των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων. Για τον σκοπό αυτό τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε FN-επιστρωµένες επιφάνειες και µε την βοήθεια ειδικού 

µικροσκοπίου καταγράφηκε η απόσταση που διένυσαν τα κύτταρα σε 

προκαθορισµένο χρονικό διάστηµα. Παράλληλα, µελετήθηκε η κινητική 

δραστηριότητα των κυττάρων σε καλλιέργειες, µετά την χρήση ακινητοποιηµένων 

αντισωµάτων κατά των α5β1 και/ ή αvβ3 ιντεγκρινών, µε σκοπό την αναστολή της 

δράσης των συγκεκριµένων υποδοχέων της επιφάνειας των κοκκωδών κυττάρων. Το 

σύνολο των αποτελεσµάτων απέδειξε σηµαντική µείωση της τυχαίας κινητικής 

δραστηριότητας των εξεταζόµενων κυττάρων, µε την χρήση των ανταγωνιστικών 

αντισωµάτων (εικόνα 13). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι in vivo, σε ένα 

υπόστρωµα πλούσιο σε φιµπρονεκτίνη, οι α5β1 και αvβ3 ιντεγκρίνες δηµιουργούν 

συνδέσεις µε τα µόρια του εξωκυττάριου χώρου, µέσω των οποίων προωθείται η 

µεταναστευτική τους ικανότητα. Ανάλογη δράση έχει παρατηρηθεί και σε 

διαφορετικούς ιστούς του αναπαραγωγικού συστήµατος, όπως για παράδειγµα στην 

ανθρώπινη τροφοβλάστη, όπου έχει αποδειχτεί ότι η µεταναστευτική της ικανότητα 

ρυθµίζεται από την αλληλεπίδραση µεταξύ της α5 ιντεγκρινικής υποµονάδας και της 

φιµπρονεκτίνης του εξωκυττάριου χώρου (Coutifaris et al., 2005). Παρόλα αυτά, η 

συνδυασµένη χρήση των ανταγωνιστικών αντισωµάτων δεν προκάλεσε 

ολοκληρωτική αναστολή της κινητικής ικανότητας των κοκκωδών κυττάρων (εικόνα 

13), παρέχοντας σαφείς ενδείξεις για την συµµετοχή και άλλων µεµβρανικών µορίων 

στην παραπάνω διαδικασία. 

Η ωχρινοποιητική ορµόνη (hCG), όπως έχει ήδη συζητηθεί, εµπλέκεται στην 

διαδικασία προσκόλλησης των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων στο 

υπόστρωµα, γεγονός που οδήγησε στην υπόθεση πιθανής ρύθµισης της ικανότητας 

µετανάστευσης των ίδιων κυττάρων, δεδοµένου ότι η κινητική δραστηριότητα των 

κυττάρων προϋποθέτει αλληλεπιδράσεις µε τα µόρια του εξωκυττάριου χώρου. Για 

τον έλεγχο της υπόθεσης αυτής επαναλάβαµε τις ανωτέρω πειραµατικές διαδικασίες 

χρησιµοποιώντας κύτταρα, τα οποία είχαν προηγουµένως διεγερθεί µε την ορµόνη 
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hCG. ∆ιαπιστώθηκε ότι η ωχρινοποιητική αυτή ορµόνη προωθεί την ικανότητα 

µετανάστευσης των κυττάρων, εφόσον η συνολική απόσταση µετακίνησής τους 

παρουσίαζε σηµαντική αύξηση (εικόνα 13). Ανάλογες µελέτες έχουν 

πραγµατοποιηθεί και σε κύτταρα ανθρώπινης τροφοβλάστης, όπου έχει αποδειχτεί ότι 

η hCG προωθεί την µεταναστευτική τους δραστηριότητα µέσω ενός υποδοχέα του 

IGF-II αναπτυξιακού παράγοντα (Zygmunt et al., 1998; Zygmunt et al., 2005), 

γεγονός που συνδέει την ωχρινοποιητική αυτή ορµόνη και µε την παρακρινική 

ρύθµιση της τροφοβλαστικής εισβολής (Tao et al., 1995). Τα αποτελέσµατα της 

παρούσας µελέτης επιβεβαιώνουν την άποψη περί συµµετοχής της χοριακής 

γοναδοτροπίνης σε διαδικασίες κυτταρική µετακίνησης και υποδηλώνουν ότι η προ-

οωθυλακιορρηκτική αιχµή της LH συντελεί όχι µόνο στην διαφοροποίηση των 

κοκκωδών κυττάρων σε µεγάλα ωχρινικά κύτταρα, αλλά και σε άλλες λειτουργίες, 

απαραίτητες για την δηµιουργία και ενδεχοµένως την διατήρηση του ωχρού 

σωµατίου. 

 

5.6 Η ιντεγκρινο-εξαρτώµενη προσκόλληση των ανθρώπινων κοκκωδών 

κυττάρων σε υπόστρωµα FN αναστέλλει την απόπτωσή τους 

  

Ο εκφυλισµός ή η επιµήκυνση της ζωής του ωχρού σωµατίου συνδέονται 

άµεσα µε την απόπτωση των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων (Makrigiannakis 

et al., 1999; Sugino et al., 2000; Vaskivuo et al., 2002). Σε περίπτωση επιτυχούς 

γονιµοποίησης, η διατήρηση ακέραιου του ωχρού σωµατίου, και κατ’ επέκταση η 

αναστολή της απόπτωσης των διαφοροποιηµένων κοκκωδών κυττάρων, αποτελεί 

λειτουργία ζωτικής σηµασίας για το έµβρυο και απαραίτητη προϋπόθεση για την 

φυσιολογική εξέλιξη της εγκυµοσύνης. Η διάσωση των κυττάρων του ωχρού 

σωµατίου πραγµατοποιείται κατά βάση µέσω της ορµόνης, hCG, η οποία είναι 

τροφοβλαστικής προέλευσης (Νeil et al., 1969; Dharmarajan et al., 1994; Walz et al., 

2005). Οι µοριακοί µηχανισµοί που εµπλέκονται στην αντι-αποπτωτική λειτουργία 

της hCG δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί. Πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν την 

άποψη ότι η hCG δρα σαν αγγειογενετικός αυξητικός παράγοντας και η 

προστατευτική του δράση συνοδεύεται από ένα δεύτερο κύµα αγγειογένεσης και 

σταθεροποίησης των αγγείων (Wulff et al., 2001; Zygmunt et al., 2002). 

Επιπροσθέτως, µέχρι σήµερα έχουν αναγνωριστεί και µελετηθεί αρκετοί διαφορετικοί 

παράγοντες µε αντι-αποπτωτική δράση για τα κοκκώδη κύτταρα. Τα περισσότερο 
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µελετηµένα µόρια είναι τα µέλη της Bcl-2 οικογένειας, τα οποία θεωρούνται υψίστης 

σηµασίας στην ρύθµιση του αποπτωτικού µηχανισµού των κοκκωδών κυττάρων, σε 

όλα τα στάδια ανάπτυξης και παλινδρόµησης των ωοθηκικών δοµών (Rodger et al., 

1998; Choi et al., 2004; Vaskivuo et al., 2002).  

