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Περίληψη 

Ο CRH είναι αρκετά σημαντικός ρυθμιστής στρες στα θηλαστικά. Αν και αρχικά έχει 

αναφερθεί ότι εκφράζεται στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα, όπου και αναστέλλει την 

φλεγμονώδη αντίδραση, αρκετές μελέτες δείχνουν ότι ο CRH εκφράζεται εξίσου σε 

αρκετούς περιφερικούς ιστούς ρυθμίζοντας την επίδραση στο στρες και επάγοντας 

τοπικά φλεγμονή. Ο CRH συμμετέχει στην ανθρώπινη φυσιολογία, από την στιγμή που 

η παθογένεση θεωρείται διαταραχή της ομοιόστασης, άρα και συνθήκη στρες. 

Βασιζόμενοι σε αυτά τα στοιχεία, η καρκινογένεση και η εξέλιξη του όγκου αναμενόταν 

να συσχετιστούν με τον CRH. Παρά το γεγονός όμως ότι η έκφραση του CRH έχει 

περιγραφεί σε αρκετούς γυναικολογικούς καρκίνους (μαστούς, ωοθήκες, ενδομητριακό 

καρκίνωμα, παρόλα αυτά η έκφραση και ο ρόλος της στον καρκίνο του τραχήλου της 

μήτρας παραμένει αδιευκρίνιστος.  

Οι Ανθρώπινες β-Ντιφενσίνες (HBDs), είναι φυσικά αντιμικροβιακά πεπτίδια, με άμεση 

αντιμικροβιακή, αντι-μυκητιακή και αντι-ιική δράση και έχουν κεντρικό ρόλο στην 

έναρξη, διάδοση και ρύθμιση της ανοσο-φλεγμωνώδης απόκρισης. Δρουν τοπικά ως 

βασικοί ρυθμιστές του έμφυτου ανοσοποιητικού συστήματος, το επηρρεάζουν, 

προσελκύοντας iDCs και αυξάνοντας τον αριθμό τους, προσπαθώντας να αποτρέψουν 

μολύνσεις και από ιούς. Θεωρείται ότι επιδρούν και στην έναρξη της έμφυτης ανοσίας, 

όμως υπάρχουν στοιχεία που τους αποδίδουν σημαντικό ρόλο και στην ανάπτυξη της 

αναπτυσσόμενης ανοσίας. Εκφράζονται τόσο στα επιθηλιακά κύτταρα του γυναικείου 

αναπαραγωγικού συστήματος, όσο και σε διάφορους ιστούς του αναπαραγωγικού μας 

συστήματος, το ενδομήτριο, τον πλακούντα και σε καταστάσεις κακοήθειας στις 

ωοθήκες. Η HBD1 παράγεται διαρκώς στα επιθηλιακά κύτταρα διαφόρων ιστών, ενώ 

στην HBD2 αντίθετα, η έκφραση προκαλείται από φλεγμονή και είναι γνωστή για την 

αντιμικροβιοκτόνα και αντι-ιική δράση της και στο ότι συμβάλλει στην παραγωγή ή 

επαγωγή αντι-φλεγμονωδών μεσολαβητών. Αν και τα συγκεκριμένα αντι-φλεγμονώδη 

πεπτίδια είναι αρκετά μελετημένα, δεν υπάρχουν στοιχεία για την έκφραση και τον 

ρόλο τους κατά την έναρξη και εξέλιξη του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. 
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Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστίασε στην μελέτη της έκφρασης των πεπτιδίων 

CRH, HBD1 και HBD2 στα  ενδιάμεσα στάδια Τραχηλικής Ενδοεπιθηλιακής Νεοπλασίας 

(CIN, Cervical Intraepithelial Neoplasias) και στο πλακώδες καρκίνωμα στον τράχηλο της 

μήτρας, καθώς και στο in vitro σύστημα μελέτης του πλακώδους επιθηλίου του 

καρκίνου του τραχήλου, τα HeLa. 

Η μελέτη στη συνέχεια επεκτάθηκε και σε συγγενή πρωτεϊνικά μόρια της οικογένειας 

των νευροπεπτιδίων, την UCN και τους υποδοχείς CRH-R1 και CRH-R2, in vitro,  στα 

HeLa. Επιπλέον σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποτέλεσε η επίδραση  

του CRH στον προαποπτωτικό FasL σε συνθήκες διηθητικού καρκίνου In vitro, διότι 

πρόσφατα εντοπίσθηκε να εκφράζεται στον καρκίνο του τραχήλου, ενώ το σύστημα 

δράσης CRH-Fas/FasL υπάρχει σε συνθήκες κακοήθειας των ωοθηκών. 

Διαπιστώθηκε ότι η ανθρώπινη καρκινική τραχηλική σειρά HeLa εκφράζει τον CRH. Το 

γεγονός ότι η έκφραση του FasL, έχει αποδειχθεί ότι προκαλεί την απόπτωση των Τ-

λεμφοκυττάρων, άρα διευκολύνει την ανοσο-διαφυγή του καρκίνου προβάλει την 

συμβολή του FasL στην τραχηλική καρκινογένεση και εξέλιξη. H κυτταρική σειρά HeLa 

αποδείχθηκε να εκφράζει και τον FasL. Είναι ενδιαφέρον επίσης, το ότι για πρώτη φορά 

αποδεικνύεται στο in vitro μοντέλο μελέτης του καρκίνου του τραχήλου, τα HeLa, ότι η 

έκφραση του FasL ρυθμίζεται διαμέσω του CRH.  Το παραπάνω εύρημα πιθανών να 

αποτελεί το πρώτο σημαντικό στοιχείο ότι η ανοσο-διαφυγή των καρκινικών κυττάρων 

στον τράχηλο, μπορεί να συνδεθεί με το στρες. Είναι αναγκαίο όμως να διεξαχθούν 

περαιτέρω πειράματα με σκοπό την επιβεβαίωση αυτών των συμπερασμάτων και in 

vivo. 

Η ύπαρξη των υποδοχέων του CRH (CRH-R1, CRH-R2) έχει επιβεβαιωθεί σε 

αναπαραγωγικούς ιστούς, όπως τις ωοθήκες, το ενδομήτριο και το μυομήτριο, καθώς 

και τον πλακούντα.  Πρόσφατα, σε μελέτη του εργαστηρίου επιβεβαιώθηκε η 

ταυτόχρονη έκφραση των πεπτιδίων CRH, FasL και CRH-R1 στον καρκίνο των ωοθηκών, 

εύρημα που υποδηλώνει ότι η CRH επαγωγή του FasL γίνεται διαμέσω του υποδοχέα 

CRH-R1. Στην συγκεκριμένη διατριβή, επιβεβαιώθηκε στο In vitro σύστημα των HeLa, 

ότι η CRH επαγωγή του FasL γίνεται διαμέσω του υποδοχέα CRH-R1. Ο φαρμακολογικός 

αποκλεισμός του CRH-R1 έγινε  με τη χρήση ανταλαρμίνης. Επιπλέον, υποθέτουμε ότι 

τόσο η έκφραση του CRH όσο και του FasL μπορεί να συσχετίζεται  με την μόλυνση από 
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τον ιο HPV.  Συμπληρωματικό εύρημα στην παρούσα διατριβή αποτελεί και η έκφραση 

της UCN στο In vitro σύστημα, τα HeLa. Επιπλέον, η έκφραση του υποδοχέα CRH-R2 

αποδείχτηκε in vitro. 

Τα συγκεκριμένα ευρήματα σε συνάρτηση με προηγούμενες μελέτες, υποστηρίζουν ότι 

ο CRH διαμορφώνει δράση τοπικής ανοσο-διαφυγής. Επιπλέον μελέτες είναι αναγκαίες 

όμως με σκοπό να διευκρινιστεί αν ο CRH  είναι μοναδικός ή βασικός επαγωγέας του 

FasL, με σκοπό να επιβεβαιωθεί μία αντι-CRH προσέγγιση ενάντια στον καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας.  

Στη συγκεκριμένη διατριβή, βρέθηκε σε πειράματα επί ιστών και στην ανθρώπινη 

καρκινική σειρά τραχήλου της μήτρας, τα HeLa, να εκφράζεται η HBD1 και η  HBD2. Οι  

Ντιφενσίνες πιθανών να έχουν κυτταροτοξική επίδραση προς τα καρκινικά κύτταρα και 

ίσως να μπορούν να συμβάλλουν στην ανάκτηση της ανοσο-ικανότητας που 

διαφοροποιεί την εξέλιξη της τραχηλικής καρκινογένεσης και αυτό δίδει νέες 

προοπτικές ανάπτυξης πιθανών νέας αντι-καρκινικής προσέγγισης. 
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SUMMARY 

CRH is a very important regulator of stress in mammals. Although initially reported to be 

expressed in the CNS where it inhibits the inflammatory reaction, several studies have 

shown that CRH is as well expressed in several peripheral tissues mediating the stress 

effect and stimulating local inflammation. CRH is involved in human pathophysiology 

since pathogenesis is considered a disturbance of homeostasis, and therefore a stress 

condition. Based on these data, carcinogenesis and tumor progression were expected to 

be related to CRH. Despite the fact that CRH expression has been described in several 

gynecological cancers (breast, ovarian, and endometrial carcinomas), CRH expression 

was never studied in cervical cancer cells. 

Human beta-defensins (HBDs) are small natural secreted antimicrobial and antiviral 

peptides, having direct anti-microbial, anti-fungal, anti-viral activity and main role in 

initiation, spread and regulation of the immune-inflammatory responses. Act locally as 

key regulators of the influenced innate immune system, attracting iDCs and increasing 

their numbers, trying to prevent and viral infections. HBDs considered to affect the 

initiation of innate immunity, but there is evidence that they perform an important role 

in the development of adoptive immunity. They are expressed in the epithelial cells of 

the female reproductive system and to various tissues of the reproductive system, such 

us endometrium, placenta, and in situations of ovarian malignancy. HBD1 is constantly 

produced in various tissues epithelial cells, while HBD2 expression, in contrast, is 

mediated by inflammation and it is known for its antimicrobials and anti-viral activity 

and that is contributes to the production or induction of anti-inflammatory mediators. 

Although specific anti-inflammatory peptides are sufficiently studied, no evidence for 

their expression and their role in the initiation and progression of cancer of the cervix 

exists.  This doctoral thesis focused on the study of the expression of CRH, HBD1, HBD2 

peptides in Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN) and squamous cell carcinoma of the 

cervix. Their expression was also studied in vitro, using HeLa cell line. 

The study was also extended to other neuropeptides, such as UCN, CRH-R1 and CRH-R2, 

in HeLa, in vitro. An additional purpose of this research was the effect of CRH in the 
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proapoptotic FasL, in conditions of cervical cancer In vitro. FasL was recently found to be 

expressed in cervical cancer, while the system CRH-Fas/FasL exist in malignant ovarian 

conditions.  It was found that human cervical cancer HeLa line, expresses CRH. The fact 

that FasL expression, has been shown to induce apoptosis of T lymphocytes, thus 

facilitating the immune escape of cancer, highlights the contribution of FasL in cervical 

carcinogenesis and development.   

HeLa cell line was proved to express FasL. Interestingly, for the first time was 

demonstrated in vitro, in HeLa, that FasL expression was induced through CRH. The 

above findings, potential are the first significant points that the immune escape of 

tumor cells in the cervix, may be associated with stress. But it is necessary to conduct 

further experiments to confirm these findings and in vivo. 

The existence of receptors CRH (CRH-R1, CRH-R2) have been confirmed in reproductive 

tissues such as the ovaries, endometrium, myometrium and placenta. Recently, a study 

of our laboratory confirmed the co-expression of CRH, FasL and CRH-R1 peptides in 

ovarian cancer. The findings of this thesis, suggesting that the CRH-induced FasL is 

through receptor CRH-R1. The pharmacological blockade of CRH-R1 was with 

antalarmin. Furthermore, we assume that both the expression of CRH and FasL may be 

associated with HPV infection.  Additional findings of this thesis is the expression of UCN 

in HeLa In vitro. Furthermore, expression of CRH-R2 receptor proved in vitro. These 

findings are in conjunction with previous studies; suggest that CRH modulates local 

immune escape. Further studies are needed to clarify the mechanism of CRH expression 

and its action towards being the single/main FasL inducer or not. If CRH was proven as 

the sole or the main FasL inducer, anti-CRH interventions would be an option to block 

the immuno-escape mechanisms, allowing local T cells to restrict tumor growth and 

progression.  In this thesis, was found HBD1 and HBD2 expression in HeLa, cell line, in 

vitro and in CIN1,2,3 and SCC. The defensins have potential cytotoxic effect to tumor 

cells and may be able to contribute to the recovery of immune capacity differentiates 

the progression of cervical carcinogenesis and this gives additional growth potential new 

anti-cancer approach. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1
Ο
 

ΑΝΑΤΟΜΙΚΗ ΚΑΙ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΓΥΝΑΙΚΕΙΟΥ     

ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ ΤΗΣ ΓΥΝΑΙΚΑΣ 

 

1.1 Γενικά   

Το ανθρώπινο γυναικείο γεννητικό σύστημα αποτελείται από τα εσωτερικά γεννητικά 

όργανα: ωοθήκες, ωαγωγούς, μήτρα και κόλπο και τα εξωτερικά γεννητικά όργανα το 

εφηβαίο, το αιδοίο και την κλειτορίδα (εικόνα 1). 

Τα δύο πιο σημαντικά μέρη του είναι ο κόλπος και η μήτρα που λειτουργούν ως χώρος 

αποθήκευσης του σπέρματος, καθώς και τις ωοθήκες που 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 η μήτρα συνδέεται με τις ωοθήκες μέσω των σαλπίγγων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Εικόνα 1.  Τα έσω γεννητικά όργανα της γυναίκας, Netter, 1988 (5) 
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Η μήτρα, είναι ένα μυώδες όργανο, που διαιρείται σε τρία τμήματα: 

�τον πυθμένα 

�το σώμα  

�και τον τράχηλο, ο οποίος εμφανίζει διαφορετική ιστολογική δομή από τον πυθμένα 

και το σώμα(1).Το αναπαραγωγικό σύστημα του ανθρώπου, μπορεί να παράγει τους 

απλοειδείς γαμέτες που στην γυναίκα ονομάζονται ωάρια και τους αρσενικούς 

απλοειδείς γαμέτες, τα σπερματοζωάρια, προσφέροντας το κατάλληλο περιβάλλον για 

τη γονιμοποίηση τους, την εμφύτευση του εμβρύου, ενώ επίσης εξασφαλίζει και τις 

σωστές συνθήκες κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης.  

 

1.2. O τράχηλος της μήτρας 

1.2.1 Η μορφολογία του τραχήλου της μήτρας 

O τράχηλος αποτελεί το κατώτερο κυλινδρικό τμήμα της μήτρας, προέχει στον κόλπο 

και διαφέρει σε ιστολογική δομή από την υπόλοιπη μήτρα (1-3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Εικόνα 2.  To έσω γεννητικό σύστημα σε διατομή Netter, 1988 
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Είναι κυλινδρικός και συμμετρικός, έχει μήκος 3 εκ. και διάμετρο 2-2.5 εκ.  και 

επικοινωνεί με την κοιλότητα της μήτρας μέσω του έσω τραχηλικού στομίου και του 

κόλπου μέσω του έξω τραχηλικού στομίου (εικόνα 2) (4). 

Σε μία ώριμη γυναίκα, ο τράχηλος αποτελεί το 1/3 του μήκους της μήτρας και 

διακρίνουμε την ενδοκολπική και την υπερκολπική μοίρα, συνεννοούνται δε μετά του 

σώματος της μήτρας στο ύψος του ισθμίου όπου παρουσιάζεται κάμψη της μήτρας 

προς τα εμπρός περίπου 90 μοίρες (4). 