O εκφυλισµός του ωχρού σωµατίου έχει βρεθεί ότι σχετίζεται επίσης µε την 

απώλεια των διασυνδέσεων µεταξύ των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων  

(Yuan and Judice, 1997), οδηγώντας στην υπόθεση ότι τα µόρια συνάφειας (CAMs) 

συµµετέχουν σε µηχανισµούς ρύθµισης της αποπτωτικής διαδικασίας. Πράγµατι, η 

N-cadherin, ένα µόριο που ανήκει στην οικογένεια των κατχερινών, ανιχνεύεται στα 

κοκκώδη κύτταρα των πρώτων σταδίων του ωχρού σωµατίου, ενώ η έκφρασή του 

φθίνει σε µετέπειτα στάδια της ωχρινικής φάσης, όπου ορυθµός απόπτωσης 

αυξάνεται (Makrigiannakis et al., 1999; Peluso et al., 1996). Επιπλέον, αποδείχτηκε 

ότι η δηµιουργία διασυνδέσεων προωθεί την επιβίωση των κοκκωδών κυττάρων, ενώ 

η αποκοπή του εξωκυττάριου τµήµατος της N-cadherin από την κυτταρική επιφάνεια, 

µε την δράση των µεταλλοπρωτεϊνασών, επάγει την έναρξη της αποπτωτικής 

διαδικασίας (Makrigiannakis et al., 2000a). Η N-cadherin, όµως, δεν είναι το 

µοναδικό µόριο συνάφειας που έχει συσχετιστεί µε τον προγραµµατισµένο κυτταρικό 

θάνατο. Η πρόσδεση των κυττάρων στο εξωκυττάριο στρώµα αποτελεί εξίσου 

σηµαντική προϋπόθεση για την επιβίωσή τους, εφόσον η αποδέσµευσή τους από αυτό 

προκαλεί τον θάνατο, µία διαδικασία που είναι γνωστή σαν “anoikis” (Giancotti and 

Ruoslahti, 1999; Ruoslahti and Reed, 1994). Η ύπαρξη της συγκεκριµένης 

διαδικασίας υποδηλώνει την επίδραση των ιντεγκρινών στον µηχανισµό του 

κυτταρικού θανάτου, δεδοµένου ότι τα µόρια αυτά αποτελούν, in vivo, τους βασικούς 

υποδοχείς για τα περισσότερα µόρια του εξωκυττάριου περιβάλλοντος (Frisch and 

Ruoslahti, 1997; Stupack and Cheresh, 2002; Zhau et al., 2004). Ο ακριβής 

µηχανισµός της αντι-αποπτωτικής δράσης των ιντεγκρινών παραµένει 

αδιευκρίνιστος, ενώ αποτελεί πεδίο έρευνας µεγάλου ενδιαφέροντος. Μέχρι σήµερα, 

υπάρχουν µόνο ενδείξεις για την ύπαρξη µονοπατιών που ενεργοποιούνται αµέσως 

µετά την πρόσδεση των ιντεγκρινών, κατά τα οποία είτε επάγονται αντι-αποπτωτικά 

µόρια (Zhang et al., 1995), είτε αναστέλλονται προ-αποπτωτικοί παράγοντες (π.χ 

Bax) (Kugu et al., 1998).  

Το γεγονός ότι η διακυτταρική αλληλεπίδραση αναστέλλει την κυτταρική 

απόπτωση υποδεικνύει ότι η µετακίνηση των κοκκωδών κυττάρων κατά την 

δηµιουργία του ωχρού σωµατίου θα έπρεπε να προκαλεί τον θάνατό τους, εφόσον η 
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διαδικασία αυτή απαιτεί την καταστροφή των κυτταρικών συµπλόκων. In vivo όµως 

δεν παρατηρείται κυτταρικός θάνατος κατά την ωχρινοποιητική διαδικασία, γεγονός 

που ενισχύει την άποψη περί συµµετοχής και άλλων παραγόντων στους µηχανισµούς 

αναστολής της απόπτωσης. Στην παρούσα µελέτη, ερευνήθηκε η συµµετοχή τριών 

FN-συνδεόµενων ιντεγκρινικών υποδοχέων (α5β1, αvβ3, αvβ5) στο φαινόµενο του 

αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου σε ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης 

ωοθήκης και ο πιθανός προστατευτικός ρόλος της αλληλεπίδρασης των µορίων 

αυτών µε τον εξωκυττάριο προσδέτη τους, την FN. Για την µελέτη των επιδράσεων 

αυτών επιλέχθηκε ένα καλά τεκµηριωµένο και ευρέως χρησιµοποιούµενο µοντέλο 

επαγωγής της κυτταρικής απόπτωσης, η στέρηση ορού και αυξητικών παραγόντων. 

Ειδικά για τα κοκκώδη κύτταρα, έχει αποδειχτεί ότι η στέρηση ορού επάγει την 

έναρξη των αποπτωτικών διαδικασιών µέσα σε σύντοµο χρονικό διάστηµα 

(Makrigiannakis et al., 1999; Breckwoldt et al., 1996), µία ιδιότητα που αποδείχτηκε 

και στο εργαστήριό µας µε χρήση της τεχνικής ανίχνευσης του κατακερµατισµένου 

DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Ο συγκεκριµένος έλεγχος απέδειξε ότι 

η α5β1- και η αvβ3 – εξαρτώµενη πρόσδεση των κοκκωδών κυττάρων, σε υπόστρωµα 

πλούσιο σε φιµπρονεκτίνη, αναστέλλει σηµαντικά το φαινόµενο της απόπτωσης 

(εικόνα 14 και πίνακας 2). Όµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και µε την 

πρόσδεση των κοκκωδών κυττάρων σε υπόστρωµα που περιείχε ενεργοποιηµένα 

αντισώµατα, ειδικά για τις α5β1, αvβ3 και αvβ5 ιντεγκρίνες, τα οποία δρουν σαν 

εξωκυττάριος προσδέτης των µορίων αυτών (εικόνα 15). Ανάλογες µελέτες στο 

παρελθόν έχουν αποδείξει την ύπαρξη και άλλων ιντεγκρινικών υποδοχέων στην 

επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων (Monniaux et al.. 2006), ενώ η αλληλεπίδραση 

της α6β1 ιντεγκρίνης µε τον εξωκυττάριο προσδέτη της, την λαµινίνη, φαίνεται να δρα 

προστατευτικά για τα κύτταρα αυτά (Le Bellego et al., 2002). Αντι-αποπτωτική 

δράση έχει αναφερθεί επίσης και για την αvβ3 ιντεγκρίνη σε άλλους κυτταρικούς 

τύπους (Montgomery et al., 1994), χωρίς όµως να αποσαφηνίζεται ο µηχανισµός 

µέσω του οποίου πραγµατοποιείται η λειτουργία αυτή. In vitro πειράµατα, έχουν 

αποδείξει επιπλέον ότι η hCG αναστέλλει την απόπτωση ωοθυλακίων της προ-

ωοθυλακιορρηκτικής φάσης (Chun et al., 1994) και κυττάρων του ωχρού σωµατίου 

(Dharmarajan et al., 1999). Συνδυασµένα τα ανωτέρω δεδοµένα υποδεικνύουν ότι, in 

vivo, µετά την εµφύτευση της βλαστοκύστης, η hCG που προέρχεται από την 

τροφοβλάστη, επάγει της ιντεγκρινο-εξαρτώµενες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 
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κοκκωδών κυττάρων και της εξωκυττάριας FN, οι οποίες δρουν προστατευτικά για το 

ωχρό σωµάτιο των πρώτων τουλάχιστον σταδίων της εγκυµοσύνης. 

 

Συµπερασµατικά, προτείνεται το ακόλουθο µοντέλο (Εικόνα ΙΙ). Η 

πρόσδεση της ωχρινοποιητικής ορµόνης (LH ή hCG) στα κοκκώδη κύτταρα επάγει 

την απελευθέρωση του VEGF παράγοντα από αυτά και την έκφραση του υποδοχέα 

VEGFR1/Flt-1 στην επιφάνειά τους. Ο εκκρινόµενος παράγοντας VEGF (και ίσως 

και VEGF από άλλες πηγές) αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα του, επάγοντας 

ακολούθως την έκκριση φιµπρονεκτίνης στο εξωκυττάριο περιβάλλον και 

προκαλώντας ταυτόχρονα αύξηση στα επίπεδα έκφρασης δύο τουλάχιστον FN-

προσδενόµενων ιντεγκρινών, των  α5β1 και αvβ3. Ακόλουθες αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

των ιντεγκρινών αυτών και της φιµπρονεκτίνης ενεργοποιούν ενδοκυττάριες 

διαδικασίες µετάδοσης του σήµατος, οι οποίες σχετίζονται µε την µετανάστευση, την 

επιβίωση και την διαφοροποίηση των κοκκωδών κυττάρων, διαδικασίες που 

συντελούν στην δηµιουργία και διατήρηση του ωχρού σωµατίου.                                          
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Εικόνα ΙΙ. Προτεινόµενος µηχανισµός: Οι ωχρινικές ορµόνες, µέσω ενός VEGF-
εξαρτώµενου µηχανισµού, αυξάνουν την έκφραση των ιντεγκρινών α5β1 και αvβ3 , οι 
οποίες πρoάγουν την επιβίωση και την µετανάστευση των ανθρώπινων κοκκωδών 
κυττάρων 
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5.7 Προοπτικές 

 

Η ανάπτυξη των ωοθυλακίων καθώς και οι διαδικασίες ωχρινογένεσης και 

ωχρινόλυσης στην ανθρώπινη ωοθήκη έχουν συσχετιστεί άµεσα µε την ικανότητα 

αναπαραγωγής της γυναίκας και αποτελούν ένα πεδίο µε συνεχώς αυξανόµενο 

ενδιαφέρον για την Ιατρική Επιστήµη. Η διερεύνηση και αποσαφήνιση των 

µηχανισµών και των παραγόντων που εµπλέκονται στις ανωτέρω διαδικασίες θα 

αποτελέσει ενδεχοµένως σηµαντικό βήµα για την ανάπτυξη θεραπευτικών µεθόδων 

για την αντιµετώπιση της υπογονιµότητας ή και δυσλειτουργιών της ωοθήκης, µε 

βασικότερο το σύνδροµο των πολυκυστικών ωοθηκών ή ακόµα και του καρκίνου.  

 Η συγκεκριµένη διδακτορική διατριβή περιγράφει τον βιολογικό ρόλο των 

ιντεγκρινο-εξαρτώµενων αλληλεπιδράσεων στην ανάπτυξη του ωχρού σωµατίου. Το 

προτεινόµενο µοντέλο αναφέρεται σε έναν µηχανισµό κατά τον οποίο η χοριακή 

γοναδοτροπίνη ρυθµίζει την έκφραση και λειτουργία των ιντεγκρινικών υποδοχέων, 

µέσω του VEGF παράγοντα. Τα αποτελέσµατά µας εντούτοις παρέχουν σαφείς 

ενδείξεις για την συµµετοχή και άλλων µορίων στις λειτουργίες διαφοροποίησης, 

µετανάστευσης και απόπτωσης των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών κυττάρων, ένα 

ενδεχόµενο που απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. Πρόσφατες µελέτες αποδεικνύουν 

την έκφραση και άλλων µορίων συνάφειας στην επιφάνεια των κοκκωδών κυττάρων, 

όπως είναι η N-Cadherin και η Ε-Cadherin, τα οποία έχουν συσχετιστεί µε την 

αποπτωτική του διαδικασία. Ειδικά η N-Cadherin έχει ανιχνευθεί σε κύτταρα του 

ωχρού σωµατίου και έχει προταθεί ότι ρυθµίζει την διαδικασία ωχρινόλυσης 

(Makrigiannakis et al., 1999). Τα µόρια αυτά, συνεπώς, θα µπορούσαν να 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο και κατά την ωχρινογένεση και να λειτουργούν 

παράλληλα µε τις ιντεγκρίνες στις διαδικασίες που έχουν ήδη περιγραφεί.  

 Εππλέον, η α6β1 ιντεγκρίνη έχει ανιχνευθεί σε κοκκώδη κύτταρα, 

παρουσιάζοντας παρόµοιο πρότυπο έκφρασης µε την λαµινίνη (LN), το οποίο 

αποτελεί τον προσδέτη της στον εξωκυττάριο χώρο. Η ιντεγκρίνη αυτή θεωρείται ότι 

ρυθµίζει την ωχρινοποιητική διαδικασία των κοκκωδών κυττάρων, όµως παραµένει 

αδιευκρίνιστο αν συµµετέχει και σε διαδικασίες απόπτωσης και µετανάστευσής τους. 

Το ενδεχόµενο αυτό έχει µελετηθεί µόνο σε άλλα είδη, και όχι στον άνθρωπο, µε 

αποτελέσµατα που ενισχύουν την υπόθεση περί συµµετοχής του µορίου αυτού σε 

βασικές λειτουργίες των κοκκωδών κυττάρων, αληλεπιδρώντας εξωκυττάρια µε την 

LN. Πρώιµες µελέτες στο εργαστήριό µας επιβεβαιώνουν την έκφραση της α6β1 σε 
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ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα και παρέχουν ενδείξεις για την ρύθµιση της 

απόπτωσής τους από το συγκεκριµένο µόριο. 

 Ένας επιπλέον τοµέας που απαιτεί την διενέργεια περαιτέρω µελετών είναι η 

πλήρης αποσαφήνιση του µοριακού µηχανισµού, µέσω του οποίου η hCG ρυθµίζει 

την έκφραση της FN και των υποδοχέων της, αλλά και του µονοπατιού που 

ενεργοποιείται από τα ιντεγκρινικά µόρια και το οποίο οδηγεί στην προστασία των 

κοκκωδών κυττάρων από την αποπτωτική διαδικασία. Πολυάριθµα µόρια, τα οποία 

σχετίζονται µε την αναστολή ή την επαγωγή του κυτταρικού θανάτου θα µπορούσαν 

να θεωρηθούν ενδιάµεσοι ενδοκυττάριοι παράγοντες µεταγωγής του σήµατος στο 

¨µονοπάτι επιβίωσης¨. Πιθανότεροι υποψήφιοι είναι οι πρωτεΐνες της Bcl-2 

οικογένειας, οι οποίες έχουν ήδη περιγραφεί σαν σηµαντικοί ρυθµιστές σε πολλαπλά 

διαφορετικά αποπτωτικά µονοπάτια, και των οποίων η λειτουργία έχει αποδειχτεί ότι 

ρυθµίζεται από την πρόσδεση των ιντεκρινών σε εξωκυττάριους προσδέτες. Εξίσου 

σηµαντική βέβαια είναι και η µελέτη πρωτεϊνών του κυτταροσκελετού, δεδοµένου ότι 

οι ποικίλες δράσεις των ιντεγκρινών πραγµατοποιούνται µέσω πρόσδεσης του 

κυτταροπλασµατικού τους άκρου µε κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες, µία 

αλληλεπίδραση που δεν έχει µελετηθεί αρκετά σε κύτταρα ωοθήκης.   

 Τέλος, εκτός από την επίδραση των ωχρινοτρόπων ορµονών (LH/hCG) στους 

µηχανισµούς ρύθµισης της λειτουργίας του ωχρού σωµατίου, απαιτείται και η µελέτη 

περισσότερων µορίων στην ίδια διαδικασία, όπως για παράδειγµα των κυτοκινών. 

Είναι ήδη γνωστό ότι οι παράγοντες TGF-β1 και M-CSF ρυθµίζουν την διαδικασία 

της ωχρινοποίησης των κοκκωδών κυττάρων, µέσω αναστολής της απόπτωσής τους, 

ενώ ο TNFα επάγει την απόπτωση των ίδιων κυττάρων κατά την ωχρινική φάση 

(Matsubara et al., 2000). Επιπροσθέτως, η ιντερλευκίνη-1β (IL-1β) έχει ωχρινολυτική 

δράση σε κοκκώδη κύτταρα ανθρώπινης ωοθήκης in vitro (Best and Hill, 1995). 