Η εξωτερική επιφάνεια του τμήματος του τραχήλου που προβάλλει μέσα στον αυλό του 

κόλπου ονομάζεται εξωτράχηλος και το τμήμα που επενδύει τον τραχηλικό αυλό 

αποτελεί τον ενδοτράχηλο.  

Ο τράχηλος της μήτρας διακρίνεται στην υπερκολπική και την ενδοκοπλική μοίρα. Η 

υπερκολπική μοίρα του τραχήλου σχηματίζεται από την εσωτερική και εξωτερική μυική 

στιβάδα της μήτρας. Η ενδοκοπλική είναι λεπτότερη και σχηματίζεται μόνο από την 

εσωτερική μυϊκή στιβάδα (4). Το σχήμα του διαφοροποιείται μετά την εγκυμοσύνη και 

τον τοκετό.  Το έξω τραχηλικό στόμιο σε μία άτοκη γυναίκα είναι κυκλικό, ενώ μετά την 

γέννηση αποκτά μορφή εγκάρσιας σχισμής και διαιρείται το άπω άκρο του τραχήλου σε 

πρόσθια και οπίσθια χείλη (1).  

Ο τράχηλος εσωτερικά επενδύεται από βλεννοεκκριτικό μονόστιβο κυλινδρικό 

επιθήλιο, έχει λίγες μυϊκές ίνες και αποτελείται από κυρίως (85%) από πυκνό συνδετικό 

ιστό. Η εξωτερική επιφάνεια του τραχήλου, που προβάλλει μέσα στον αυλό του κόλπου, 

καλύπτεται από πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο (2). 

Συγκεκριμένα, ο εξωτράχηλος καλύπτεται από μη κερατινοποιημένο πολύστιβο 

πλακώδες επιθήλιο, ενώ ο ενδοτραχηλικός καλύπτεται από ψηλό κυλινδρικό επιθήλιο. 

Η περιοχή συνάντησης του πλακώδους επιθηλίου του εξωτράχηλου με το κυλινδρικού 

επιθηλίου με τον ενδοτραχηλικό σωλήνα είναι η πιο πιθανή θέση ανάπτυξης διαφόρων 

παθολογικών αλλοιώσεων.Όπως το κολπικό πλακώδες επιθήλιο έτσι και το 

εξωτραχηλικό επιθήλιο είναι πλούσιο σε γλυκογόνο στην αναπαραγωγική ηλικία και 

υφίσταται κυκλικές αλλαγές στη διάρκεια του έμμηνου κύκλου κάτω από την επίδραση 

των οιστρογόνων και της προγεστερόνης (1).Το στρώμα του τραχήλου αποτελείται από 
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λείες μυϊκές ίνες εμπεδωμένες με κολλαγονώδη ιστό. Η αναλογία αυτών των δύο 

συστατικών ποικίλει ανάλογα την ηλικία και την τεκνοποίηση, ενώ τα αιμοφόρα και 

λεμφικά αγγεία είναι εμφανή και άφθονα (1). 

Κύτταρα των διαφόρων στρωμάτων του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου σε νέες 

γυναίκες (εικόνα 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.   Απεικόνιση κυττάρων πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου (6) 

 

1)την βασική στοιβάδα, που αποτελείται από ένα στρώμα ανώριμων κυττάρων με 

μεγάλο πυρήνα και μικρή περίμετρο από κυτταρόπλασμα  

2)την παραβασική στοιβάδα, που περιλαμβάνει 2-4 στρώματα ανώριμων κυττάρων που 

έχουν φυσιολογικές μιτωτικές εικόνες και εφοδιάζουν με κύτταρα αντικατάστασης τις 

υπερκείμενες επιθηλιακές στοιβάδες 

3)την ενδιάμεση στοιβάδα, που περιλαμβάνει 4-5 στρώματα κυττάρων με πλατύτερο 

κυτταρόπλασμα, πολυεδρικού σχήματος, που διαχωρίζονται από ενδοκυτταρικά 

διαστήματα.  

4)Την επιφανειακή στοιβάδα που περιλαμβάνει 5-8 στρώματα μεγαλυτέρων επιπέδων 

κυττάρων, με ομοιόμορφους μικρούς πυκνωτικούς πυρήνες (Τα κύτταρα αυτά, 

αποτελούν την βάση για το Pap-Test) (4,5). 
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Ενδοτράχηλος 

O ενδοτράχηλος καλύπτεται από το κυλινδρικό επιθήλιο, που είναι μονόστιβο. 

Καλύπτει πτυχώσεις, σχισμές και τις εξαιρετικά ανώμαλες επιφάνειες του 

ενδοτραχήλου (6). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.   Διαφορά πάχους του καλυπτηρίου πλακώδους επιθηλίου εκτοτραχήλου και του κυλινδρικού 

επιθηλίου του ενδοτραχήλου (7) 

 

Κυλινδρικό επιθήλιο και συμβολή με μεταπλαστικό πλακώδες επιθήλιο.  

Η παραπάνω εικόνα (εικόνα 4), εμφανίζει παραστατικά την διαφορά πάχους του 

καλυπτηρίου πλακώδους επιθηλίου εκτοτραχήλου κι εκείνου του κυλινδρικού 

επιθηλίου του ενδοτραχήλου. Η προστασία που προσφέρει το κυλινδρικό επιθήλιο σε 

τυχόν μηχανικές βλάβες, σε σχέση με εκείνη του πολύστοιβου πλακώδους επιθηλίου, 

είναι στοιχειώδης (εικόνα 5).  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.   Κυλινδρικό επιθήλιο και υπερπλασία εφεδρικών κυττάρων 
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Τα εφεδρικά κύτταρα, που βρίσκονται κάτω από το κυλινδρικό και πλακώδες επιθήλιο 

και χαρακτηρίζονται βλαστικά έχουν την δυνατότητα να δρομολογηθούν ανάλογα με τις 

ανάγκες, είτε σε πλακώδη επιθηλιακά, είτε αδενικά κύτταρα (8). 

 

1.3. Χαρακτηριστικά του επιθηλιακού ιστού  

Οι επιθηλιακοί ιστοί  αποτελούνται από πολυεδρικά κύτταρα σε στενή επαφή και 

εμφανίζουν μικρό ποσοστό εξωκυττάριας ουσία μεταξύ τους. Είναι ισχυρά 

προσκολλημένα μεταξύ τους και σχηματίζουν κυτταρικές στιβάδες που καλύπτουν  την 

επιφάνεια του σώματος και επενδύουν τις σωματικές κοιλότητες. 

Αποτελούνται από απλή συνεχή στοιβάδα κυττάρων ιδίου τύπου και η κύρια λειτουργία 

των επιθηλιακών κυττάρων είναι η κάλυψη και η επένδυση επιφανειών (π.χ δέρμα), η 

απορρόφηση (π.χ από το έντερο), η έκκριση (επιθηλιακά κύτταρα αδένων), η αίσθηση 

(π.χ. νευροεπιθήλιο) και η συσταλτικότητα (π.χ μυoεπιθηλιακά κύτταρα). Συνεπώς,  

αφού τα επιθηλιακά κύτταρα καλύπτουν όλες τις εξωτερικές και εσωτερικές επιφάνειες, 

οτιδήποτε εισέρχεται ή εξέρχεται από τον οργανισμό πρέπει να περάσει διαμέσου του 

επιθηλίου. Επιπλέον, αναπτύσσουν και πολλαπλές στοιβάδες, όπου τα κύτταρα 

διαφοροποιούνται σε έναν ή περισσότερους τύπους. 

Ο συγκεκριμένος ιστός υπάρχει στην επιδερμίδα του δέρματος, στο επιθήλιο του 

κερατινοειδή χιτώνα, στο ήπαρ, το πάγκρεας, τον γαστρικό αδένα, το νεφρό, και το 

επιθήλιο στο αναπαραγωγικό σύστημα της θήλεος και το άρρενα.  

Τύποι και χαρακτηριστικά επιθηλιακών κυττάρων ( 3) 

I) Διακρίνονται ανάλογα το σχήμα τους, σε: 

1.Κυβοειδή (εικόνα 6.1) 

2.Κυλινδρικά (εικόνα 6.2) 

3.Πλακώδη κύτταρα (εικόνα 6.3-6.4) 
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Το κοινό πολυεδρικό τους σχήμα είναι αποτέλεσμα της στενής τους ανάπτυξης σε 

στιβάδες ή μάζες. Οι πυρήνες τους κυμαίνονται από σφαιρικό σε επίμηκες σχήμα ή 

ελλειπτικό που είναι συνήθως εναρμονισμένο με το σχήμα του κυττάρου. 

Κατά την παρατήρηση στο μικροσκόπιο τα όρια μεταξύ των κυττάρων συχνά δεν είναι 

ευδιάκριτα, ενώ η μορφή του πυρήνα συχνά μας παρέχει μία ένδειξη για το σχήμα των  

Εικόνα 5.1.-5.2.   Κατηγορίες επιθηλιακών ιστών κυττάρων 

Εικόνα 6.3.-6.4.   Κατηγορίες επιθηλιακών ιστών κυττάρων 
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κυττάρων και τον αριθμό τους. Επιπλέον, η μορφή του πυρήνα είναι σημαντικό 

μορφολογικό κριτήριο ταξινόμησης των επιθηλίων. 

Τα επιθηλιακά κύτταρα συνδέονται με τον υποκείμενο συνδετικό ιστό και διακρίνονται 

από μία στιβάδα τον βασικό υμένα. Είναι εξωκυττάρια δομή, ορατή στο ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο, αποτελούμενη από ένα δίκτυο λεπτών ινιδίων, το πυκνό πέταλο. 

Υπάρχουν υποδιαίρεσης αυτού του δικτύου τα αραιά πέταλα και τα διαυγή πέταλα. Τα 

κύρια πρωτεϊνικά συστατικά του είναι η λαμινίνη, η εντακτίνη, οι πρωτεογλυκάνες και η 

σύσταση τους ποικίλει ανάλογα τον τύπου του ιστού αλλά και το σημείο που βρίσκονται 

μέσα στον ίδιο τον ιστό.   

Οι βασικοί υμένες έχουν πολλαπλές λειτουργίες: επηρεάζουν την πολικότητα του 

κυττάρου, ρυθμίζουν τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση του συνδεόμενοι με 

αυξητικούς παράγοντες. Επηρεάζουν τον μεταβολισμό των κυττάρων, ενώ χρησιμεύουν 

ως οδοί για την μετανάστευση των κυττάρων. 

 

Κερατινοποίηση 

Είναι η διαδικασία μέσω της οποίας το ανώτερο στρώμα της στρωματοποιημένης άνω 

επιφάνειας των πλακωδών κυττάρων σκληραίνει και νεκρώνεται.  Είναι προσαρμογή  

έναντι στην φθορά των επιφανειών. Δεν είναι όλα τα στρώματα του πλακώδους 

επιθηλίου κερατονοποιημένα, όμως η πλειοψηφία είναι (εικόνα 7). 
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Η ελεύθερη επιφάνεια μερικών επιθηλιακών κυττάρων εμφανίζει εξειδικεύσεις με 

σκοπό την αύξηση της κυτταρικής επιφάνειας ή την διακίνηση ξένων σωματίων. Αυτές 

οι εξειδικεύσεις είναι: οι μικρολάχνες, οι στερεοκροσσοί, οι κροσσοί και τα μαστίγια. 

ΙΙ) Τα επιθηλιακά κύτταρα διακρίνονται  ανάλογα τη δομή και τη λειτουργία τους στα:  

1.Καλυπτικά και τα 

2.Αδενικά επιθήλια 

Επιπλέον, ανάλογα με τις στοιβάδες και των σχήμα των κυττάρων διακρίνονται στην α) 

απλή στοιβάδα και αποτελούνται από απλά πλακώδη κύτταρα και β) στην 

διαστρωματοποιημένη που είναι το σύνολο δύο ή περισσότερων στοιβάδων.  

Τα επιφανειακά κύτταρα των πολύστοιβων δομών είναι πλακώδη, κυλινδρικά και 

κυβοειδή, ενώ κάποια επιφανειακά κύτταρα είναι κερατινοποιημένα και 

διαμορφώνουν ένα διαστρωματοποιημένο πλακώδες επιθήλιο. 

Το τελευταίο χαρακτηρίζεται από λεπτή επιφάνεια και τα κύτταρα ποικίλουν ανά σχήμα 

από την βάση στην επιφάνεια. Η επόμενη στοιβάδα κάτω της βασικής αποτελείται από 

παχύ στρώμα κυβοειδών κυττάρων ή κυλινδρικών με στρογγυλοποιημένες ή  

Εικόνα 7.  

Κερατινοποημένη επιφάνεια σε 

πλακώδες επιθήλιο 

 

 

Κερατινοποιημένη 
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λοξοτμημένες άκρες. Πάνω από την βασική στοιβάδα είναι είτε άλλες στοιβάδες ή είναι 

μη κανονισμένα πολυεδρικά κύτταρα. Ενώ όσο πλησιάζουμε στην επιφάνεια, τόσο τα 

κύτταρα είναι πεπλατυσμένα. 

Η γνώση της δομής και της λειτουργίας των επιθηλιακών κυττάρων είναι αρκετά 

σημαντική, διότι ως αλλοιώσεις (προκαρκινικές και καρκινικές) του τραχήλου της 

μήτρας, θεωρούνται οι διαταραχές στην διαφοροποίηση του πλακώδους επιθηλίου και 

οι κυτταρικές αλλοιώσεις στις περιπτώσεις καρκινώματος (καρκίνωμα In situ), 

αντίστοιχα ως αποτέλεσμα ιικής μόλυνσης από κάποιων τύπο της οικογένειας των Ιών 

των Ανθρωπίνων Θηλωμάτων (Human Pappiloma Virus, HPV)  (4).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              Εικόνα 8. Πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο 

Πλακώδη κύτταρα στην ελεύθερη επιφάνεια  

Κυβοειδή κύτταρα σε πιο βαθιές επιφάνειες  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2
ο
 

ΙΟΣ ΤΩΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ ΘΗΛΩΜΑΤΩΝ  

  HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV) 

 

2.1 Γενικά Χαρακτηριστικά των Ιών 

Η λέξη «Ιός (Virus)» προέρχεται από το λατινικό «ιο (Virus)» που αναφέρεται στο 

δηλητήριο και σε άλλες επιβλαβείς ουσίες και χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά σαν όρος 

το 1932, στην Αγγλική (9). 

Η χρήση της λέξης «Παθογόνα (Virulent)» προέρχεται από την λατινική λέξη 

«virulentus» που σημαίνει δηλητηριώδες και χρονολογείται από το 1400,(10) ενώ η 

έννοια «παράγοντας που προκαλεί μολυσματική ασθένεια» για πρώτη φορά 

καταγράφηκε το 1728, πριν την ανακάλυψη των ιών από τον Dmitri Ivanovsky το 1892 

(11). Οι ιοί υπάρχουν από τότε που υπάρχει και ζωή και αποτελούν τα μικρότερα 

γνωστά μολυσματικά μέσα για τον άνθρωπο, τα ζώα και τα φυτά, προκαλώντας μία 

σειρά από ποικίλης βαρύτητας ασθένειες (12). Η αρχική τους προέλευση είναι άγνωστη, 

διότι είναι μη αυτοτελείς μορφές ζωής, (13) δηλαδή δεν παρουσιάζουν δηλαδή καμία 

μορφή κυτταρικής οργάνωσης και δεν διαθέτουν ριβοσώματα. 