Εντούτοις, ο µοριακός µηχανισµός, µέσω των οποίων πραγµατοποιείται η 

προαναφερθείσα δράση των κυτοκινών καθώς και το αν οι ιντεγκρινικοί υποδοχείς 

διαδραµατίζουν κάποιον ρόλο στον µηχανισµό αυτό, αποτελούν ερωτήµατα που 

παραµένουν αδιευκρίνιστα. .     
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The formation of the corpus luteum (CL) is critical for
the establishment of a successful pregnancy. After
ovulation, the CL develops from the remnants of the
ovulated ovarian follicle. This process, which in-
volves varying cell-matrix interactions, is poorly
characterized. To understand the role and potential
regulation of cell-matrix interactions in the formation
of the CL, we investigated the expression and activity
of the matrix protein fibronectin (FN) and several of
its integrin receptors on luteinized granulosa cells
(GCs). In situ , FN and several FN-binding integrins
were detected around luteinizing GCs during the early
luteal phase, although expression declined in the late
luteal phase. In vitro , GCs released FN, and stimula-
tion of these cells with human chorionic gonadotro-
pin increased the surface expression of FN, �5�1, and
�v�3. Up-regulation of these proteins on GCs was repro-
duced by stimulation with vascular endothelial growth
factor (VEGF) and was inhibited by anti-VEGF antibody.
Lastly, expression of �5�1 and �v�3 mediated adhesion
to FN, facilitated migration, and prevented apoptosis.
These data suggest that in vivo luteogenic hormones, in
part through a VEGF-dependent mechanism, stimulate
selected integrin-matrix adhesive interactions that pro-
mote the motility and survival of GCs and thus contrib-

ute to the formation and preservation of the CL. (Am J
Pathol 2007, 170:1561–1572; DOI: 10.2353/ajpath.2007.060926)

At the onset of the adult female reproductive life, the
normal ovary carries several hundreds of thousands of
primordial follicles,1 which are formed during embryonic
life. At the beginning of every normal menstrual cycle, a
cohort of these primordial follicles begins to grow, but
only one follicle will complete the maturation cycle and
become dominant, developing into a large preovulatory
follicle. Late in its maturation, the dominant follicle pro-
duces increasing amounts of estradiol, which provides
the crucial stimulus for a surge in luteinizing hormone
(LH) that completes the maturation of the dominant folli-
cle and triggers the rupture of the follicle and release of
the oocyte (ovulation).

After expulsion of the oocyte, structural changes of
granulosa and thecal cells are provoked, resulting in
transformation of the collapsed follicle into a highly vas-
cularized endocrine gland, the corpus luteum (CL). The
main hormone product of the CL is progesterone, which
induces the necessary endometrial modifications re-
quired for the acquisition of a receptive state, an antici-
pation of embryo implantation. However, the CL has a
short life span, degenerating over the course of 2 weeks
into a fibrous hormonally inactive residue. During corpus
luteum regression, granulosa and lutein cells undergo
apoptosis, a mechanism modulated by many different
factors.2,3 If conception and successful implantation of
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the embryo occur, the corpus luteum is preserved for an
additional 8 to 12 weeks. This is a critical condition for the
establishment and maintenance of pregnancy because
the CL is the main source of vital steroidogenic hormones
supporting the gestation. The extended life of the CL is
accomplished by the trophoblastic production of the lu-
teotropic hormone human chorionic gonadotropin (hCG)4

through the same receptor as LH.5 Although some of the
biochemical and endocrine events characterizing the for-
mation and regression of CL have been well estab-
lished,6,7 the molecular aspects underlying the migration
and survival of luteinized granulosa cells (GCs) and the
endocrine/paracrine mechanisms by which LH and hCG
act on GCs to transform the ruptured follicle into the CL
are not well characterized.

A number of studies have established for many cell
types that the binding of cell surface integrins to their
ligands in the extracellular matrix facilitates cell migra-
tion, proliferation, and survival.8–11 It has been reported
that human GCs express the �5�1 integrin and its ligand
fibronectin (FN),12 but it is unknown whether this or other
integrin-matrix interactions have important functional
consequences for GCs. It has also been demonstrated
that GCs produce vascular endothelial growth factor
(VEGF)13–17 in response to stimulation with hCG. This
activity was confirmed by us as well (Table 1). Moreover,
VEGF has been reported to increase the expression of
integrins in other cell systems.18,19 Expression of VEGF
and its receptor (Flt-1) has been previously reported in
human lutein cells in functioning corpora lutea.20 Re-
cently, mRNA for VEGF and its receptors Flt-1 and KDR/
Flk-1 was detected in human corpora lutea during the
luteal phase.21 We therefore investigated the expression
of selected FN-binding integrins on luteinizing GCs, the
potential regulation of that expression by luteogenic hor-
mone, and the possible involvement of mitogenic VEGF.
In addition, we studied the involvement of these recep-
tors in promoting the adhesion, the migration, and sur-
vival of GCs.

Materials and Methods

Reagents, Antibodies, Ligands, and Chemicals

All reagents were of analytical grade and were pur-
chased from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO),
unless otherwise stated. The following monoclonal anti-
bodies (mAbs) were obtained from Chemicon Interna-

tional Inc. (Temecula, CA): blocking mAbs to the integrin
�5�1 (JBS5), �v�3 (LM 609), and �v�5 (PIF6) receptors;
anti-�5�1-integrin-activating mAb (HA5); anti-FN; anti-
platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (P2B1); and
anti-human leukocyte antigen-DR. mAb to Flt-1 (VEGF
receptor-1 [VEGFR-1]) was obtained from Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Anti-human VEGF-
neutralizing antibody and a second anti-Flt-1 antibody
were obtained from R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN).
Goat anti-serum to mouse whole IgG and nonimmune
murine IgG1 were purchased from Cappel Research
Products (Durham, NC). Antibodies were used at a con-
centration of 10 �g/ml purified IgG. Human laminin-1 was
purchased from GIBCO BRL Life Technologies (Grand
Island, NY). Purified human FN, �5�1, �v�3, and �v�5

proteins were purchased from Chemicon International
Inc. Purified Flt-1 peptide antigen was obtained from
Santa Cruz Biotechnology.

Cell Culture and Treatments

Human GCs were isolated from 16 patients, aged 25 to
43 years old, undergoing in vitro fertilization/embryo
transfer. These cells had been exposed in vivo to a follic-
ular recruitment regimen including a gonadotropin-re-
leasing hormone agonist (Lupron) for pituitary suppres-
sion and purified follicle-stimulating hormone (Fertinex;
Serono, Randolph, MA) for follicular stimulation. More-
over, all patients had received a single dose of purified
hCG (10.000 IU) 36 hours before follicular aspiration. The
present study was approved by the Hospital of University
of Pennsylvania, and informed consent was obtained
from all patients before tissue collection.

The follicular fluid was collected and centrifuged. The
sedimented cells were resuspended in calcium- and
magnesium-free Hanks’ balanced salt solution (Gibco
BRL), overlayed on Ficoll-Paque (Pharmacia Biotechnol-
ogy, Uppsala, Sweden), and centrifuged at 400 � g for
30 minutes. The cells were collected from the interphase
and cultured in Hams F-12/Dulbecco’s modified Eagle’s
medium [1:1 (v/v); Gibco BRL] media supplemented with
10% fetal bovine serum, penicillin (10 IU/ml), streptomy-
cin (0.05 mg/ml), and Fungizone (0.25 mg/ml), as previ-
ously described.22 In every culture dish, 2 � 105 cells
were plated, which were treated with the usual pharma-
cological dose of VEGF (100 ng/ml) and with urinary
derived hCG (1 IU/ml) without and with anti-human VEGF-
neutralizing antibody (6 �g/ml), in serum-free Hams F12/
Dulbecco’s modified Eagle’s medium [1:1 (v/v)] medium
with 0.2% bovine serum albumin (BSA) and 10 mmol/L
HEPES. The cells were cultured for 48 to 72 hours in
media containing hCG to develop an hCG dose response
before being treated with antibodies. The ratio of contam-
inating monocytes, identified by the anti-CD14 mAb
(Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) was �1.6%. Each
experiment was performed on at least three separate
occasions with different cell preparations to ensure con-
sistency of the findings.