Τα τρία βασικά χαρακτηριστικά που τους διακρίνουν από τους άλλους 

μικροοργανισμούς είναι: Το μικρό τους μέγεθος, το οποίο κυμαίνεται από 10nm έως και 

300nm. Το γονιδίωμά τους, το οποίο δύναται να είναι δεοξυριβονουκλεικό οξύ (DNA) ή 

ριβονουκλεικό οξύ (RNA) και ότι είναι μεταβολικά αδρανής, δηλαδή δεν εμφανίζουν 

μεταβολική δραστηριότητα έξω από τα κύτταρα ξενιστές (14). 
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2.1.1 Γενετικό Υλικό Ιών 

Το σωματίδιο των ιών αποτελείται από το πρωτεϊνικό περίβλημα (καψίδιο) που 

προστατεύει το γενετικό υλικό του (ιικό γονιδίωμα), το οποίο περιέχει όλες τις γενετικές 

πληροφορίες που είναι απαραίτητες για τον πολλαπλασιασμό και την μολυσματική 

δράση του ιού. Ανάλογα τον τύπο του νουκλεικού οξέος (μονόκλωνο, δίκλωνο, 

ευθύγραμμο, κυκλικό) που έχουν, διακρίνονται σε 7 ομάδες, ανάλογα αν έχουν DNA 

(μονόκλωνο ή δίκλωνο), RNA (μονόκλωνο ή δίκλωνο) ή και τα δύο είδη νουκλεικού 

οξέος σε διαφορετικές φάσεις του λυτικού τους κύκλου.  

Οι 7 ομάδες των Ιών σύμφωνα με το γενετικό τους υλικό (Εικόνα 10): 

I: dsDNA ιοί (π.χ Adenoviruses, Herpesviruses, Poxviruses) 

II: ssDNA ιοί (π.χ Parvoviruses) 

Εικόνα 9. Τύποι ιικών μολύνσεων και τα είδη των Ιών που τις προκαλούν στον άνθρωπο. 
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III: dsRNA ιοί (π.χ Reoviruses) 

IV: (+)ssRNA ιοί (π.χ Picornaviruses, Togaviruses) 

V: (−)ssRNA ιοί (π.χ Orthomyxoviruses, Rhabdoviruses) 

VI: ssRNA-RT ιοί (π.χ Retroviruses) 

VII: dsDNA-RT ιοί (π.χ Hepadnaviruses) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2 Δομή των ιών 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, οι ιοί αποτελούνται από το νουκλεικό οξύ τους (ιικό 

γονιδίωμα) και περιβάλλεται από ένα πρωτεϊνικό περίβλημα, το καψίδιο (Εικόνα 11). Το 

καψίδιο έχει αντιγονικές ιδιότητες, στις οποίες οφείλετε και η ανοσολογική απάντηση 

του οργανισμού-ξενιστή.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Η κατηγοριοποίηση (ICTV), σύμφωνα με τον Νομπελίστα  David 

Baltimore, των ιών ανάλογα με τον μηχανισμό παραγωγής ιιού mRNA 

(15,16). 
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Συγκεκριμένα, το καψίδιο αποτελείται από μορφολογικές μονάδες, τα καψομερίδια, με 

μία ή περισσότερες πολυπεπτιδικές αλυσίδες, ενώ σε κάποιους ιούς υπάρχει και το 

έλυτρο, λιποπρωτεινικής φύσης περίβλημα, που λαμβάνει μέρος στον μηχανισμό 

Εικόνα 11. Η Ποικιλία των Ιών βάση της δομή τους 
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προσκόλλησης του ιού σε κυτταρικούς υποδοχείς και περιέχει κυρίως αντιγόνα του ιού 

(14). Τα σωματίδια των ιών εμφανίζουν τρεις τύπους συμμετρίας: την κυβική, την 

ελικοειδή και τη σύνθετη (εικόνα 11). Οι ιοί με κυβική συμμετρία, έχουν τα 

καψομερίδια τα οποία περιβάλλουν το νουκλεικό οξύ και έχουν εικοσαεδρική δομή. 

Στους ιούς με ελικοειδή συμμετρία, το γενετικό τους υλικό είναι με την μορφή έλικας, 

ενώ τα καψομερίδια είναι διατεταγμένα κατά μήκος της έλικας που έχει δημιουργηθεί. 

Οι ιοί με σύνθετη συμμετρία έχουν διαφοροποιημένα δομικά χαρακτηριστικά.  

 

2.1.3 Λυτικός - Αναπαραγωγικός κύκλος των Ιών  

Η αναπαραγωγή των ιών συνίσταται στον διπλασιασμό του γενετικού υλικού τους 

καθώς και στη δημιουργία νέων ιικών σωματιδίων. Οι ιικοί πληθυσμοί δεν 

αναπτύσσονται μέσω κυτταρικής διαίρεσης, διότι είναι ακυτταρικές μορφές ζωής και 

χρησιμοποιούν τους μηχανισμούς και τον μεταβολισμό των κυττάρων του ξενιστή με 

σκοπό να παράγουν πολλά αντίγραφα τους, τα οποία συγκεντρώνονται μέσα στο 

κύτταρο που έχουν μολύνει. Ο κύκλος ζωής των ιών διαφέρει ανάλογα τον τύπο και 

διακρίνεται από έξι βασικά στάδια (17)(εικόνα: 12). 

1. Προσρόφηση. Την πρόσδεση του ιού μέσω ειδικών περιοχών πρόσδεσης στις 

πρωτεΐνες του ιικού καψιδίου και ειδικών υποδοχέων την κυτταρικής επιφάνειας του 

ξενιστή. 

2. Διείσδυση. Διείσδυση των βιριλίων μέσα στον ξενιστή μέσω υποδοχέων 

ενδοκυττάρωσης ή μέσω της σύντηξης της μεμβράνης (18). 

3. Απέκδυση. Διαδικασία απομάκρυνσης του ιικού καψιδίου(19). 

4. Σύνθεση. Αντιγραφή των ιών μετά τον πολλαπλασιασμό του γονιδιώματός τους. 

Συγκεκριμένα, το mRNA  του ιού μεταφράζεται στα ριβοσώματα του κυττάρου-ξενιστή 

στις δομικές και μη δομικές πρωτεΐνες. Έπειτα, το γενετικό υλικό του ιού (DNA ή RNA) 

με τη βοήθεια κατάλληλων πολυμερασών που κωδικοποιούνται από τον ιού ή τον 

ξενιστή (κύτταρο) οδηγεί στην σύνθεση του νουκλεικού οξέους.  

5. Συναρμολόγηση. Μετά την μεσολάβηση της αυτό-συναρμολόγησης της δομής των 

σωματιδίων του ιού, ακολουθεί μερική τροποποίηση των πρωτεϊνών του(20). 
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6. Απελευθέρωση. Απελευθέρωση των νέων ιών από το κύτταρο ξενιστή μέσω της 

λύσης. Αποτέλεσμα της διαδικασίας αυτής είναι η διάρρηξη της κυτταρικής μεμβράνης 

του κυττάρου, άρα και της καταστροφής του(21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.4 Σχέση Ιού και Ξενιστή 

Η μετάδοση των ιών, άρα και των ιωγενών λοιμώξεων ως αποτέλεσμα εγκατάστασης 

και πολλαπλασιασμού του ιών μέσα στον ξενιστή, μπορεί να γίνει είτε από άτομο προς 

άτομο (άμεσα-οριζόντια), είτε  από τη μητέρα στο βρέφος (κάθετα-έμμεσα). Στην 

οριζόντια μετάδοση, οι πύλες εισόδου του ιού στον άνθρωπο-ξενιστή μπορούν να είναι 

οι βλεννογόνοι, το δέρμα, η γενετική οδός. Η τελευταία αφορά τις ασθένειες που 

μεταδίδονται κυρίως με την σεξουαλική επαφή, διαμέσω ασυνέχειας του βλεννογόνου. 

Όταν ο άνθρωπος (ξενιστής) μολυνθεί από έναν ιό, δηλαδή εμφανίσει ίωση, 

ενεργοποιείται η άμυνα του οργανισμού του. Συγκεκριμένα, ενεργοποιείται η μη ειδική 

και η ειδική του άμυνα (22). Η μη ειδική άμυνα προστατεύει τον οργανισμό από την μη 

είσοδο του παθογόνου μικροοργανισμού στον οργανισμό του ξενιστή (συνέχεια του 

δέρματος, βλεννογόνοι, η διαδικασία της φαγοκυττάρωσης, ιντερφερόνες, κυτοκίνες) 

και έχει σκοπό να παρεμποδίσει την μεταγραφή και μετάφραση των πρωτεϊνών του ιού. 

Εικόνα 12. Απεικόνιση τυπικού Λυτικού Κύκλου Ιού 
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 Έπειτα από την μόλυνση του ξενιστή-κυττάρου από τον ιο, μπορεί αυτός να παραμείνει 

σε λανθάνουσα φάση ή να προκαλέσει μία σειρά από αντιδράσεις στο κύτταρο:, ενώ 

ενεργοποιείται η ειδική άμυνα του οργανισμού του ξενιστή. 

Συγκεκριμένα, η ιική μόλυνση μπορεί να προκαλέσει: 

1. Κυτταρικό θάνατο (cell death): μέσω της μόλυνσης σκοτώνουν τα κύτταρα 

προκαλώντας κυτταροπαθητικό αποτέλεσμα (cytopathic effect –CPE) 

2. Κυτταρική κακοήθης εξαλλαγή (cell transformation)  όπου το κύτταρο δεν πεθαίνει 

μετά την μόλυνση από τον ιό, αλλά το φυσιολογικό κύτταρο μετατρέπεται σε κακόηθες 

ή καρκινικό. 

3. Λανθάνουσα μόλυνση (Latent infection): όπου ο ιος παραμένει μέσα στο κύτταρο 

σε λανθάνουσα κατάσταση που δεν φαίνεται να εμποδίζει τις λειτουργίες του 

κυττάρου.  

4. Αιμοπροσρόφηση (Haemadsorption):κάποιοι ιοί μέσω της συγκολλητίνης, που 

έχουν στα εξωτερικά τους τοιχώματα, η οποία προσκολλάται στα ερυθροκύτταρα, 

προκαλούν συγκόλληση(14). 

Οι ιογενείς λοιμώξεις στον άνθρωπο εμφανίζουν ποικιλομορφία στην βαρύτητα του 

φαινοτύπου, στην δυναμική της λοιμογόνου επίδρασης τους, αλλά και στην 

ενεργοποίηση της μη-ειδικής και ειδικής άμυνας του οργανισμού-ξενιστή.  

 Οι πιο διάσημοι ιοί, σύμφωνα με την επίδραση τους στον άνθρωπο-ξενιστή, δηλαδή 

την έναρξη και εξέλιξη της καρκινογένεσης, είναι οι εξής: 

�ο ιός HIV, που προκαλεί έμμεσα καρκίνο, διαμέσω της ανοσοκαταστολής που  

     προκαλεί στον άνθρωπο (ξενιστή). 

�ο ιός EBV, που προκαλεί λέμφωμα Burkitt, καρκίνο του ρινοφάρυγγα, νόσο του  

     Hodgkin 

�ο ιός HHV-8, που προκαλεί το σάρκωμα Kaposi 

�ο ιός HBV, που προκαλεί το ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα 

�ο ιός HTLV-1, που προκαλεί Τ-λευχαιμία 

�ο ιός HHV-7, προκαλεί υπογονιμότητα 
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�οι ιοί HPV, (συγκεκριμένοι τύποι) που προκαλούν διηθητικό καρκίνο στον τράχηλο 

της μήτρας. 

 

2.2 Γενικά Χαρακτηριστικά του Ιού των Θηλωμάτων (HPV) στον άνθρωπο 

2.2.1 Ταξινόμηση  των ιών των Θηλωμάτων (PV) 

Οι ιοί των θηλωμάτων ανήκουν στην οικογένεια των Papovaviridae (PV) ιών και το 

γενετικό τους υλικό είναι δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA (dsDNA) και περιβάλλεται από 

εικοσαεδρική δομή καψομεριδίων, ενώ εμφανίζουν παρόμοιες επιδράσεις στους 

ξενιστές που προσβάλλουν, δηλαδή όγκους και υπερπλασίες στο δέρμα και τους 

βλεννογόνους.  

Το όνομα τους προέρχεται από την ικανότητά τους να προκαλούν θηλώματα στα 

ανώτερα θηλαστικά, συμπεριλαμβανομένου και τον άνθρωπο. Επειδή εμφανίζουν 

εξειδίκευση στον ξενιστή που προσβάλλουν διακρίνονται σε Οικογένειες, οι οποίες 

εμφανίζουν απόλυτη εξειδίκευση σε σχέση με τον ξενιστή που μολύνουν (23). 

Συγκεκριμένα, οι ιοί του θηλώματος του ανθρώπου ανήκουν στην οικογένεια των 

Παπαβα-ιών (Papillomavirus) και έχουν την ικανότητα να μολύνουν το δέρμα και τις 

βλεννογόνες μεμβράνες του ανθρώπου, προκαλώντας πλήθος αλλοιώσεων, καλοηθών 

και κακοηθών.) Μέχρι στιγμής έχουν αναγνωρισθεί 189 υπότυποι του ιού των 

θηλωμάτων (PV) (24), από τους οποίους οι 120 υπότυποι προσβάλουν τον άνθρωπο 

(HPV) και από αυτούς περίπου οι 40 τύποι μεταδίδονται διαμέσω της σεξουαλικής 

επαφής και μολύνουν την περιοχή των γεννητικών οργάνων (εικόνα: 13)(25). 

Η ομαδοποίηση των παραπάνω υποτύπων, βασίζεται στην διαφορά που έχουν μεταξύ 

τους μία συγκεκριμένη αλληλουχία και είναι παραπάνω από 10% η διαφορά σε 

συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος του ιού (26). Αν η διαφορά αυτή είναι 2-10% 

τότε οι ιοί χαρακτηρίζονται ως υποτύποι, ενώ όταν η διαφορά είναι <2% τότε 

χαρακτηρίζονται ως ενδότυποι. 
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Εικόνα 13. Φυλογενετικό Δέντρο της οικογένεια των Papovaviridae ιών που βασίστηκε στην 

νουκλεοτιδική αλληλουχία του L1 σε 189 τύπους Pappilomaviruses (PVs) (27,28).Η πλειοψηφία των 

γνωστών τύπων HPVs δεν προκαλούν συμπτώματα στους περισσότερους ανθρώπους, ενώ κάποιοι τύποι 

HPV(6,11,40,42,43,44,55,61,70,72,81,83,84,89, κυρίως οι τύποι 6 και 11 ευθύνονται για το 90% των 

περιπτώσεων) μπορούν να προκαλέσουν κονδυλώματα τα οποία δεν αποτελούν καρκινογένεση (18,19).  

 

 

2.2.2 Βιβλιογραφική ανασκόπηση μελετών στην έρευνα του HPV 

Στις αρχές του 20
ου

 αιώνα, ξεκινούν οι πρώτες αναφορές που αφορούν την 

μολυσματική δράση των ιών των θηλωμάτων ως ξενιστή τον άνθρωπο, με αποτέλεσμα 

την πρόκληση θηλωμάτων (29). Το διάστημα 1930-1940 στο Ινστιτούτο Ρόκφελλερ 

(ΗΠΑ), γίνονται οι πρώτες μελέτες σε πειραματόζωα, και συσχετίστηκε η δημιουργία και 

εξέλιξη της καρκινογένεσης που προκαλείται έπειτα από μόλυνση με συγκεκριμένους 

τύπους του ιού των θηλωμάτων (30,31). To 1949 μέσω της μεθόδου της 

ηλεκτρομικροσκοπίας (32) πραγματοποιήθηκε απεικόνιση των ιών του θηλώματος ενώ 

το 1963 περισσότερα στοιχεία προστέθηκαν για το είδος του γενετικού τους υλικού (π.χ 

ότι είναι DNA-ιοί) (33). 

Ο Νομπελίστας Harald zur Hausen το 1974, ήταν ο πρώτος που διατύπωσε την 

ολοκληρωμένη υπόθεση ότι οι ιοί HPV σχετίζονται άμεσα με την έναρξη της 
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καρκινογένεσης και την εξέλιξης αυτής σε διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της μήτρας 

(34). Η παραπάνω ανακάλυψη αποτέλεσε και το έναυσμα της μελέτης των ιών HPV, ως  

αιτιολογικό παράγοντα ανάπτυξης διηθητικού καρκίνου στον τράχηλο της μήτρας. To 

1976, ήρθαν τα πρώτα αποτελέσματα που συνέδεαν την εμφάνιση κοιλοκυτταρικής 

ατυπίας μετά από μόλυνση με τον HPV (35). Στη συνέχεια των ερευνών, παρατηρούσαν 

και την ύπαρξη κονδυλωματωδών αλλοιώσεων (κονδυλώματα) και μετρίου βαθμού 

δυσπλασιών στον τράχηλο της μήτρας (ως αποτέλεσμα ιικής μόλυνσης από HPV) που 

όμως δεν εξελίσσονταν σε διηθητικό καρκίνο σε όλες τις περιπτώσεις. Η ανάπτυξη 

τεχνικών Μοριακής Βιολογίας είχε ως αποτέλεσμα το 1980 να ανακαλυφθούν οι 

υποτύποι του HPV 16 και 18 ως αίτιο εμφάνισης κακοηθών γενετικών αλλοιώσεων στο 

γενετικό σύστημα (36) που απομονώθηκαν το 1983-1984 από βιοψία καρκίνου στον 

τράχηλο της μήτρας (37,38). Μετά και την συγκεκριμένη σημαντική ερευνητική 

ανακάλυψη ακολούθησε η μελέτη του ρόλου της ενσωμάτωσης του ιικού γενετικού 

υλικού στο γονιδίωμα του κυττάρου-ξενιστή (39) και της έκφρασης των ογκοπρωτεινών 

Ε6 και Ε7(40,41) στην μετατροπή των τραχηλικών κυττάρων σε καρκινικά. Αργότερα, το 

1995, οριστικοποιήθηκε ο HPV ως ο μοναδικός και κύριος αιτιολογικός παράγοντας 

ανάπτυξης καρκίνου της μήτρας (42,43). 

Πλέων, οι έρευνες έχουν στραφεί στην κατανόηση των μηχανισμών της έναρξης και 

ανάπτυξης της καρκινογένεσης στον τράχηλο της μήτρας, έπειτα από μόλυνση με HPV 

και στην ανεύρεση νέων Μοριακών Δεικτών που συμβάλλουν στην ανίχνευση της 

έναρξης και εξέλιξης της καρκινογένεσης στον τράχηλο της μήτρας της ασθενούς.  

 

2.2.3 Ταξινόμηση των υποτύπων του ιού HPV  

 Ο ιός HPV, έχει διάμετρο ~52-55nm και κυκλικό δίκλωνο μόριο DNA (dsDNA) ως 

γενετικό υλικό, έχει την ικανότητα να μολύνει την κύτταρα της βασικής μεμβράνης της 

επιφάνειας του δέρματος, οπότε και ανιχνεύονται σε αυτήν κύτταρα με γονίδια 

πρώιμης έκφρασης του ιού. Τα γονίδια του ιού που είναι υπεύθυνα για την έκφραση 

των δομικών πρωτεϊνών  του ιού, εντοπίζονται σε άλλα διαφοροποιημένα κύτταρα της 
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επιδερμίδας, που αποτελούν έναν σημαντικό σύνδεσμο της κυτταρικής 

διαφοροποίησης και της έκφρασης του ιικού γενώματος.  

Οι HPV ιοί διακρίνονται στους βλεννογόνους και δερματικούς τύπους (44) ανάλογα το 

σημείο που προσβάλλουν, δηλαδή το βλεννογόνο της γεννητικής περιοχής, του 

αναπνευστικού συστήματος ή του επιθηλίου του δέρματος. Οι κατηγορία των 

βλενογγόνιων ιών μπορεί να διακριθεί με βάση την ικανότητα ανάπτυξης καρκίνου του 

τραχήλου της μήτρας σε τρεις κατηγορίες HPV, που έχουν ονομασθεί «υψηλού 

κινδύνου», «μετρίου κινδύνου» και «χαμηλού κινδύνου» HPV, σύμφωνα με τις 

μοριακές και κλινικές τους επιπτώσεις στο σημείο της μόλυνσης από τον ιό και 

εμφανίζουν διαφορετική γεωγραφική και φυλογενετική προέλευση (45,46) (Πίνακας 1). 

Πάνω από 100 τύποι HPV έχουν περιγραφεί να προκαλούν υπερπολλαπλασιαστικές 

καλοήθεις αλλοιώσεις (κονδυλώματα, μυρμηγκιές). Περίπου το 1/3 από αυτούς του 

HPV τύπους, μολύνουν το επιθήλιο του γεννητικού συστήματος και κάποιοι 

συγκεκριμένοι υποτύποι («Υψηλού κινδύνου») αποτελούν αιτιολογικούς παράγοντες 

για την ανάπτυξη και εμφάνιση πρωκτογεννητικών καρκίνων και συγκεκριμένα καρκίνο 

στον τράχηλο της μήτρας. Οι «Υψηλού κινδύνου» υποτύποι HPV επίσης συσχετίζονται 

και με την ανάπτυξη καρκίνων που δεν σχετίζονται με το γεννητικό σύστημα, διότι DNA 

ιικό έχει βρεθεί σε δυσπλασίες του δέρματος και της ρινοφαρυγγικής οδού. Δερματικού 

τύποι HPV (HPV 1, 2 κτλ) προκαλούν κονδυλώματα και μυρμηγκιές στο δέρμα. Άλλοι 

τύποι ιών που σχετίζονται με Επιδερμοδυσπλασία (verruciformis) ανήκουν στους 

απλοτύπους HPV 5,8. Αυτή η σπάνια ανοσο-κατασταλτική διαταραχή χαρακτηρίζεται 

από βλάβες στο κερατινοποιημένο δέρμα, που μπορούν να εξελιχθούν σε καρκινώματα 

του δέρματος, κυρίως σε περιοχές του δέρματος που εκτίθενται στον ήλιο και ανάλογα 

με την δυναμική του τύπου του HPV. 
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Πίνακας 1. Απεικόνιση κατηγοριών HPV ανάλογα τις κλινικές τους επιπτώσεις 

 

Οι υποτύποι του HPV, διακρίνονται αντίστοιχα και ενδοτύπους, που εμφανίζονται με 

λιγότερο από 2% διαφορά στην συγκεκριμένη αλληλουχία. Συγκεκριμένα, ο τύπος HPV 

16 διακρίνεται από 5 ενδοτύπους, σύμφωνα με την μακρά περιοχή ελέγχου (LCR). 

Οι «υψηλού κινδύνου» HPV είναι υπεύθυνοι για την ανάπτυξη καρκίνου στον τράχηλο 

της μήτρας, ενώ οι «χαμηλού κινδύνου» HPV οδηγούν στην εμφάνιση ελαφριών 

αλλοιώσεων στον τράχηλο της μήτρας (47). 

Συγκεκριμένα, οι τύποι 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82 (48) 

μπορούν να συμβάλλουν στην έναρξη της καρκινογένεσης, διότι ενσωματώνουν το 

γενετικό τους υλικό στο ανθρώπινο γονιδίωμα οπότε και ανήκουν στην κατηγορία 

«υψηλού κινδύνου» και «μετρίου κινδύνου» σεξουαλικά μεταδιδόμενοι HPVs. 

Ενδεχομένως να οδηγούν αρχικά  στην ανάπτυξη προκαρκινικών αλλοιώσεων, δηλαδή 

τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας-Cervical Intraepithelial Neoplasia(CIN), 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του αιδοίου-Vulvar Intraepithelial Neoplasia(VIN), 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του πέους-Penile Intraepithelial Neoplasia(PIN) και 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του πρωκτού-Anal Intraepithelial Neoplasia(AIN).  

Από τους παραπάνω τύπους, οι πλέων «υψηλού κινδύνου» είναι οι 16, 18, 45  (49,50) 

και μπορούν να συμβάλλουν στην εξέλιξη προκαρκινικών αλλοιώσεων σε διηθητικό 

καρκίνου στον τράχηλο της μήτρας  (Πίνακας 2)(51).  

 

Κατηγορία Τύποι HPV 

Υψηλού κινδύνου 16,18,45,46 

Μετρίου κινδύνου 31,33,35,39,51,52,56,58,59,68,73,82,88 

Χαμηλού κινδύνου 6,11,42,43,44 
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Εικόνα 14. Το φυλογενετικό δένδρο της Οικογένειας των Παπαβα-ιών (HPV) (52). 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2. Συγκεντρωτικός Πίνακας τύπων HPV και κλινικών συνεπειών (52) 
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Η μόλυνση με HPV είναι η αιτία για όλες τις περιπτώσεις καρκίνου του τραχήλου της 

μήτρας(50). Αν και οι περισσότερες μολύνσεις από τους διάφορους τύπους HPV δεν 

προκαλούν ασθένεια. Ο ιός μπορεί να μεταδοθεί από το ένα άτομο στο άλλο, ακόμα και 

αν το μολυσμένο άτομο δεν έχει παρουσιάσει έντονα συμπτώματα. 

Υπάρχουν, όμως και περιπτώσεις στις οποίες συγκεκριμένοι τύποι HPVs μπορούν να 

οδηγήσουν στην ανάπτυξη κακοήθειας στον τράχηλο, στον κόλπο, στο πέος, στο 

στοματοφάρυγγα και στον πρωκτό (48) (Διάγραμμα: 1, Πίνακας: 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 1. Συσχέτιση υποτύπων HPV με την εμφάνιση κακοήθειας ή κονδυλωμάτων 
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2.2.4 Δομή του ιού HPV 

O ιός HPV διακρίνεται από το σωματίδιο που έχει διάμετρο 55-60nm και αποτελείται 

από το πρωτεϊνικό περίβλημα την κάψα, ενώ μέσα σε αυτό προστατεύεται το γενετικό 

του υλικό. Το γενετικό υλικό του HPV είναι dsDNA και αποτελείται από 6.800 – 8.000 

ζεύγη βάσεων. Διακρίνεται  από τρεις περιοχές:  

α) την μακρά περιοχή ελέγχου (LCR), που είναι το 10% του συνολικού γονιδιώματός του 

β) την πρώιμη (Ε) περιοχή 

γ) την όψιμη (L) περιοχή,  

Περιέχει 8 «ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης» (open reading frames –ORF), που αντίστοιχα 

κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες του ιού Ε6,Ε7,Ε1,Ε2,Ε4,Ε5,L2 και L1 (52,55) (εικόνα 15). 

Διάγραμμα 2. Συσχέτιση υποτύπων «Υψηλού κινδύνου» με την εκτίμηση 

κινδύνου εμφάνισης διηθητικού καρκίνου στον τράχηλο της μήτρας (42) 
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Εικόνα 15. Οι πρωτεΐνες των HPV (54) 

 

 

2.3. Η εξέλιξη της μόλυνσης του ιού HPV 

Η μόλυνση του HPV περιορίζεται στην βασική μεμβράνη (stratum basale ή basal layer) 

του πλακώδους επιθηλίου του ξενιστή, που αποτελεί τον μοναδικό ιστό στον οποίο 

πολλαπλασιάζονται (52). Συγκεκριμένα, οι HPVs μολύνουν τα κερατινοκυττάρα, τα 

οποία είναι  μία κατηγορία κυττάρων που βρίσκονται στην εξωτερική στοιβάδα της 

επιδερμίδας του δέρματος  ή των μυϊκών μεμβρανών (mucous membranes) και  

 

 

 

Εικόνα 16.Οι πρωτεΐνες των Pappilomavirus (54) 
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αποτελούν το 95% των κυττάρων στην περιοχή (52). Τα κύτταρα αυτά βρίσκονται στην 

βασική στοιβάδα του δέρματος και ονομάζονται «βασικά κερατινοκύτταρα». Οι βλάβες 

από μόλυνση του ιού HPV, εμφανίζονται μετά από πολλαπλασιασμό του ιστού μέσα 

στα μολυσμένα κύτταρα της βασικής μεμβράνης, τα κερατινοκύτταρα. Η είσοδος του 

ιού μέσα στην συγκεκριμένη κυτταρική στοιβάδα, επιτυγχάνεται κατά τη σεξουαλική 

επαφή ή μετά από μικρές εκδορές του δέρματος τοπικά (εικόνα 16).  

Τα μολυσμένα κύτταρα διαχωρίζονται σε πληθυσμούς και εξαπλώνονται αργότερα. 

Κάποια κύτταρα μεταναστεύουν στα διαφοροποιημένα κυτταρικά στρώματα, όπου τα 

ιικά γονίδια ενεργοποιούνται, το ιικό DNA αντιγράφεται και παράγονται οι πρωτεΐνες 

του καψιδίου. Διαμορφώνονται και τα ιικά βιρίλα. Τα ιικά στοιχεία απελευθερώνονται 

στην επιφάνεια και ίσως μολύνουν νέους ιστούς. 

Η μόλυνση με HPV δεν είναι κυτολυτική, αλλά ιικά κομμάτια απελευθερώνονται ως 

αποτέλεσμα εκφυλισμού των κυττάρων που έχουν ήδη μολυνθεί (52). Ο κύκλος ζωής 

του HPV ακολουθεί αυστηρά το πρόγραμμα διαφοροποίησης των κερατινοκυττάρων 

Εικόνα 16. Μόλυνση κερατινοκυττάρων από HPV (52) 



 

 

  

 
[Εισαγωγή] 

 

29 

του ξενιστή. Τα βιρίλια του HPV μολύνουν τους επιθηλιακούς ιστούς διαμέσω μικρό-

τραυματισμών, ενώ τα βιρίλια του ιού συνδέονται με τους υποδοχείς των αλφα-

ιντεγρινών και λαμινινών, με αποτέλεσμα να οδηγούν στην είσοδο των βιριλίων μέσα 

στα επιθηλιακά κύτταρα της βασικής μεμβράνης διαμέσω ενδοκύττωσης που 

ρυθμίζεται από την κλαθρίνη και /ή την καβεολίνη, γεγονός που εξαρτάται από τον 

τύπο του HPV.‘Έπειτα το ιικό γένωμα μεταφέρεται στον πυρήνα του κυττάρου και με 

άγνωστους μηχανισμούς ξεκινάει ο πολλαπλασιασμός του (περίπου 10-200 

βιρίλια/κύτταρο). Ξεκάνει η διαδικασία της μεταγραφής στο κερατινοκύτταρο του 

ξενιστή και η διαίρεση με αποτέλεσμα να ξεκινάει η διαφοροποίηση του στις ανώτερες 

στιβάδες του επιθηλίου. Κατά την πορεία ανάπτυξης του καρκίνου, το ιικό μόριο συχνά  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ενσωματώνεται μέσα στο DNA του κυττάρου-ξενιστή και το μόριο-δακτυλίδι του ιού 

συχνά ανοίγει εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης L2, με αποτέλεσμα να 

διαταράσσει την συνέχεια του αντίστοιχου γονιδίου. Μέρος του E2 και των ανοιχτών 

πλαισίων των E2-E4 και Ε5 και μέρους του L2, συχνά διαγράφονται μετά την 

ενσωμάτωση (τα αντίστοιχα γονίδια εμφανίζονται με αστερίσκο). Τα ιικά αντίγραφα, 

που ομοιόμορφα καλύπτουν την Ε6 και Ε7 περιοχή, συχνά συνδέονται με πλευρικές 

Εικόνα 17. Διαδικασία  μόλυνσης (52) 
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κυτταρικές αλληλουχίες που είναι παρούσες και η μεταγραφή ίσως να διαμορφώνεται ή 

να ενισχύεται από πλευρικούς εκκινητές του κυττάρου-ξενιστή. 