Table 1. VEGF Release from GCs

Condition VEGF concentration (pg/ml)

Control 40 � 3
(�) hCG 180 � 7
(�) hCG/(�) anti-VEGF 50 � 2

The concentration of VEGF in the media from unstimulated GCs and
GCs stimulated with hCG in the absence or presence of anti-VEGF
antibody was determined by enzyme-linked immunosorbent assay.
Inclusion of anti-VEGF antibody neutralized more than 90% of the
stimulated release of VEGF. Data are the mean of two samples done in
duplicate.
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Immunohistochemistry

Paraffin-embedded human ovarian tissue sections were
deparaffinized at 70°C in xylene, rehydrated, and rinsed
in phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4). Sections
were treated with 0.1% hydrogen peroxide for 30 minutes
at 20°C, washed in PBS, and digested with prewarmed
pepsin (0.65 mg/ml in PBS) at 40°C for 5 minutes. They
were preincubated with 5% blocking serum (normal goat
serum; Vector Laboratories, Burlingame, CA) and then
incubated with the primary antibody (10 �g/ml) for 1 hour
at room temperature. Localization of the primary antibody
was performed by incubation of the sections with a bio-
tinylated anti-mouse IgG antibody, and then biotin was
detected using an avidin-biotin-peroxidase kit (Vector
Laboratories) with diaminobenzidine as the chromogenic
substrate. Negative control sections were processed in
an identical manner by substitution of the primary anti-
body with a purified mouse IgG fraction and preabsorp-
tion of the primary antibody with the target antigen to
assess the specificity of the primary antibody. Various
samples of archival ovarian tissue specimens at various
phases of the follicular cycle were selected from patients
who had undergone oophorectomy as part of pelvic op-
erations for benign gynecological disease. Dating was
based on endometrial tissue specimens from the same
patients, according to Noyes criteria.23

The intensity and distribution patterns of the staining
reaction were evaluated by two blinded, independent
observers using the semiquantitative immunoreactive
score, as previously described.24 The immunoreactive
score was calculated by multiplication of optical staining
intensity (graded as 0, no; 1, weak; 2, moderate; and 3,
strong staining) and the percentage of positive stained
cells (0, no staining; 1, �10% of the cells; 2, 11 to 50% of
the cells; 3, 51 to 80% of the cells; and 4, �81% of the
cells).

Flow Cytometric Analysis of Human
Luteinizing GCs

Flow cytometry was performed as described else-
where.22 The isolated human GCs were washed in 0.1%
BSA/PBS, centrifuged, and incubated with the monoclo-
nal anti-FN antibody and the mAbs anti-�5�1 (HA5), anti-
�v�3 (LM609), and anti-�v�5 (PIF6); the purified mouse
IgG3 (control, 100 �g/ml) for 1 hour at 4°C; or the integrin
peptide for 30 minutes in room temperature. The cells
were then incubated with fluorescein isothiocyanate-con-
jugated goat anti-mouse IgG, for 30 minutes at 4°C in the
dark, rinsed in PBS, and analyzed using an EPICS XL flow
cytometer (Coulter Corporation, Hialeah, FL). The ratio of
contaminating monocytes, identified by the anti-CD14
mAb (Becton Dickinson), was �1.6%.

Immunofluorescence

Sterile glass coverslips were coated with extracellular
matrix ligands as previously described, with minor mod-
ifications.23 In brief, the coverslips were incubated over-

night with FN (50 �g/ml), vitronectin (20 �g/ml), or laminin
(20 �g/ml) in PBS at 4°C and washed with PBS, and the
GCs were plated onto them. Cells grown on coverslips
were washed twice in prewarmed (37°C) Dulbecco’s
modified Eagle’s medium and twice in prewarmed PBS
containing 1.5 mmol/L Ca2� and fixed in 100% methanol
(�20°C for 5 minutes). Cells were incubated in 10%
normal goat serum (30 minutes at room temperature) and
then with the primary antibodies (2 hours at room tem-
perature) at 10 �g/ml in 10% goat serum. A fluorescein-
conjugated goat anti-mouse secondary antibody (Jack-
son Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove, PA)
was used at 1:200 (30 minutes at room temperature).
Negative control sections were processed in an identical
manner by substitution of the primary antibody with
PBS. Coverslips were mounted on glass slides with
Fluormount G (Fisher Scientific, Malvern, PA) contain-
ing 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (Polysciences Inc.,
Warrington, PA) to stabilize fluorescence and photo-
graphed with a Nikon microscope (Tokyo, Japan).

Adhesion Assays

Tissue culture plastic dishes (100 and 60 mm; Corning
Co., Corning, NY) or sterile glass coverslips were coated
with extracellular matrix ligands as previously described,
with minor modifications.23 In brief, tissue culture plastic
dishes or coverslips were incubated with 50 �g/ml FN in
PBS or 100 �g/ml poly-L-lysine in PBS for 16 hours at 4°C.
Plates were then washed three times with PBS and
blocked with 1% heat-denatured BSA/PBS for 1 hour at
room temperature. GCs were starved with methionine-
free media for 2 hours and subsequently incubated with
[35S]methionine-containing media overnight. GCs were
subsequently harvested by short exposure to trypsin,
washed with serum-free media containing soybean tryp-
sin inhibitor, centrifuged, and resuspended in media con-
taining 1% fetal bovine serum. Cells (5 � 103) were
seeded on the different coated plates and allowed to
interact with them for 30 minutes at 37°C. Cells were then
washed in PBS and lysed with Tris-HCl media containing
1% sodium dodecyl sulfate. Lysates were then trans-
ferred in scintillation vials, and radioactivity was counted.
Estimation of adhesion was performed in a similar man-
ner by calculating the amount of radioactivity in each
well.

Migration Assays

Time-lapse video microscopy was performed as previ-
ously described.22 Human GCs were cultured in serum-
free medium. For these studies, slides obtained from
Lab-Tek (Micro Video Instruments, Arrow, MA), which
were sealed with a mixture of petroleum jelly and paraffin
(20:1) to maintain pH of the medium, were coated with FN
(10 �g/ml) for 1 hour at 37°C and blocked with 2% BSA
for 1 hour at 37°C. The cells were plated on the slides at
a density of 0.5 � 105 cells and then placed in a 37°C-
humidified Plexiglas microscope culture chamber (Ni-
kon). A field containing several GCs was selected and
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observed under phase contrast for 7 hours. Motile activity
was studied by measuring the total distance covered by
the migrating cells using time-lapse video microscopy.
Sequential images were collected at 1-hour intervals. A
minimum of 70 cells were studied in three separate ex-
periments for each condition.

Cell Adhesion to Immobilized Anti-Integrin
Antibodies

To evaluate the effects of individual integrins, plastic
dishes were first coated with 50 �g/ml goat anti-mouse
IgG in PBS, at 37°C for 2 hours, rinsed with PBS, blocked
with 1% heat-denatured BSA/PBS at 37°C for 1 hour, and
then incubated overnight at 4°C with mouse monoclonal
antibodies raised against �5�1, �v�3 integrin, or HLA-DR
at a concentration of 40 �g/ml in PBS. GCs were har-
vested with ethylenediamine tetraacetic acid, washed,
and resuspended in adhesion buffer (20 mmol/L HEPES,
140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCl, 1 mmol/L CaCl2, 2
mmol/L MgCl2, and 5 mmol/L sodium pyruvate, pH 7.4).
Cells were then allowed to attach to antibody-coated
dishes at 37°C.

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated dUTP-Biotin Nick-End Labeling Assay

Apoptosis was detected by in situ 3�-end labeling of DNA
fragments in vitro. DNA fragments were labeled and de-
tected by use of the reagents and procedures provided
in the ApopTag in situ apoptosis detection kit (Oncor,
Gaithersburg, MD). In brief, GCs grown on ligand-coated
coverslips in serum-free medium for various time points
were fixed in 10% buffered formalin and washed twice in
PBS. The cells were then incubated in a humidified cham-
ber at 37°C for 1 hour in the presence of terminal deoxy-
nucleotidyl transferase and digoxigenin-11 dUTP and
dATP, washed in buffer, and incubated with anti-digoxi-
genin-fluorescein antibody for 30 minutes at room tem-
perature. The cells were then washed in buffer and ob-
served under epifluorescence and bright-field optics.
The nuclear structures of individual cells were stained
with propidium iodide. The number of terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end la-
beling (TUNEL)-positive nuclei was counted in an aver-
age of 12 randomly selected high-power fields (�40),
and the results were expressed as percentage of positive
cells. An average of 250 cells was counted for each
coverslip. If size and position of positively stained nuclear
fragments suggested that they were remnants of a single
cell, they were recorded as one cell.

Flow Cytometric Analysis of DNA Content

Detection of apoptosis by flow cytometric analysis of
DNA content was performed as previously described.22

Trypsin-generated GC suspensions (including floating
cells) or cells from suspension cultures (minimum 106)
were fixed in 70% ethanol for at least 16 hours, treated

with RNase A (500 �g/ml for 30 minutes at room temper-
ature; Sigma), stained with propidium iodide (PI 20 �g/
ml), and analyzed using an EPICS XL flow cytometer
(Coulter Corporation). Data were analyzed using a Cellfit
program (Wistar Institute, Philadelphia, PA). Cells that
contained less than 2n DNA content in the cell cycle
analysis profile were considered to be apoptotic.