Η έκφραση του γενώματος του HPV είναι σύνθετη διαδικασία διότι ο ιός διακρίνεται 

από πολλαπλούς επαγωγείς (τουλάχιστον 7), εναλλακτικά πρότυπα ωρίμανσης, και 

διότι αποτελούν τον σύνδεσμο ανάμεσα στην διαφοροποίηση και την γονιδιακή 

έκφραση στα κύτταρα του ξενιστή. Κατά την μεταγραφή του ιού, μονάχα ο ένας κλώνος 

του dsDNA μεταγράφεται και δύο κατηγορίες πρωτεϊνών προκύπτουν: 1) Οι πρώιμες 

πρωτεΐνες: που είναι μη-δομικές λειτουργικές πρωτεΐνες και έχουν μεταγραφικούς 

ρυθμιστές (Ε2,Ε7) και 2)Οι πρωτεΐνες που εκφράζονται καθυστερημένα, και είναι οι 

δομικές πρωτεΐνες L1 και L2 (8,48,49,51). 

Σημαντικό είναι το γεγονός ότι οι ογκοπρωτείνες του HPV, Ε6 και Ε7 αλληλεπιδρούν με 

γονίδια και πρωτεΐνες του κυττάρου-ξενιστή με αποτέλεσμα την κακοήθη εξαλλαγή του. 

Ο μετασχηματισμός του ιού HPV εμφανίζει αρκετή πολυπλοκότητα και η παρουσία του 

ιού HPV από μόνη της δεν είναι ικανή για να προκαλέσει κακοήθη εξαλλαγή, αλλά είναι 

απαραίτητοι επιπρόσθετοι παράγοντες που δρουν συνεργατικά με τον ιό HPV. 

Συγκεκριμένα, ο μηχανισμός μετασχηματισμού εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τα 

γονίδια πρώιμης έκφρασης, ενώ οι μετασχηματιζόμενες πρωτεΐνες ποικίλουν από τον 

ένα υπότυπο στον άλλο. Υπάρχει όμως μεγάλη σύγχυση για τον ακριβή ρόλο και τρόπο 

δράσης τους.  

Μελέτες προτείνουν ότι το ογκογονικό DNA ιών, όπως του EBV και του HPV προτιμά να 

ενσωματώνεται σε κοινές χρωμοσωμικές εύθραυστες περιοχές (162). Η καρκίνοι που 

προκαλούνται από ιική μόλυνση, εμφανίζουν ενσωματώσεις σε περιοχές που 

ανατίθενται η επιβίωση ή η ανάπτυξη των μολυσμένων κυττάρων. Η ιική ενσωμάτωση 

σε ειδικές γενωμικές περιοχές προσδίδει πλεονέκτημα ανάπτυξης σε κλωνικούς 

πληθυσμούς κυττάρων υπό πολλαπλασιασμό, με αποτέλεσμα την συσσώρευση 

επιπρόσθετων μεταλλαγών, που οδηγούν στην ανάπτυξη του καρκίνου.  

Κάποιοι άλλοι ιοί π.χ BVP-1 έχουν την ικανότητα να μετασχηματίζουν κύτταρα από 

μόνοι τους, ενώ άλλοι απαιτούν την συνεργασία ενεργοποιημένου κυτταρικού 

ογκογονιδίου (HPV-16/ras). Ακόμη πιο σύνθετα, σε κάποιες περιπτώσεις όλο ή ένα 
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μέρος του γενώματος του HPV, συμπεριλαμβανομένου και των γονιδίων που είναι 

υπεύθυνα για τον μετασχηματισμό, να παραμένουν μέσα στα καρκινικά κύτταρα, ή σε 

κάποιες άλλες περιπτώσεις (π.χ BVP-4) το ιικό DNA να «χαθεί» μετά τον 

μετασχηματισμό, ένας μηχανισμός που αναφέρεται χαρακτηριστικά ως «hit and run». 

 

Λανθάνουσα περίοδος μόλυνσης 

Σε μεγάλο ποσοστό μετά την μόλυνση από HPV, αυτήν δεν εξελίσσεται, όπως 

αναφέρεται παραπάνω και οι αιτιολογίες ερμηνείας αυτού του φαινομένου 

«αναίρεσης» της μόλυνσης και ιική αντίστασης δεν έχουν πλήρως διατυπωθεί (53,54) 

και προσδιοριστεί.  

Επιπλέον, υπό μελέτη είναι και ο χρόνος που μεσολαβεί από την στιγμή της μόλυνσης 

μέχρι και την κλινική ανίχνευση, ο οποίος δεν μπορεί να προσδιοριστεί, με αποτέλεσμα 

να δυσκολεύει την κλινική εκτίμηση της εξέλιξης της μόλυνσης, καθώς και την 

επιδημιολογική απεικόνιση της συσχέτισης της πηγής της μόλυνσης με την εξέλιξή 

αυτής (56). 

Όταν ένα τμήμα του ιού (βιρίλιο) εισβάλει σε ένα κύτταρο (μόλυνση), ο ιός είναι σε 

θέση να μεταδοθεί. Αρκετούς μήνες ή χρόνια αργότερα ίσως παρέλθει η μόλυνση πριν 

ακόμη αναπτυχθούν βλάβες στο πλακώδες ενδοεπιθήλιο (Squamous Intraepithelial 

Lesions -SIL), ενώ μπορεί να διαγνωσθεί κλινικά, σε αντίθεση με την μόλυνση που 

μπορεί να διαγνωσθεί με την χρήση HPV-DNAtest. Ο χρόνος που μεσολαβεί από την 

μόλυνση μέχρι την κλινική ανίχνευση, δυσκολεύει την επιδημιολογική απεικόνιση της 

συσχέτισης της πηγής της μόλυνσης με την εξέλιξή αυτής (εικόνα 17) (51). 

Οι περισσότερες μολύνσεις από HPV σε νεαρές γυναίκες (60-70%) εμφανίζονται στα 

πρώτα χρόνια της σεξουαλικής τους ζωής, είναι προσωρινές και έχουν μικρή χρονική 

διάρκεια. Περίπου το 70% των μολύνσεων έχουν εξαλειφθεί μέσα στην χρονική 

διάρκεια του ενός χρόνου, ενώ το 90% μέσα στην χρονική διάρκεια των δύο χρόνων(49-

51).Από το αρχικό ποσοστό μολύνσεων, μονάχα ένα 5-10% εμφανίζει υψηλό κίνδυνο 

ανάπτυξης προκαρκινικών αλλοιώσεων στον τράχηλο, οι οποίες σε μικρότερο ποσοστό 

μπορούν να οδηγήσουν σε διηθητικό καρκίνο στον τράχηλο της μήτρας. Η εξέλιξη σε 
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διηθητικό καρκίνο μπορεί να προβλεφθεί και να αποτραπεί μέσω χειρουργείων, που σε 

αρκετές όμως περιπτώσεις συσχετίζονται με την απώλεια της γονιμότητας.  

Οι μηχανισμοί που προτείνονται για την «μη εξέλιξη» ή «στασιμότητα» της μόλυνσης  

από HPV είναι ποικίλοι: 

Η παραγωγή έντονα ανοσογονικών πρωτεϊνών του καψιδίου, που περιορίζονται οριακά 

στην διαφοροποιημένη έξω επιφάνεια, δημιουργούν ένα «κάλυμμα» στον επιθηλιακό 

ιστό, που να συμβάλλει στην μη εξέλιξη της μόλυνσης.  

Επίσης, έχει παρατηρηθεί ότι μονάχα η ελάχιστη ποσότητα του αντιγραφόμενου ιού 

εκτίθεται στην επίδραση της μη-ειδικής άμυνας, με αποτέλεσμα ο ιός στην ουσία να 

είναι «αόρατος» στον ξενιστή. 

Σημαντικό ρόλο έχουν και τα Τ-λεμφοκύτταρα στον έλεγχο της εξέλιξης της HPV 

μόλυνσης, όπως έδειξαν έρευνες σε ανοσο-κατεσταλμένους ή ανοσο-ανεπαρκείς 

όγκους. Συγκεκριμένα, τα Τ-λεμφοκύτταρα  αναγνωρίζουν τα μολυσμένα κύτταρα 

διαμέσω αλληλεπιδράσεων των υποδοχέων τους με τα ιικά πεπτίδια και προσδένονται 

στα ΜΗC σύμπλοκα στην επιφάνεια των μολυσμένων κυττάρων, άρα η απορύθμιση, η 

οποία είναι HPV ρυθμιζόμενη, των μηχανισμών προαγωγής αντιγόνων, μπορεί να 

συμβάλλει στην καταστολή του συμπλόκου ιικό πεπτίδιο και MHC σύμπλοκο στην 

επιφάνεια των μολυσμένων κυττάρων και να τα προστατεύουν με τον τρόπο αυτό από 

την ανοσολογική επίθεση του, με αποτέλεσμα αυτό να εξηγεί την απότομη εξέλιξη της 

μόλυνσης, με χρονική απόσταση από την αρχική πηγή μόλυνσης. 

Άρα, οι όγκοι που είναι HPV-συσχετιζόμενοι, εμφανίζουν απώλεια των MHC τάξης I 

συμπλόκων και αποτελούνται από σειρά μορίων που είναι το αποτέλεσμα «φυσικής 

επιλογής» ως αποτέλεσμα της δράσης του ιικού γενώματος. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα 

να διευκολύνεται και η ανοσο-διαφυγή.  

Αναγκαίο επίσης είναι να συμπεριφερθεί στην γενικότερη μελέτη της εξέλιξης της 

μόλυνσης του HPV και των όγκων που είναι HPV-συσχετιζόμενοι και ο έλεγχος διαμέσω 

κυττάρων, εκτός δηλαδή της συγκεκριμένης δράσης των Τ-λεμφοκυττάρων. 

H ανοσο-κυτταρική διήθηση των Τ-λεμφοκυττάρων στην περιοχή του όγκου είναι 

χαρακτηριστικό του καρκίνου. Αρκετοί τύποι καρκίνου εμφανίζουν πολυπλοκότητα στο 
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δίκτυο των κυτοκινών που παράγονται και επηρεάζει την έκταση και τον φαινότυπο της 

διήθησης, την καρκινική διήθηση, επιβίωση, μετανάστευση και αγγειογένεση. 

 

2.4.Αιτιολογικός ρόλος της δράσης των ογκογόνων τύπων HPV 

Αρκετοί τύποι του ιού HPV, όπως αναφέρονται παραπάνω, σχετίζονται επιδημιολογικά 

με την εξέλιξη και ανάπτυξη των δυσπλασιών στον τράχηλο της μήτρας.  

Οι συγκεκριμένοι ιοί μπορούν να προσβάλλουν το πλακώδες και αδενικό επιθήλιο του 

τραχήλου και άλλων ιστών, ενώ ανάλογα με τη συχνότητα εμφάνισης τους σε διάφορες 

βλάβες (καλοήθεις ή κακοήθεις) διαχωρίζονται σε υψηλού και χαμηλού κινδύνου, όπως 

αναφέρονται προηγουμένως (Εικόνα: 18) (50). 

 

Ο HPV προκαλεί την εμφάνιση καρκίνου συχνά διαμέσω ιικών αλληλουχιών που 

ενσωματώνονται μέσα στο DNA του ξενιστή. Κάποια από τα «πρώιμα» γονίδια του HPV, 

όπως αυτά των Ε6 και Ε7, που κωδικοποιούν τις αντίστοιχες πρωτεΐνες, είναι γνωστά 

για τον ρόλο τους ως ογκογονίδια.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Εικόνα 18. Η HPV είσοδος και η ανοσοαπόκριση  
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Οι ογκογόνοι αυτοί HPV τύποι είναι το μόνο αίτιο για να μπορεί να αναπτυχθεί η 

νεοπλασία, όμως δεν είναι από μόνοι τους ικανοί να συμβάλλουν στην εξέλιξη της 

νόσου (εικόνα 19). Είναι σημαντικό να συνυπάρχουν και κάποιοι άλλοι παράγοντες (Co-

factors) όπως: το κάπνισμα, η μακροχρόνια χρήση αντισυλληπτικών δισκίων, η 

εναλλαγή αρκετών σεξουαλικών συντρόφων, άλλες μολύνσεις, φτωχή διατροφή σε 

Βιταμίνη Α κ.α.  

 

 

 

Η πρωτεΐνη p53 (ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από το γονίδιο 

TP53,έχει ονομαστεί «ο φύλακας του γενώματος» λόγω του ρόλου της να συμβάλλει 

στην διατήρηση της σταθερότητας, διαμέσω της πρόληψης της μετάλλαξη του 

γονιδιώματος) (55) εμποδίζει την κυτταρική ανάπτυξη και ενεργοποιεί την απόπτωση 

υπό την παρουσία βλάβης στο DNA (εικόνα 20). 

Η πρωτεΐνη E6 έχει στενή σχέση με την κυτταρική πρωτεΐνη E6-AP (E6-associated 

protein) και η συγκεκριμένη πρωτεΐνη εμπλέκεται στο μονοπάτι της λιγάσης της 

Εικόνα 19. Η ενεργοποίηση των Ε6 και Ε7 ογκοπρωτεινών (52) 
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ουμπικουιτίνης, με αποτέλεσμα την πρόσδεση της E6-AP πρωτεΐνης με την p53 

πρωτεΐνη, που προκαλεί την αποικοδόμηση της. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια 

ελέγχου του πολλαπλασιασμού των κυττάρων.  

Οι περισσότερες HPV μολύνσεις, καταστέλλονται άμεσα από το ανοσοποιητικό 

σύστημα και δεν εξελίσσονται σε καρκίνο της μήτρας. Εξαιτίας αυτού και περισσότερων 

γεγονότων η μετατροπή των φυσιολογικών τραχηλικών κυττάρων σε καρκινικά είναι  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

χρονοβόρα, ο καρκίνος εμφανίζεται σε άτομα που έχουν εκτεθεί στον HPV  πολύ καιρό 

πριν (πάνω από δεκαετία), έχοντας εμμένουσα λοίμωξη (51,52). 

 

Ο HPV16  είναι παρών στο 50% των περιπτώσεων πλακώδους καρκίνου του τραχήλου, 

στο 30% των αδενοκαρκινωμάτων καθώς και στο 80% των HGSIL (40,41,50,56) 

Ο HPV18 είναι πιο συχνά εμφανιζόμενος στα αδενοκαρκινωμάτα, ενώ σχετίζεται με 

γρήγορη και επιθετική εξέλιξη της νόσου (56).  

 

Εικόνα 20. Η πρωτεΐνη p53 

 

Εικόνα 21 (Δεξιά). Οργάνωση γονιδιώματος του HPV τύπου 16, έναν από τους 

υπότυπους που είναι γνωστοί ότι μπορούν να συμβάλλουν στην ανάπτυξη καρκίνου 

του τραχήλου της μήτρας (απεικονίζονται τα Ε1-Ε7 «πρώιμα» γονίδια, τα L1-L2 γονίδια 

στο καψίδιο) (56) 
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Εικόνα 22. Απεικόνιση της επιδημιολογικής εμφάνισης HPV 16,18 σε 

γυναίκες με φυσιολογική κλινική εικόνα. 

Εικόνα 23. HPV και διηθητικός καρκίνος τραχήλου  
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2.5 Επιδημιολογικά στοιχεία του μολυσματικού παράγοντα του Ιού HPV 

Περίπου το 20% των παγκόσμιων περιστατικών καρκίνου μπορεί να συνδεθεί έως τώρα 

(είτε γιατί προκαλεί, είτε γιατί συμβάλλει στην ανάπτυξη συγκεκριμένων τύπων 

Εικόνα 24.  Διαδικασία Μόλυνσης από τον HPV τύπο 16 
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καρκίνου) με μολυσματικούς παράγοντες που περιλαμβάνουν τους ιούς, τα βακτήρια 

και τα παράσιτα (31,34,33). 

Προβλήματα στον προσδιορισμό των μολυσματικών παραγόντων που σχετίζονται με την 

επαγωγή καρκίνου στον άνθρωπο. 

Η μελέτη της μολυσματικής αιτιολογίας κάποιων τύπων καρκίνου στον άνθρωπο, 

ξεκινάει από το δεύτερο μισό του 19ου αιώνα, όπως αναφέρεται προηγουμένως (34). 

Οι πρώτες σχετικές πληροφορίες άρχισαν να έρχονται στις αρχές του 20ου αιώνα, ενώ 

μονάχα τις 3-4 τελευταίες δεκαετίες η εξέλιξη και η έρευνα γίνεται με γρηγορότερους 

ρυθμούς με αποτέλεσμα να έχουν συνδεθεί 20% των παγκόσμιων περιστατικών 

καρκίνου με μολυσματικούς παράγοντες. 

Γιατί εμφάνισε τόσο μεγάλη δυσκολία η συσχέτιση των μολυσματικών παραγόντων με 

τύπους καρκίνου που αναπτύσσονται στον άνθρωπο?  

Κάποιοι από τους λόγους που έχουν εντοπιστεί σχετίζονται με μεταλλαγές στο 

γονιδίωμα των κυττάρων του ξενιστή ή στο ιικό γένωμα που συμβάλλουν εν τέλει στην 

εμφάνιση κακοήθους καρκινώματος. Άλλοι παράγοντες είναι χημικά ή φυσικά 

καρκινογόνα που δρουν σαν μεταλλαγιογόνα και σε συνδυασμό με εξειδικευμένες 

μεταλλαγές δρουν συνεργατικά στην ανάπτυξη καρκίνου, σε απροσδιόριστο χρονικό 

διάστημα. Ενώ, μεταξύ όλων αυτών των παραγόντων, η πανταχού παρουσία των 

περισσότερων αιτιολογικών παραγόντων για αυτές τις λοιμώξεις και η μεγάλη χρονική 

περίοδος που απαιτείται για τον κακοήθη μετασχηματισμό, είναι οι κύριοι λόγοι για τις 

δυσκολίες αξιολόγησης που εμφανίστηκαν στον εντοπισμό των καρκινογόνων 

λειτουργιών των μολυσματικών οργανισμών που αναφέρονται παραπάνω(34). 

Επιδημιολογικά στοιχεία που βοηθούν στην έρευνα της συσχέτισης περιστατικών 

μόλυνσης και μακροπρόθεσμης ανάπτυξης καρκίνου είναι 

α) η Γεωγραφική σύμπτωση  

Β) η περιφερειακή ομαδοποίηση των περιπτώσεων 

Γ) η συχνότητα και ποσότητα των σεξουαλικών συντρόφων 

Δ) η ανοσοκαταστολή που συμβάλλει στην ανάπτυξη συγκεκριμένων τύπων καρκίνου 
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Οι σημαντικότεροι μολυσματικοί ιικοί παράγοντες συμπεριλαμβάνουν στελέχη του 

Epstein Barr Ιού, του ανθρώπινου ερπητοιού τύπου 8, του υψηλού κινδύνου και 

χαμηλού κινδύνου ανθρώπινου ιού HPV, του ιού της Ηπατίτιδας Β και C, του 

ανθρώπινου Polyomavirus που πρόσφατα εξακριβώθηκε, του Merkel cell polyomavirus 

του ανθρώπινου T-lymphotropic ρετροιού τύπου 1 (HTLV-1), και  του ανθρώπινου  

ανοσοκατασταλτικού ιού (HIV) τύποι 1 και 2. Επιπρόσθετα και οι ανθρώπινοι ενδογενείς 

ρετροιοί έχουν υποπτευτεί να έχουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη ανθρώπινου 

καρκίνου. 

Οι πρώτες συσχετίσεις ιικών μολύνσεων από ιικές οικογένειες με συγκεκριμένες 

κακοήθειες  έγιναν το 1994-2008 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 4: «Νέοι» ανθρώπινοι παθολογικοί τύποι ιών, 1994-2008. 

 

 

Τα γκρι βέλη παρουσιάζουν σημαντικά ανθρώπινα παθογόνα ή ολόκληρες νέες ιικές 

οικογένειες (ΤΤ ιούς). Τα μαύρα βέλη παρουσιάζουν γνωστά ή υποψήφια ογκογόνα 

στελέχη ιών να σχετίζονται με την ανάπτυξη ανθρώπινων κακοηθειών. Την ίδια περίοδο 

το λιγότερο 30 νέοι τύποι του Ιού των Ανθρωπίνων Θηλωμάτων χαρακτηρίστηκαν.  Η 

εικόνα 12  απεικονίζει μία εκτίμηση των μολυσματικών παραγόντων που συμβάλλουν 

στην ανάπτυξη παγκοσμίως περιστατικών καρκίνου. 
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Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι υπάρχουν τεράστιες διαφορές στα ποσοστά 

μόλυνσης από τον HPV μεταξύ των φύλων παγκοσμίως. Αυτό συμβαίνει λόγω του 

ρόλου της συγκεκριμένης ιικής οικογένειας στην επαγωγή του καρκίνου του τραχήλου 

της μήτρας. Περισσότερα από το 50% των περιστατικών καρκίνου που συνδέεται με 

μολύνσεις αναπαραγωγικό σύστημα της θήλεως προκαλούνται από μολύνσεις με τον ιο 

(49). H μετάδοση του HPV ανάμεσα στις γυναίκες στις ΗΠΑ είναι ως εξής: 

24,5% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 14 έως 19 

44,8% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 20 έως 24 

27,4% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 25 έως 29 

27,5% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 30 έως 39 

Εικόνα 25.  Καταγεγραμμένα παγκόσμια περιστατικά καρκίνων που οφείλονται σε 

μόλυνση 
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25,2% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 40 έως 49 

19,6% μετάδοση του HPV μεταξύ γυναικών ηλικίας από 50 έως 59 

Στους άνδρες μόνο περίπου το 4,3% των περιστατικών καρκίνου μπορεί να συνδεθεί με 

μόλυνση από την ίδια ιική οικογένεια (57). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26.  Παράγοντες κινδύνου εμφάνισης διηθητικό καρκίνο τραχήλου 

 

 

Τον Αύγουστο του 2012, δημοσιεύτηκε μία νεώτερη συσχέτιση των μολύνσεων με HPV 

και της πιθανότητας ανάπτυξης κακοήθεια. Ο παρακάτω πίνακας εμφανίζει τα 

περιστατικά μολύνσεων HPV που συνδέονται με κακοήθειες που αναπτύχθηκαν την 

περίοδο 2004-2008 στην Αμερική (58). 
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Διάγραμμα 3. Τύποι καρκίνων που προκαλούνται από HPV (Μελέτη 2002) (41) 

 

 

Παγκοσμίως το 2002, μία μελέτη που αφορούσε 561,200 νέες περιπτώσεις καρκίνων 

(περίπου το 5.2% όλων των περιπτώσεων) οφειλόταν σε μόλυνση από τον ιο HPV, που  

αποτελεί το μοναδικό και σημαντικότερο αίτιο εμφάνισης κακοήθειας στον τράχηλο της 

μήτρας, το 84% των νέων αυτών περιστατικών καρκίνων στον τράχηλο της μήτρας 

εμφανίστηκαν στον αναπτυγμένο κόσμο, σε σύγκριση με το 50% των περιστατικών 

παγκοσμίως (58). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3
ο
 

ΔΙΗΘΗΤΙΚΟΣ ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΤΡΑΧΗΛΟΥ ΤΗΣ ΜΗΤΡΑΣ 

 

3.1 Γενικά 

Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας είναι η πλέων μελετημένη κακοήθεια του 

ανθρώπινου σώματος, ενώ οι προσπάθειες για την αντιμετώπισή του ξεπερνούν σε 

διάρκεια τον ένα αιώνα (9).Προσβάλλει συνήθως γυναίκες σεξουαλικά δραστήριες, ενώ 

η πρόωρη έναρξη των σεξουαλικών σχέσεων και οι αυξημένοι ερωτικοί σύντροφοι 

αυξάνουν την πιθανότητα ανάπτυξης της νόσου(9,10). 

Η ζώνη μετάπτωσης του επιθηλίου αποτελεί τη συχνότερη θέση ανάπτυξης του 

καρκινώματος του τραχήλου της μήτρας, ο οποίος συνοδεύεται από χαρακτηριστικές 

αλλοιώσεις των πλακωδών επιθηλιακών κυττάρων της περιοχής (δυσπλασία). 

Η περιοχή αυτή του τραχήλου της μήτρας είναι ιδιαίτερα εκτεθειμένη σε κακώσεις και 

μικροβιακές ή ιογενείς μολύνσεις.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα: 27  Η δημιουργία της ζώνης μετάπτωσης. 

1. Αρχική γραμμή μετάπτωσης των δύο επιθηλίων  

2. Γραμμή μετάπτωσης μετά την ολοκλήρωση της εφηβείας.  
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Η περιοχή της μετάπτωσης του πλακώδους επιθηλίου του  εξωτραχήλου στο αδενικό 

επιθήλιο του ενδοτραχηλικού σωλήνα (ζώνη μετάπλασης) αποτελεί το ευαίσθητο πεδίο 

που υφίσταται και τη διαρκή επίδραση ορμονικών μεταβολών.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 28. Απεικόνιση των περιστατικών διηθητικού καρκίνου, έτος 2008 

 

Ο συνδυασμός των παραγόντων αυτών κάνει τη ζώνη μετάπλασης τη συνήθη αφετηρία 

της νεοπλασίας (9). 

Κατά 85% ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας προέρχεται από το πολύστιβο πλακώδες 

επιθήλιο και λιγότερο συχνά από το αδενικό. Όμως, τα τελευταία 20 χρόνια 

παρατηρείται μία αλλαγή στην εμφάνιση και συμπεριφορά του καρκίνου του τραχήλου. 

Παρατηρείται δηλαδή αύξηση της συχνότητας εμφάνισης αδενοκαρκινώματος In situ 

(ιδίως σε νέες γυναίκες <35 ετών) σε σχέση με τον καρκίνο που εκφράζεται στα 

πλακώδη κύτταρα (8-10). 
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3.2 Επιδημιολογικά Στοιχεία εμφάνισης Διηθητικού Καρκίνου στον τράχηλο της 

μήτρας  

3.2.1. Επιδημιολογικά στοιχεία σε παγκόσμιο και ευρωπαϊκό επίπεδο 

Από τα νεώτερα επιδημιολογικά δεδομένα παρατηρείται διαφορά στην συχνότητα του 

καρκίνου του τραχήλου στις διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές και η διαφορά αυτή  

εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τα συστηματικά προγράμματα προσυμπτωματικού 

ελέγχου διαλογής (screening) που εφαρμόζονται στις διάφορες χώρες (εικόνα 28). 

Η κακοήθεια στον τράχηλο της μήτρας, αποτελεί σημαντική αιτία θανάτου και 

υπολογίζεται η θνησιμότητα από καρκίνο του τραχήλου σε 0.8 περίπου ανά 10.000 

γυναίκες στο Ισραήλ και έως 15/10.000 περίπου στην Χιλή. Σχετικά χαμηλά ποσοστά 

θνησιμότητας (<1.5/10.000) αναφέρονται για τις Ευρωπαϊκές Μεσογειακές Χώρες (59), 

(Ελλάδα, Ιταλία, Ισπανία), Φιλανδία, Αυστραλία, Ν. Ευρώπη, Β.Αμερική και Ιορδανία 

(60), ενώ σχετικά υψηλά (>10/10.000) σε λατινοαμερικάνικες χώρες (Παναμάς, 

Βενεζουέλα, Παραγουάη κτλ), επίσης μεγαλύτερη επίπτωση εμφανίζεται στο Βιετνάμ 

(61).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 29. Απεικόνιση της θέσης που κατέχει ο διηθητικός καρκίνος τραχήλου-2008 (62) 
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Στην Μ. Βρετανία περισσότεροι από 2000 θάνατοι οφείλονται σε καρκίνο του τραχήλου, 

κατατάσσοντας τον στην 3
η
 θέση μετά τον καρκίνο του μαστού και τον καρκίνο της 

ωοθήκης (εικόνα 29).  

Κατέχει την τρίτη θέση ανάμεσα στα νεοπλάσματα που εμφανίζονται και στα δύο φύλα, 

ενώ κατέχει την δεύτερη θέση ανάμεσα στα νεοπλάσματα του γυναικείου γεννητικού 

συστήματος μετά τον καρκίνο του μαστού, με συχνότητα ιδιαίτερα αυξημένη στις 

αναπτυσσόμενες χώρες (62). 

Από αυτούς τους θανάτους που αφορούν τον καρκίνο του τραχήλου, οι μισοί 

συμβαίνουν σε ηλικίες μεταξύ 45-55 χρόνων (10,62) (εικόνα 30,31).  

 

 

 

Εικόνα 30. Καταγραφή περιστατικών θανάτων με αίτιο τον διηθητικό καρκίνο στον τράχηλο-2008. 

Εικόνα 31. Σύγκριση ανάμεσα σε περιστατικά και θνησιμότητα ασθενών στο διάστημα 1998-2008 (62) 
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3.2.2. Επιδημιολογικά στοιχεία σε Ελλαδικό επίπεδο 

Στον Ελλαδικό χώρο, βρίσκει εφαρμογή το πρόγραμμα πληθυσμιακού 

προσυμπτωματικού ελέγχου για τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας στα πλαίσια του 

«εθνικού σχεδίου δράσης για τον καρκίνο 2011-2015» με έναρξη λίγο πριν το τέλος του 

έτους 2010.Το «εθνικό σχέδιο δράσης για τον καρκίνο 2011-2015» αποτελεί ένα 

ολοκληρωμένο πλέγμα παρεμβάσεων σ’ όλο το φάσμα της αντιμετώπισης του 

καρκίνου, με κυρίαρχες αξίες την ανάδειξη της σημασίας της πρόληψης και της πρώιμης 

(έγκαιρης) διάγνωσης για την αντιμετώπιση της νόσου και την εξασφάλιση ενιαίας, 

ισότιμης, επιστημονικά τεκμηριωμένης και υψηλής ποιότητας παροχής φροντίδας 

υγείας προς τους πολίτες.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 32. Εθνικό σχέδιο δράσης για τον καρκίνο 2011-2015 

 

Μία αρχική μεγάλη παρέμβαση στον Ελλαδικό χώρο, στα πλαίσια του συγκεκριμένου 

σχεδίου ήταν η οργάνωση ενός εθνικού προγράμματος πληθυσμιακού προ-

συμπτωματικού ελέγχου για τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας.  

Το πρόγραμμα αυτό αποτελεί την πρώτη οργανωμένη προσπάθεια στη χώρα μας να 

αναπτυχθεί ένα ολοκληρωμένο σύστημα πρόσκλησης, εξέτασηςπαραπομπής, 

θεραπείας και επανελέγχου για μία νόσο και ειδικά μία μορφή καρκίνου (τον καρκίνο 

του τραχήλου της μήτρας), η οποία αποτελεί ένα σοβαρό πρόβλημα δημόσιας υγείας  
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στη χώρα μας. Παρόμοια προγράμματα για τις συχνότερες μορφές καρκίνου 

υλοποιούνται σε ελάχιστες, ιδιαίτερα ανεπτυγμένες χώρες σε εθνικό επίπεδο 

(Σκανδιναβικές χώρες και Ηνωμένο Βασίλειο), γεγονός που μαρτυρά τη δυσκολία του 

εγχειρήματος, το οποίο δυσχεραίνεται περαιτέρω, ενόσω διαρκεί η οικονομική κρίση.  