Determination of VEGF Concentration

The concentration of VEGF in the media of cultured GCs
was determined by enzyme-linked immunosorbent assay
using a commercially available kit (R&D Systems, Minne-
apolis, MN).

Statistical Analysis

In TUNEL assays, statistical comparisons between the
different treated groups were performed using Student’s
t-test. In adhesion and migration experiments, the differ-
ences among the mean values for different groups were
evaluated by one-way analysis of variance followed by
Student’s t-test. In the flow cytometric analysis, the dif-
ferences of positivity rate and mean fluorescence inten-
sity of integrins �5�1, �v�3, and �v�5 and fibronectin
expression on GCs were analyzed by the Mann-Whitney
test. Data are expressed as mean � SE, and P values
�0.05 were considered to be significant.

Results

Expression of FN and Several of Its Integrin
Receptors on GCs during the Menstrual Cycle

To determine the expression of FN and three of its integrin
receptors, �5�1, �v�3, and �v�5, during the CL formation,
immunohistochemical staining was performed on ovarian
tissue from different phases of luteogenesis (Figure 1). For
these studies, well-characterized antibodies were used
(see Materials and Methods), and the binding of each was
determined to be specifically inhibited by preabsorption
with the target antigen. No staining was detected in small
preantral follicles, whereas there was a clear association of
all these molecules with CL formation. In the CL of the early
luteal phase (menstrual cycle day 15 to 18, n � 14), FN was
detected in the matrix, and �5�1, �v�3, and, to a much
lesser extent, �v�5 were expressed on luteinizing GCs, ex-
pression that was reduced or absent in the late luteal phase
(days 24 to 28, n � 12). These data suggest that CL forma-
tion is associated with deposition of FN in the matrix sur-
rounding GCs along with expression of FN binding integrins
by these cells.

Expression by GCs of FN and Its Receptors
�5�1, �v�3, and �v�5 Integrins in Vitro

To confirm the immunohistochemical data, expression of FN
and �5�1, �v�3, and �v�5 integrins on freshly isolated lu-
teinizing GCs was assessed by flow cytometry (Figure 2).
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These cells have been previously exposed to high doses of
circulating hCG in vivo (see Materials and Methods) and
display features of luteinized granulosa cells (GCs).1 There
was significant expression of the �5�1 and �v�3 integrins on
freshly isolated GCs (detected on 61 � 10% and 38 � 5%
of cells, respectively; n � 16), whereas a much lower per-
centage of cells (8.8 � 1%; n � 16) expressed �v�5 inte-
grin. FN was also detected on the surface of GCs (ex-
pressed on 52% �10 of cells; n � 16), suggesting that
some of the integrin receptors were occupied by FN.

Surface expression of FN and its receptors �5�1, �v�3,
and �v�5 was further assessed by immunofluorescence
staining of GCs cultured on various matrix proteins under
serum-free conditions (Figure 2). FN was detected on the
surface of GCs plated on vitronectin or laminin, but it was
localized mainly on the projections of the cells. Because

these cells were cultured in the absence of serum, these
data suggest that GCs secrete FN, some of which becomes
associated with the cell surface. �5�1, and �v�3 integrins
were also expressed on the surface of GCs, whereas a
lower percentage of cells expressed �v�5 (a number of
cells expressing the protein is shown). As has been previ-
ously reported in other cell types,25,26 focal adhesion for-
mation was noted with �5�1 and �v�3 but not �v�5.

hCG Increases the Surface Expression of FN
and Its Receptors �5�1 and �v�3 on GCs

We next investigated the effect of hCG on the expression
of FN and its integrin receptors on luteinizing GCs by
culturing these cells in the absence or presence of hCG

Figure 1. In situ staining of ovarian tissue for expression of fibronectin and
several of its integrin receptors on GCs. Ovarian tissue was stained with
antibodies against FN (A–C), �5�1 (D–F), �v�3 (G–I), and �v�5 (J–L) to
determine the expression of these molecules in developing follicles and during
corpus luteum formation and regression. In developing follicles (A, D, G, and
J; arrows), fibronectin, �5�1, �v�3, and �v�5 were not detected on the GCs. In
contrast, there was obvious staining for FN, �5�1, and �v�3 on the GCs of early
luteal phase (B, E, and H), expression that was reduced or absent during the
late luteal phase (C, F, and I). For �v�5, marginal staining was noted during the
early luteal phase (K), but none was evident later (L). Scale bars � 100 �m. M:
Staining intensity was determined by the semiquantitative immunohistochemi-
cal immunoreactive score (IRS). Data represent mean � SEM.
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Figure 2. GC surface expression of FN and three fibronectin-binding integrin receptors, �5�1, �v�3, and �v�5. Immunofluorescence staining of GCs
cultured on vitronectin (A) or fibronectin (B–E) under serum-free conditions and stained for FN (A), �5�1 (B), �v�3 (C), and �v�5 (D) is shown. E: Negative
control is also shown (without the primary antibody). For GCs plated on vitronectin, FN was detected on the surface of these cells on their filopodia
(arrows). �5�1, �v�3, and �v�5 integrins were also expressed on the surface of GCs plated on FN, but only �5�1 and �v�3 formed focal adhesions
(arrowheads). Scale bars � 20 �m. F: The surface expression of FN, �5�1, �v�3, and �v�5 on human GCs was also determined by flow cytometry. Filled
and unfilled tracings represent, respectively, the background staining and staining for the targeted protein. Fibronectin was also detected on the surface
of GCs and along with significant expression of the �5�1 and �v�3 integrins. A small percentage cells expressed �v�5. These data are representative of more
than 10 independent experiments.
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for 48 to 72 hours. As assessed by flow cytometry, levels
of surface expression of these proteins in unstimulated
cells did not differ significantly from that seen on freshly
isolated cells. In contrast, stimulation with hCG led to a
significant increase in the number of cells expressing FN
compared with untreated controls (88 � 3.6 versus 52 �
2.7% of cells, P � 0.05), �5�1 compared with control
(90 � 2.5 versus 60 � 1.9%, P � 0.05), and �v�3 com-
pared with control (78 � 1.0 versus 38 � 3.2%, P � 0.05)
but had no effect on �v�5 expression compared with
control (8.8 � 1.8 versus 8.0 � 1.7%). In addition, expo-
sure to hCG was followed by an up-regulation of FN,
�5�1, and �v�3 as indicated by a two- to fourfold increase
in the mean fluorescence intensity.

VEGF Increases the Expression of FN, �5�1,
and �v�3 on Cultured GCs

We next investigated the effect of VEGF on the expres-
sion of FN and its integrin receptors on GCs by cultur-
ing these cells in the absence or presence of VEGF165.
As determined by flow cytometry, stimulation with
VEGF165 increased the number of cells expressing FN
on the cell surface compared with control (75 � 2.2
versus 50 � 2%, P � 0.05), �5�1 compared with control
(74 � 3.2 versus 55 � 2.4%, P � 0.05), and �v�3

compared with control (68 � 2 versus 38 � 2.6%, P �
0.05) without changes in �v�5 (8.8 � 1 versus 8.7 �
1%, P � 0.05). In addition, FN, �5�1, and �v�3 expres-
sion was also increased by approximately two- to four-
fold as indicated by an increase in the mean fluores-
cence intensity.

Anti-VEGF Antibody Inhibits the Increase in
Expression of FN, �5�1, and �v�3 Induced by
hCG

Given our findings that both hCG and VEGF increase
the expression of FN and FN-binding integrins on the
surface of GCs, we investigated whether the effects of
hCG might be mediated by VEGF (Figure 3). GCs
stimulated with hCG were therefore cultured in the
absence or presence of neutralizing antibody against
VEGF. This antibody, which is able to neutralize more
than 90% of the VEGF released in response to hCG
stimulation (Table 1), almost completely inhibited the
hCG-induced up-regulation of FN, �5�1, and �v�3 on
GCs (Figure 3). After addition of VEGF antibody (100
ng/ml), the effects of anti-VEGF were inhibited (data
not shown). Together these data suggest that hCG
increases the expression of these integrin receptors, at
least in part, in an autocrine/paracrine manner through
the secretion of VEGF from GCs and its subsequent
binding to VEGFR on GCs. Supporting this proposal
are the previous reports21 and our findings that GCs
express the VEGF receptor (Flt-1) in vitro and in situ
(data not shown).