Στην υλοποίηση συμμετέχουν 140 κέντρα υγείας και δημοτικά ιατρεία, 160 δήμοι της 

χώρας και όλα τα νοσοκομεία του ΕΣΥ, στα οποία λειτουργούν κυτταρολογικά, 

παθολογοανατομικά εργαστήρια ή διενεργούν κολποσκοπήσεις. Η έναρξη του 

προγράμματος έγινε την 1η Ιουλίου στα Σφακιά της Κρήτης και η εφαρμογή του 

επεκτάθηκε σ’ όλη τη χώρα σταδιακά έως τον Οκτώβριο του 2011. 

Ο σχεδιασμός που ακολούθησε  η γενική γραμματεία δημόσιας υγείας, με βάση τις 

οδηγίες της Ομάδας Εργασίας, έχει ως εξής: 

• Οι κοινωνικές υπηρεσίες των δήμων αποστέλλουν ενημερωτικές επιστολές στις 

γυναίκες ηλικίας μεταξύ 25 και 65 ετών, με τις οποίες  τις καλούν να κανονίσουν 

ραντεβού για εξέταση κατά Παπανικολάου στην κοντινότερη μονάδα ΠΦΥ – κέντρο 

υγείας του ΕΣΥ ή δημοτικό ιατρείο. 

• Η πρόσκληση για εξέταση θα αποστέλλεται κάθε τρία έτη στις γυναίκες μεταξύ 25 και 

55 και σ’ όσες γυναίκες μεταξύ 55 και 65 έχουν παθολογικό Τεστ Παπανικολάου. Για τις 

γυναίκες μεταξύ 55 και 65 με αρνητικό Τεστ Παπανικολάου η πρόσκληση θα 

επαναλαμβάνεται κάθε πέντε χρόνια. 

• Η πρώτη φάση του εθνικού προγράμματος ξεκίνησε από περιοχές απομακρυσμένες 

ή/και μειονεκτούσες στην πρόσβαση σε υπηρεσίες υγείας. 

• Οι γυναίκες που πρέπει να θεραπευτούν ή να κάνουν περαιτέρω διαγνωστικές 

εξετάσεις  ενημερώνονται για αυτές και παραπέμπονται στο κοντινότερο  νοσοκομείο 

του ΕΣΥ, που παρέχει τις κατάλληλες υπηρεσίες. 

• Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας έγκρισης από την αρχή προστασίας 

δεδομένων προσωπικού χαρακτήρα θα λειτουργεί ολοκληρωμένο πληροφοριακό 

σύστημα σε διαδικτυακή εφαρμογή, στο οποίο θα καταχωρούνται τα αποτελέσματα  

των εξετάσεων κατά Παπανικολάου που διενεργούνται, ώστε να διευκολύνεται η  
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παρακολούθηση της πορείας των γυναικών με παθολογικά ευρήματα και να 

διευκολύνεται η επανάκληση των γυναικών. 

• Προβλέπονται επίσης διαδικασίες αξιολόγησης, διασφάλισης και συνεχούς 

βελτίωσης της ποιότητας. 

Το πρόγραμμα απευθύνεται σε γυναίκες άνω των 18 ετών τις οποίες καλεί για pap τεστ 

κάθε 2,3 ή 5 έτη. Ομοίως με τον πρόγραμμα για τον καρκίνο του μαστού, τα ηλικιακά 

όρια καθώς και η συχνότητα διεξαγωγής των ελέγχων διαφέρουν ανά χώρα και 

σύστημα υγείας. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν η Αυστραλία τις οποίας 

πρόγραμμα καλεί γυναίκες 18 έως 69 ετών για έλεγχο κάθε 2 έτη, η Λιθουανία όπου 

γυναίκες ηλικίας 30 έως 60 ετών καλούνται για έλεγχο κάθε 3 χρόνια και η Σουηδία της 

οποίας σύστημα υγείας παρέχει pap τεστ κάθε 3 χρόνια σε γυναίκες 23-50 ετών και 

κάθε 5 έτη για γυναίκες 51-70 ετών. Η πλειοψηφία των προγραμμάτων εν τούτοις 

απευθύνεται σε γυναίκες ηλικίας 25 έως 60 ή 65 ετών (Αγγλία, Ουαλία, Β. Ιρλανδία, 

Ιταλια, Γαλλία, Βέλγιο, Κύπρος, Ουγγαρία, Σλοβενία).Η αποτελεσματικότητα του  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 33. Σύγκριση της μείωσης των περιστατικών ανάλογα την μέθοδο πρόληψης 

 

προγράμματος τεκμηριώνεται από διεθνής μελέτες οι οποίες υποστηρίζουν ότι η ορθή 

εφαρμογή του προγράμματος μπορεί να μειώσει τη θνησιμότητα από καρκίνο του 

τραχήλου της μήτρας έως και 80% ενώ σε συνδυασμό με το εμβόλιο κατά του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων η μείωση της θνησιμότητας μπορεί να αγγίξει και το 95% 
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(27,28) (Εικόνα 33).Τα πρώτα αποτελέσματα εφαρμογής του προγράμματος είναι 

εξαιρετικά θετικά. Συγκεκριμένα, σε σχέση με τους αντίστοιχους μήνες του 

προηγούμενου έτους, υπήρχε αύξηση στον αριθμό των εξετασθέντων γυναικών. Η 

εφαρμογή του προγράμματος επέτρεψε την ανίχνευση σοβαρού βαθμού 

προκαρκινωματωδών αλλοιώσεων σε δεκάδες γυναίκες, ο οποίες αντιμετωπίστηκαν 

σύμφωνα με τους κανόνες καλής ιατρικής πρακτικής στις δομές του ΕΣΥ. Συγκεκριμένα, 

στη διάρκεια των πρώτων πέντε μηνών από την έναρξη του προγράμματος, 

διαγνώστηκαν 17 περιπτώσεις καρκίνου του τραχήλου της μήτρας και 121 περιπτώσεις 

γυναικών με σοβαρές προκαρκινικές αλλοιώσεις. Επίσης, 180 γυναίκες παραπέμφθηκαν 

σε βιοψία και 439 γυναίκες σε κολποσκόπηση. Συνολικά, μέχρι σήμερα έχουν 

προσέλθει στα ΚΥ, για να εξεταστούν 19292 γυναίκες (63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύμφωνα, με τα διαθέσιμα στοιχεία, βάσει των PYLLs (πιθανά χαμένα έτη ζωής-

potential years of life lost-PYLLs) οι μείζονες παράγοντες θνησιμότητας στην Ελλάδα 

είναι κατά σειρά προτεραιότητας, εξωτερικοί παράγοντες (ακούσιοι και εκούσιοι 

τραυματισμοί), κακοήθη νεοπλάσματα και παθήσεις του κυκλοφορικού, οι οποίοι 

ευθύνονταν το έτος 2004 για 918, 838 και 695 χαμένα έτη ζωής ανά 100.000 

πληθυσμού, αντίστοιχα (Εικόνα 34). 
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Εικόνα 34. PYLLs /2009 

 

 

Αποτρεπτή θνησιμότητα από κακοήθη νεοπλάσματα του τραχήλου της μήτρας 

Η αποτρεπτή θνησιμότητα από κακοήθη νεοπλάσματα του τραχήλου της μήτρας 

παρουσιάζει πτωτικές τάσεις με μέση μείωση μεταξύ περιόδου 1980-1984 και 2002- 

2007 ίση με 41%. Παρόλα αυτά η σταθεροποίηση του δείκτη μετά το 2000 σε επίπεδα 

μεταξύ 0,6 και 0,8, δεν δικαιολογεί κανενός είδους εφησυχασμό. Το εύρημα αυτό, 

πιθανόν να υποδηλώνει πραγματικές ανεπάρκειες, ιδιαίτερα σε ημιαστικές και 

αγροτικές περιοχές, στην εφαρμογή σε μαζική κλίμακα τακτικού προληπτικού ελέγχου 

(Pap test κ.λ.π.) ή και την παράλληλη αύξηση του επιπολασμού καταστάσεων που 

ενοχοποιούνται ως προδιαθεσιακοί παράγοντες, όπως η μόλυνση από τον ιό του 

ανθρώπινου θηλώματος (HPV) (63). 
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Εικόνα 35. Προτυποποιημένη αποτρεπτή θνησιμότητα από κακοήθη νεοπλάσματα τραχήλου της μήτρας 

 

 

3.3. Προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας-Ενδοεπιθηλιακές 

νεοπλασίες (CIN) & Διηθητικό Καρκίνωμα του τραχήλου  

Ως προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της μήτρας θεωρούνται οι διαταραχές της 

διαφοροποίησης του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου.  

 

Κατηγοριοποίηση των κυττάρων και των αλλοιώσεων οφειλόμενες στην μόλυνση με τον 

ιο  HPV 

Η κατάταξη των αλλοιώσεων σε κατηγορίες βασίζεται στους χαρακτήρες του πυρήνα: 

μέγεθος, σχήμα, δίκτυο χρωματίνης, πυρήνια, του κυτταροπλάσματος: μέγεθος, 

κυτταρικά έγκλειστα, εκφυλιστικές αλλαγές καθώς και στην 

πύρηνο/κυτταροπλασματική σχεση. Η νεώτερη κατάταξη των κυττάρων, που 

χρησιμοποιείται από τις βρετανικές εταιρείες παθολογίας τραχήλου (B.S.C.P.) και 

κολποσκόπησης (B.S.C.C.P.) είναι η ακόλουθη: Φυσιολογικά κύτταρα, φλεγμονώδη  
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κύτταρα, κύτταρα με ιογενείς και οριακές αλλοιώσεις, κύτταρα με δυσκαρυωτικές 

αλλοιώσεις και καρκινικά κύτταρα. Πιο ειδικά η κατηγορία των κυττάρων με ιογενείς 

αλλοιώσεις, περιλαμβάνει στην πλειονότητα τους εκείνα τα κύτταρα που έχουν υποστεί 

αλλαγές οφειλόμενες κυρίως στον ιό HPV. Αυτές περιλαμβάνουν την κοιλοκυττάρωση, 

δυσκεράτωση, υπερκεράτωση και παρακεράτωση. 

Ως ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες, θεωρούνται οι νεοπλασίες που αναπτύσσονται στο 

επιθήλιο του τραχήλου, δεν διηθούν τη βασική μεμβράνη και δεν επεκτείνονται στο 

στρώμα του οργάνου (προδιηθητική ή προκαρκινική βλάβη). Η συγκεκριμένη άποψη 

προέλευσης του καρκίνου στον τράχηλο, δηλαδή ως αποτέλεσμα εξέλιξης μίας 

ενδοεπιθηλιακής επεξεργασίας, είναι αντίθετη από την έννοια της de novo ανάπτυξης, 

και διατυπώθηκε το 1908 από τον Schauenstein. (4, 8-10) 

Αν όλο το επιθήλιο παρουσιάζει κυτταρικές αλλοιώσεις παρόμοιες καρκινώματος, η 

ονομασία Αλλοιώσεων του Πλακώδους Επιθηλίου μετονομάζεται σε «Τραχηλική 

Ενδοεπιθηλιακή Νεοπλασία» (Cervical Intraepithelial Neoplasias, CIN). Διακρίνεται σε 

CIN I: ελαφρά ή ήπια δυσπλασία, CIN II: μέτρια δυσπλασία, CIN IIΙ: σοβαρή δυσπλασία 

και καρκίνωμα in situ (4). Οι παραπάνω όροι αυτοί είναι ιστολογικοί και αντιστοιχούν 

στους κυτταρολογικούς όρους της ελαφράς, μέτριας και σοβαρής δυσκαρίωσης (8-10). 

 

Πίνακας: 7 Κατηγορίες Νεοπλασιών και χαρακτηριστικά τους (σύμφωνα με την Βρετανική σχολή). 

 

 

 

Κατηγορία Ενδοεπιθηλιακής Νεοπλασίας Xαρακτηριστικά 

CIN I Δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις συμβατές με 

ελαφρά ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

CIN II Δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις συμβατές με 

μέτρια ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

CIN III Δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις συμβατές με 

σοβαρή ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 
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Σε περιπτώσεις ενδοεπιθηλιακών νεοπλασιών (σύμφωνα με την Βρετανική σχολή) 

ανάλογα με τη διαφοροποίηση των δυσκαρυωτικών κυττάρων (ώριμα, μετρίως ώριμα ή 

ανώριμα παραβασικού τύπου) και την πύρηνο/κυτταροπλασματική σχέση ή αντιστοιχία 

των κυτταρολογικών ευρημάτων με την υποκείμενη τραχηλική βλάβη είναι ως εξής: 

Η βαρύτητα της κατάστασης μπορεί να εκτιμηθεί από το είδος των κυττάρων που 

παρουσιάζουν τις δυσκαρυωτικές ή ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις, χωρίς αυτό να πάντα 

απόλυτο. Οπότε όταν οι δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις παρατηρούνται μόνο στα κύτταρα 

της επιφανειακής ή της ενδιάμεσης στιβάδας του πλακώδους επιθηλίου, δεν 

χαρακτηρίζουμε την κατάσταση βαριά και ιστολογικά αντιστοιχεί σε εικόνα δυσπλασία 

του επιθηλίου ελαφρού ή μέσου βαθμού αντίστοιχα (CIN I ή CIN II). 

Όταν οι δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις υπάρχουν στα κύτταρα της παραβασικής στιβάδας 

μόνης ή μαζί και στις άλλες δύο, τότε η κατάσταση θεωρείται σοβαρότερη και 

αντιστοιχεί ιστολογικά σε σοβαρή ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία, δηλαδή CIN IΙΙ, 

συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου διηθητικού καρκίνου (Ca in situ). Σύμφωνα με 

την ταξινόμηση Bethesda (πρόταση Αμερικάνικης σχολής), ιογενείς ή και ήπιες 

δυσκαρυωτικές αλλοιώσεις ώριμων πλακωδών κυττάρων ταξινομούνται ως HPV/ 

χαμηλού βαθμού πλακώσεις ενδοεπιθηλιακές βλάβες (HPV/low grade SIL-squamous 

intraepithelial lesions, δηλαδή HPV και CIN I), ενώ όλες οι υπόλοιπες περιπτώσεις των 

μέτρια ώριμων ή και ανώριμων παραβασικού τύπου κυττάρων με δυσκαρυωτικές 

αλλοιώσεις ταξινομούνται ως υψηλού βαθμού πλακώδεις ενδοεπιθηλιακές βλάβες 

(high grade SIL, δηλαδή CIN II και CIN III).  