Adhesion of GCs to FN Is Inhibited by Antibody
to �5�1 and �v�3

To access the functional significance of �5�1 and �v�3

expression on GCs, we studied the adhesion of these
cells to plastic surfaces coated with purified FN or with
poly-L-lysine (PLL) for an integrin-independent cell adhe-
sion. It was observed that the adhesion of GCs to FN was
significantly greater than adhesion to uncoated or PLL-
coated surfaces and was inhibited by antibodies against
�5�1 and �v�3 (Figure 4). Antibody against �v�5 was not
inhibitory. After stimulation with hCG, there was 1.5- to

Figure 3. Effect of anti-VEGF antibody on the changes in expression of
fibronectin, �5�1, and �v�3 induced by hCG. Flow cytometry was used to
assess the expression of fibronectin (A, D, and G), �5�1 (B, E, and H), and
�v�3 (C, F, and I) on unstimulated, control GCs (A–C) and GCs stimulated
with hCG in the absence (D–F) or presence of antibody against VEGF (G–I).
The dotted line indicates the peak fluorescence intensity of the control cells.
Using this as a reference, hCG increased the expression of all three proteins
(P � 0.05, compared with control), an effect that was inhibited by inclusion
of anti-VEGF antibody. Control antibody that bound to GCs did not have any
effect (data not shown). These data are representative of three independent
experiments.

Figure 4. Adhesion of GCs to fibronectin. The adhesion of unstimulated GCs
and GCs stimulated with hCG to uncoated plastic surfaces or plastic surfaces
coated with PLL or FN was studied. For unstimulated GCs, there was signif-
icantly more adhesion to the FN surface than to the uncoated or PLL surfaces
(*P � 0.05), adhesion that was significantly increased following stimulation
with hCG (**P � 0.05). The adhesion mediated by both unstimulated and
stimulated cells was inhibited by the inclusion in the media of antibody
against �5�1 and/or �v�3 (***P � 0.05) but not against �v�5.
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2.0-fold increase in the adhesion of GCs to FN with a
comparable pattern of antibody inhibition.

hCG Stimulates GCs Migration on FN That Is
Inhibited by Antibody to �5�1 and �v�3

Given the finding that both �5�1 and �v�3 mediate adhe-
sion of GCs to FN, we investigated whether these inte-
grins were also involved in the migration of GCs on FN,
phenomena very much dependent on integrin-matrix ad-
hesion. Time-lapse video microscopy was used to follow
the random motile activity of GCs plated on FN. We
observed that stimulation with hCG increased the migra-
tory behavior of GCs, consistent with the hCG-induced
increase in integrin expression, and that compared with
control, antibody against �5�1 and �v�3 either singly or
combined significantly inhibited the migratory activity of
these cells (Figure 5).

�5�1 and �v�3 Integrin-Dependent Adhesion of
GCs Inhibits Apoptosis

Integrin-mediated attachment to matrix has been shown
to protect cells against the process of programmed cell
death or apoptosis.27,28 We therefore investigated the
activity of �5�1 and �v�3 integrins in promoting the sur-
vival of GCs cultured in the absence of serum, conditions
known to induce apoptosis22,29 (Figure 6; Table 2). Cell
survival was studied either by in situ detection of DNA
fragmentation using the TUNEL assay or flow cytometric
analysis of DNA content. GCs cultured in the absence of
a substratum or on PLL underwent significant apoptosis
after 24 hours under serum-free conditions (Figure 6). In
contrast, GCs grown on FN without serum showed sig-
nificantly lower rates of apoptosis at 24 hours (P � 0.05
versus PLL). Co-incubation with blocking antibodies (in-
cluded in the media) against �5�1 and/or �v�3 increased
apoptosis (P � 0.05). Very similar results were obtained
by flow cytometric analysis of DNA content (Table 2). In
additional experiments, using activated anti-�5�1 and/or

anti-�v�3 antibodies to mimic specific ligand binding, the
levels of apoptosis were comparable with that seen by
GCs plated on FN. Together these data suggest that in
vivo, the adhesion of GCs to FN through the �5�1 and
�v�3 integrins prevents apoptosis and thus may promote
their survival (Figure 7).

Discussion

Increasing evidence indicates the contribution of cell-cell
adhesion to the maturation and integrity of the human
CL.22,30 However, the interactions of luteinized granulosa
cells with the extracellular matrix during CL formation are
not well understood. Therefore, the expression and ac-
tivity of the matrix protein FN and several of its integrin
receptors on human GCs were investigated. In situ, FN
was detected around GCs, whereas several FN-binding
integrins along with the VEGFR, Flt-1, were expressed on
the surface of these cells in association with formation of
the CL. In vitro, GCs released FN, and stimulation of these
cells with the luteogenic hormone hCG or VEGF in-
creased the surface expression of �5�1 and �v�3 and the
amount of FN associated with the cell surface. Further-
more, the hCG-induced up-regulation of FN, �5�1, and
�v�3 on the surface of GCs was inhibited by anti-VEGF
antibody. Lastly, expression of �5�1 and �v�3 mediated
adhesion to FN that promoted the migration and survival
of GCs.

A critical prerequisite for the establishment of preg-
nancy is the formation of the CL remnants of the ruptured
follicle after release of the oocyte. Consistent with this are
the observations from immunostaining of ovarian tissue
that FN, a matrix protein involved in many of the morpho-
logical and cytological changes of development and tis-
sue repair,31 accumulates within the granulosa cell layer
during the early luteal phase (Figure 1). GCs may be a
source of some of the FN found in the CL as cultured GCs
were found in vitro to secrete matrix containing FN (Figure
2).

The best-defined membrane receptor mediators of cel-
lular interactions with the extracellular matrix are the in-
tegrins, a family of adhesion molecules.10 Several inte-
grins, such as �5�1 and �v�3, have been reported to
mediate adhesion to FN.32 In a pattern that temporally
mirrored the accumulation of FN, �5�1 and �v�3 were
expressed on GCs during the initial stages of CL forma-
tion but not during the late luteal phase preceding re-
gression of the organ (Figure 1). Our data extend the
observations by Honda et al,12 who in a more limited
study reported a similar pattern of expression for FN and
the �5 subunit during the menstrual cycle. Furthermore,
these data suggest that the surge in LH at the time of
ovulation results in the accumulation of FN in the matrix
with concomitant up-regulated surface expression of FN-
binding integrins on GCs. Supporting this suggestion are
our in vitro data that stimulation of cultured GCs with hCG
increases their expression of �5�1 and �v�3 but not �v�5.

VEGF is a potent migration-stimulating mitogenic fac-
tor of endothelial cells in vitro and has been convincingly
established as one of the principal mediators in vivo of

Figure 5. Migration of GCs on fibronectin. The migration of unstimulated
GCs and GCs stimulated with hCG on plastic surfaces coated with fibronectin
was studied. Stimulation of GCs in the absence of antibody (control) with
hCG significantly increased the migratory activity of GCs compared with
unstimulated cells (*P � 0.05). The movements of both unstimulated and
stimulated GCs were inhibited by antibody against �5�1 and/or �v�3 (**P �
0.05) but not by mouse IgG.
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vasculogenesis and angiogenesis.33,34 Human VEGF
may exist in one of five different isoforms of 121, 145, 165,
189, and 206 amino acids, with VEGF121 and VEGF165

being the most abundant variants.35 It has been previ-
ously reported that suppression of VEGF in the develop-
ing follicle is associated with inhibition of follicular angio-
genesis and antral follicular development, which results
in the inhibition of ovulation.36 Furthermore, recent stud-
ies have shown that suppression of VEGF at the early and
mid-luteal phase in primates caused no marked morpho-
logical change in steroidogenic cells, but the secretion of
the main hormonal product of these cells was signifi-
cantly reduced, and the concentration of follicle-stimulat-
ing hormone and LH in the serum was increased.37,38

Our findings that 1) VEGF165 or hCG stimulation of GCs
triggers the release of FN and increases �5�1 and �v�3

integrin surface expression (Figure 2), and 2) anti-VEGF
antibody prevented the up-regulation in expression of
these molecules after stimulation with hCG (Table 1) sug-
gest that some of the effects of hCG on GCs may be
mediated in an autocrine/paracrine manner through
hCG-induced release of VEGF and its subsequent bind-
ing to the Flt-1 receptor on GCs, whereas the integrity
and morphology of these cells are normally maintained.
Supporting this proposal are the previous reports that
hCG regulates expression of VEGF in GCs13–17 and that
Flt-1 is expressed in granulosa lutein cells and endothe-
lial cells in human corpora lutea.21 We also confirmed GC

Figure 6. Apoptosis of GCs cultured on fibronectin in serum-free conditions.
GCs were plated on FN in the absence of serum, and the level of apoptosis was
assessed by TUNEL assay. Shown are the phase contrast images (A, C, and E),
the corresponding TUNEL staining (B, D, and F), and the quantitation of the
level of apoptosis (G) as expressed by the percentage of TUNEL assay-positive
cells [% TUNEL (�) GCs]. GCs underwent significant apoptosis after 24 hours of
culture under serum-free conditions on PLL (C, D, and G) as evidenced by the
presence of cells with TUNEL-positive nuclei (arrows). The extent of apoptosis
was significantly less when the GCs were grown on FN (A, B, and G) (*P � 0.05
compared with PLL) with a loss of the survival effects on FN if antibody against
�5�1 (E–G) and/or �v�3 (G) was included in the media (**P � 0.05 compared
with FN alone). Scale bars � 20 �m.
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surface expression of Flt-1 receptor using in situ staining
of ovarian tissue (data not shown). We would note that our
data do not exclude the possibility that some of the
effects of hCG on FN secretion and integrin expression
may occur independently of VEGF and/or that VEGF de-
rived from other cell types may modulate the behavior of
GCs.

The induced expression of �5�1 and �v�3 on GCs is
functionally significant. In vitro, the adhesion of luteinized
GCs to FN was mediated by �5�1 and �v�3, with the GCs
having the capacity to use either integrin to adhere to a
FN substrate (Figure 4). Even by using both antibodies
anti-�5�1 and anti-�v�3, the inhibition of the adhesion to
FN was not complete (Figure 4). Therefore, it is sug-
gested that part of the effects of hCG on GC adhesion to
FN is mediated through other factors that need to be
further investigated. These observations are consistent
with the many previous reports that have established the
importance of integrins in cell matrix adhesion.39,40 For a

variety of cell types, this integrin-mediated adhesion and
the subsequent intracellular signaling cascades that are
triggered are intimately involved with cell processes such
as locomotion, division, and survival.

Cell motility involves a continuous cyclical process9,41

that begins with the cell, at its leading edge, extending
membrane processes, lamellipodia (broad, flat protru-
sions) or filopodia (thin needle-like projections), with sub-
sequent attachment to the substratum through integrin
receptors. Dissolution of cell-matrix contacts at the rear of
the cell with subsequent detachment completes the pro-
cess. Integrin-dependent cell-matrix adhesive interac-
tions thus play a central role in cell migration as they
couple interactions with the substratum to cytoskeletal
elements within the cell.40,42 Our observation that FN
concentrates along filopodia of GCs (Figure 2) and our
finding that the motility of GCs on FN is inhibited by
antibodies against �5�1 and �v�3 (Figure 5) suggest that
in the context of an FN-rich matrix, GCs in vivo are able to
use these integrins to form adhesive contacts that pro-
mote cell movement. However, the migrating activity of
GCs on FN was not completely inhibited by anti-�5�1 and
anti-�v�3 antibodies (Figure 5); thus it is assumed that, at
least in part, the effects of hCG on GCs movements may
occur independently of integrins, presumably through
different adhesion molecules that are expressed on the
surface of these cells. These suggestions are consistent
with the recent study, which provides evidence that �5

integrin regulates trophoblast migration through binding
with FN of the extracellular matrix.43

In addition to its role in cell migration, it has long been
recognized that integrin-mediated matrix attachment is
also critically important for their survival.11,44 This has
been demonstrated in studies that have shown that epi-
thelial or endothelial cells undergo apoptosis when de-
tached from substrate.27,28 Apoptosis after loss of cell
anchorage (anoikis) is related to development and tissue
homeostasis. Integrins enhance cell preservation through
their interaction with the extracellular matrix.45 The exact
mechanisms mediating integrin-induced inhibition of ap-
optosis are largely unknown. Indirect evidence, however,
suggests the existence of postreceptor pathways acti-
vated after integrin occupancy that up-regulate survival
factors (eg, Bcl-2)28,46 and/or inhibit apoptosis-promot-
ing molecules (eg, Bax or interleukin-1� converting
enzyme).47

The CL is a very short-lived endocrine organ. In the
absence of an implanted embryo releasing hCG, the CL
undergoes rapid regression. There is compelling evi-
dence that this process is mediated by apoptosis of the
luteal cells.22,29,48,49 Prevention of GCs and thecal cell
apoptosis is thus highly likely to be fundamental to the
preservation of the corpus luteum and the establishment
of a viable pregnancy. In this report, we show that en-
gagement of �5�1 and �v�3 integrins through luteinized
granulosa cell binding to FN or activated anti-integrin
antibody, which mimic specific ligand binding, inhibits
apoptosis induced by serum starvation (Figures 6 and 7).
In vitro, hCG prevents apoptosis of cultured rat preovula-
tory follicles50 and rabbit CL.51 Thus in vivo, after blasto-
cyst implantation, trophoblast-derived hCG may enhance

Table 2. Apoptosis of GCs Cultured on Fibronectin in
Serum-Free Conditions Assessed by Flow
Cytometric Analysis of DNA Content

Substrate
Antibody

(added to media) % Cells in sub-G0

(�) (�) 70 � 1
PLL (�) 74 � 5
FN (�) 40 � 3*
FN �v�5 41 � 2
FN �5�1 60 � 1†

FN �v�3 51 � 1†

FN �5�1/�v�3 68 � 2†

GCs were plated on FN in the absence of serum, and the level of
apoptosis was assessed by flow cytometric analysis of DNA content.
The number of cells in sub-G0 phase represents an index of the
number of apoptotic cells. The extent of apoptosis was significantly
less when the GCs were grown on FN (*P � 0.05 compared with PLL)
with a loss of the survival effects of FN when antibodies against �5�1
and/or �v�3 were included in the media (†P � 0.05 compared with FN
alone).

Figure 7. Apoptosis of the GCs cultured on immobilized anti-integrin anti-
body in serum-free conditions. GCs were plated on plastic surfaces bearing
activated anti-�5�1 or -�v�3 antibodies in the absence of serum, and the level
of apoptosis was assessed by determining the level of apoptosis as expressed
by the percentage of TUNEL assay-positive cells [% TUNEL (�) GCs]. Under
these conditions, the level of apoptosis after attachment to �5�1 and �v�3

antibodies was comparable with that observed after attachment to FN and
was significantly different from that seen with control antibody to HLA-DR
(*P � 0.05 compared with anti-HLA-DR).
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integrin-dependent interactions between FN and GCs
that maintain the corpus luteum during early gestation.52

In conclusion the following model is proposed. The
binding of luteogenic hormone (LH or hCG) to GCs trig-
gers their release of VEGF and induces the surface ex-
pression of VEGFR on these cells. The released VEGF
(and possibly VEGF from other sources) in turn binds to
the newly expressed VEGFR on the GCs, stimulating the
secretion of FN into the surrounding matrix and up-regu-
lating the surface expression of at least two FN-binding
integrins, �5�1 and �v�3. Subsequent interactions be-
tween FN and these integrins trigger adhesive events
and intracellular signaling cascades involved in promot-
ing the migration and survival of GCs, activities that con-
tribute ultimately to the formation and/or persistence of
the corpus luteum.
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