Οι αλλοιώσεις που παρουσιάζονται στα πλακώδη κύτταρα αφορούν την κατάσταση:  

Άτυπα πλακώδη κύτταρα (ASC) απροσδιόριστης σημαντικότητας (ASC-US) 

H παρουσία των οποίων δεν μπορεί να αποκλειστεί (HGSIL ASC-H) 

Χαμηλού βαθμού ενδοεπιθηλιακή βλάβη (LGSIL):HPV και ήπια δυσπλασία (CIN Ι) 

Υψηλού βαθμού ενδοεπιθηλιακή βλάβη(ΗGSIL): μέτρια και σοβαρή δυσπλασία και 

Καρκίνωμα In situ (CIN III, CIS). 
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Το πλακώδες καρκίνωμα χαρακτηρίζεται από:  

Αδενικά κύτταρα 

Άτυπα αδενικά κύτταρα (ενδοτραχηλικά, ενδομητρικά ή απροσδιόριστου τύπου 0) 

Άτυπα αδενικά κύτταρα, με πιθανότητα εμφάνισης νεοπλασμάτων  

Αδενοκαρκινωμα In situ ενδοτραχήλου 

Αδενοκαρκίνωμα 

 

Πίνακας 3. (4) 

Αντιστοιχία και χαρακτηρισμός αλλοιώσεων τραχήλου μήτρας στα διάφορα συστήματα 

ταξινόμησης 

WHO Ταξινόμηση CIN Bethesda 

Κυτταρολογικά 

φυσιολογικές γυναίκες -

Cytologically normal 

Κυτταρολογικά Φυσιολογικές γυναίκες – Δεν 

εμφανίζουν κύτταρα με ανωμαλίες στην 

επιφάνεια του τραχήλου 

----- 

Πλακώδεις 

Ενδοεπιθηλιακές  

Βλάβες 

Είναι αποτέλεσμα της διάγνωσης Τεστ Παπ που 

αφορά ύπαρξη ανωμαλιών στην κυτταρολογία 

των κυττάρων.Η ορολογίες SIL και CIN είναι 

συχνά χρησιμοποιούμενες για να περιγράψουν 

προκαρκινικές βλάβες ή ανωμαλίες ανάπτυξης 

των πλακωδών κυττάρων που υπάρχουν στον 

τράχηλο. CIN: Cervical Intraepithelial Neoplasias-

Τραχηλική Ενδοεπιθηλιακή Νεοπλασία: Αποτελεί 

ιστολογική διάγνωση μετά από ανάλυση ιστού 

τραχήλου προερχόμενου από βιοψία ή 

χειρουργική  εκτομή.Διακρίνεται σε CINI-II-III 

Squamous 

Intraepithelial 

Lesions, SIL 

Ελαφρά δυσπλασία, 

Χαμηλού βαθμού 

αλλοίωση 

CIN I:Είναι τραχηλικές βλάβες χαμηλού βαθμού, 

που προσδιορίζονται από πρώιμες αλλαγές στο 

μέγεθος, στο σχήμα και τον αριθμό των 

ανώμαλων κυττάρων που διαμορφώνουν την 

επιφάνεια του τραχήλου και μπορούν να  

αναφέρονται ως Ελαφρά δυσπλασία: LSIL ή  CIN-

1.*Συμπεριλαμβάνονται οι περιπτώσεις με HPV 

Low grade 

squamous 

intraepithelial 

lesion, LGSIL 
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μόλυνση 

Μέτρια δυσπλασία CIN II:Είναι τραχηλικές βλάβες μέτριου βαθμού, 

που προσδιορίζονται από αρκετό αριθμό προ-

καρκινικών κυττάρων στην επιφάνεια του 

τραχήλου και εμφανίζουν διαφορά από τα  

φυσιολογικά κύτταρα. ‘Έχουν την δυναμική να 

μετατραπούν σε καρκινικά και να εισβάλλουν σε 

βαθύτερες στοιβάδες στον ιστό του τραχήλου. 

Μπορούν να χαρακτηριστούν ως μέτριες 

δυσπλασίες και ο όρος που χρησιμοποιείται 

είναι:HSIL 

Βαρειά δυσπλασία, 

Καρκίνωμα Υψηλού 

βαθμού αλλοίωση 

CIN III:Είναι τραχηλικές βλάβες υψηλού βαθμού, 

που προσδιορίζονται από μεγάλο αριθμό προ-

καρκινικών κυττάρων στην επιφάνεια του 

τραχήλου και εμφανίζουν ευδιάκριτη διαφορά 

από τα  φυσιολογικά κύτταρα. ‘Έχουν την 

δυναμική να μετατραπούν σε καρκινικά και να 

εισβάλλουν σε βαθύτερες στοιβάδες στον ιστό 

του τραχήλου. Μπορούν να χαρακτηριστούν ως 

μέτριες ή σοβαρές δυσπλασίες και ο όρος που 

χρησιμοποιείται είναι:HSIL 

 

 

 

 

 

 

 

High grade 

squamous 

intraepithelial 

lesion, HGSIL 

Τραχηλικό καρκίνωμα In 

situ 

Είναι καρκινικά κύτταρα που περιορίζονται 

στον τράχηλο και δεν έχουν μεταδοθεί σε 

άλλα σημεία του σώματος. Μπορεί να 

αναφερθεί και με τους όρους:   Invasive 

cervical cancer (ICC) – Διηθητικό Τραχηλικό 

Καρκίνο / Cervical cancer –Καρκίνο του 

τραχήλου εάν οι υψηλού-βαθμού αλλοίωση 

στα προ-καρκινικά κύτταρα εισβάλλει σε 

βαθύτερα στρώματα των ιστών του 

τραχήλου ή και σε άλλα όργανα. 

cervical 

carcinoma in 

situ, CIS 

 

Διηθητικό πλακώδες 

Τραχηλικό Καρκίνωμα- 

Αποτελείται από κύτταρα που ομοιάζουν με 

αυτά του πλακώδους επιθηλίου. 
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Invasive squamous cell 

carcinoma 

Αδενοκαρκίνωμα- 

Adenocarcinoma 

Διηθητικός καρκίνος με αδενικά και 

πλακώδους επιθηλίου χαρακτηριστικά 

αναμεμιγμένα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 36. Συσχέτιση και ποσοστά εμφάνισης υποτύπων HPV και κακοηθειών στον τράχηλο της μήτρας 
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Εικόνα 37. Πορεία μόλυνσης από την είσοδο του ιού έως και την ανάπτυξη κακοήθειας (52) 

 

 

Πριν ακόμη από την εμφάνιση  των προκαρκινικών αλλοιώσεων, υπάρχουν τα 

κονδυλώματα του τραχήλου, τα οποία είναι μονήρη ή πολλαπλά και αναφέρονται 

παραπάνω. Εμφανίζονται είτε σαν μικρά, ανθοκραμβοειδή μορφώματα, είτε σαν 

λευκωπές επίπεδες πλάκες ή και υπόλευκες αλλοιώσεις του επιθηλίου. Οφείλονται 

στην προσβολή του επιθηλίου από τους ιούς των ανθρωπίνων κονδυλωμάτων (HPV) και 

θεωρούνται νόσημα μεταδιδόμενο με τη γενετήσια επαφή (4). 

Γενετικά Κονδυλώματα (condyloma acuminatum) 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί και στην παράγραφο 2.2.3, τα Γενετικά Κονδυλώματα (στα 

γεννητικά όργανα ή στον πρωκτό) είναι χαρακτηριστική εικόνα μόλυνσης από κάποιο 
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συγκεκριμένο τύπο HPV.  Στους περισσότερους ανθρώπους που μολύνονται από 

συγκεκριμένους υποτύπους HPV των γεννητικών, η μόλυνση διαρκεί μικρότερο χρονικό 

διάστημα, και δεν εμφανίζουν ποτέ κονδυλώματα ή κάποιο άλλο σύμπτωμα (εικόνα 38) 

(64). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η κλινική σταδιοποίηση του βασίζεται στη διπλή ψηλάφηση του, η οποία είναι συχνά 

ανακριβής όσον αφορά τη διήθηση των παραμητρίων, του πυελικού τοιχώματος, των  

 

περιαορτικών λεμφαδένων, το μέγεθος του ενδοαυλικού όγκου και το βαθμό 

επέκτασης του στο σώμα της μήτρας (4).  

Εικόνα 38. Κονδυλώματα στον τράχηλο (4) 

Εικόνα 39. Μικροσκοπική προβολή κονδυλωμάτων. 

Χαρακτηριστικά τα κοιλοκύτταρα που περιέχουν τον ιό (5) 

 



 

 

  

 
[Εισαγωγή] 

 

60 

Χαρακτηριστικά νεοπλαστικών- καρκινικών κυττάρων ανάλογα την εξέλιξη της νόσου 

�χάνουν την κανονικότητα της πολύστιβης διάταξής τους 

�έχουν μεγάλο πυρήνα σε σχέση με το κυτταρόπλασμα 

�εμφανίζουν μεγάλη ποικιλία σχήματος και μεγέθους, καθώς και σημαντικά αυξημένη 

μιτωτική  δραστηριότητα.  

Τα κυτταρολογικά αυτά γνωρίσματα χαρακτηρίζουν τα κακοήθη νεοπλασματικά 

κύτταρα και συσχετίζονται συνήθως με διηθητική νεοπλασματική ανάπτυξη.  

Οι συγκεκριμένες τραχηλικές κυτταρολογικές μεταβολές ενδέχεται να υφίστανται για 

πολλά χρόνια, πριν το νεόπλασμα διασπάσει τη βασική μεμβράνη του επιθηλίου και 

διηθήσει το υποκείμενο στρώμα. Όταν συμβεί η διήθηση, περιπτώσεις αναφέρονται ως 

καρκίνωμα in situ  ή ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου (CIN ΙΙΙ). Μετά τη 

διάσπαση της βασικής μεμβράνης τα καρκινικά κύτταρα διηθούν το στρώμα, 

εισέρχονται σε αιμοφόρα ή λεμφικά αγγεία και εξαπλώνονται σε άλλες θέσεις, π.χ. 

Στους λεμφαδένες γύρω από τις λαγόνιες αρτηρίες. Συγκεκριμένα, πρόκειται για 

διηθητικό καρκίνωμα, το οποίο χορηγεί μεταστάσεις. Η έγκαιρη διάγνωση της CIN 

πραγματοποιείται με την κυτταρολογική εξέταση των επιχρισμάτων του τραχηλικού 

επιθηλίου που αναφέρεται παρακάτω (εξέταση κατά Παπανικολάου).Τα κύτταρα 

αποκολλώνται από το επιφανειακό επιθήλιο στην περιοχή του τραχηλικού στομίου και 

εξετάζονται στο μικροσκόπιο για την παρουσία ανωμαλιών. Η ανακάλυψη τέτοιων μη 

φυσιολογικών κυττάρων επιτρέπει την έγκαιρη επέμβαση και θεραπεία, πριν την 

ανάπτυξη διηθητικών χαρακτήρων, οι οποίοι επιδεινώνουν την πρόγνωση της νόσου. 

Αναφορικά με τους παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη τραχηλικής καρκινογένεσης 

οι πιο σημαντικοί είναι: το πλούσιο σεξουαλικό ιστορικό διότι αυξάνει τον κίνδυνο 

μετάδοσης καρκινογόνων ιών και το κάπνισμα (4). 

Σε περιπτώσεις ανεύρεσης  άτυπων ενδοτραχηλικών κυττάρων ανάλογα με τη βαρύτητα 

των κυτταρολογικών αλλοιώσεων, οι περιπτώσεις ταξινομούνται ως ατυπία 

ακαθόριστης σημαντικότητας (AGUS), ατυπία συνηγορούσα υπέρ αδενικής 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίες ή συνηγορούσα υπέρ αδενοκαρκινώματος (4). 
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Αδενοκαρκίνωμα In situ 

Το αδενοκαρκίνωμα του τραχήλου της μήτρας είναι καρκίνος του κυλινδρικού 

επιθηλίου, ή αλλιώς του αδενικού επιθηλίου του τραχήλου. Απαντάται σε όλα τα 

σημεία του τραχήλου, ειδικότερα όμως στο έσω στόμιο της μήτρας. Λόγω του ότι η 

πλευρά του κόλπου δεν υφίστανται ορατές αλλοιώσεις, ο καρκίνος αυτός καμία φορά 

παραμένει για αρκετό καιρό αδιάγνωστος, οπότε μέχρι την εκδήλωση του, η όψη του 

τραχήλου της μήτρας είναι λεία και αμετάβλητη, ενώ μέσα στον ενδοτραχηλικό σωλήνα 

εξελίσσεται η καρκινική διαδικασία και προκύπτει το καρκινωματώδες εξαλλαγμένο 

επιθήλιο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 40. Α )Μεγάλο λυμφατικό κανάλι μέσα σε πλακώδες κυτταρικό καρκίνωμα 

             Β) Σημεία από κακοήθη κύτταρα που εισβάλλουν το στρώμα (Dr. Raheela Ashfaq) (14) 

 

 

A  

Εικόνα 41. Αδενοκαρκίνωμα στον τράχηλο (Dr. Raheela Ashfaq) (14) 
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Όταν η καρκινωματώδης εξαλλαγή αρχίσει σε βαθύτερους ενδοτραχηλικούς αδένες, 

ταχέως αυξανόμενοι κυτταρικοί σχηματισμοί δημιουργούν ακανόνιστους όζους και 

προεκτάσεις, από τις οποίες σχηματίζεται ένας καρκινωματώδης όγκος με μέγεθος 

καρυδιού ή και αυγού όρνιθας. Όλο το τοίχωμα του τραχήλου της μήτρας διηθείται, 

ώστε η μέση μεταξύ τραχήλου και σώματος μήτρας εξαλείφεται και στο τέλος ο 

τράχηλος παίρνει το σχήμα βαρελλιού.Eίναι η χαρακτηριστική εικόνα του 

προχωρημένου, αυξανομένου καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, και στο στάδιο αυτό 

πολλές φορές έχει διηθήσει τα παραμήτρια μέχρι το τοίχωμα της λεκάνης. Ακόμη και 

όταν υφίσταται ένα τόσο εκτεταμένο σε προϊούσα νέκρωση ευρισκόμενο καρκίνωμα, η 

επιφάνεια του τραχήλου παραμένει ακόμη λεία και άθικτη, η οποία αποτελείται από 

από ένα λεπτό στρώμα. Το στρώμα αυτό εσωτερικά είναι γεμάτο με καρκινωματώδεις 

μάζες που απότομα εμφανίζονται στην επιφάνεια(65). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το 

αδενοκαρκίνωμα του ενδοτραχήλου της μήτρας, να μην  ανακαλύπτεται διότι βρίσκεται 

στον ενδοτραχηλικό σωλήνα, παρά όταν είναι προχωρημένο κι έχει εξελκωθεί 

(66,67).Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να υπάρχουν σημαντικές δυσκολίες στην έγκαιρη 

διάγνωση του αδενοκαρκινώματος του τραχήλου με την κλινική εξέταση, ιδίως στις 

εμμηνοπαυσιακές γυναίκες. Η σχέση ανευρεθέντων διηθητικών καρκίνων του  

πλακώδους επιθήλιου προς εκείνους των σοβαρών ενδοεπιθηλιακών νεοπλασιών (CIN 

III) ξεπερνά το 1:100, ενώ η σχέση των αδενοκαρκινωματων προς τα αδενοκαρκινώματα 

in situ είναι κάτω του 1:1.Επίσης, στο σύνολο των διηθητικών καρκίνων της μήτρας 

περίπου 5% των καρκίνων του τραχήλου της μήτρας αφορούν αδενοκαρκινώματα, όμως 

σε νεώτερες αναφορές στοιχείων από τις ΗΠΑ, το αδενοκαρκίνωμα εμφανίζεται στα 25-

30% και στην Ευρώπη, την τελευταία δεκαετία η συχνότητα του αδενοκαρκινώματος 

προοδευτικά διπλασιάστηκε (67) σε αντίθεση με  την σημαντική πτώση σε απόλυτους 

αριθμούς που παρατηρείται κατά τις τελευταίες δεκαετίες των περιστατικών καρκίνου 

του τραχήλου της μήτρας από το πλακώδες επιθήλιο. 
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Εικόνα 42. Δεξιά πλακώδες επιθήλιο εκτοτραχήλου νέας γυναίκας. Αριστερα πλακώδες επιθήλιο    

                        ηλικιωμένης γυναίκας (7)  

Εικόνα 43.Η ιστολογική εικόνα του αδενοκαρκινώματος inSitu (7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στο αδενοκαρκίνωμα in situ, το φυσιολογικό κυλινδρικό επιθήλιο των ενδοτραχηλικών 

αδένων μπορεί να αντικατασταθεί από δυο τύπους μη φυσιολογικού επιθηλίου. Στον 

πρώτο τύπο βλέπουμε ενα ψευδοδιαστρωμενο ή έστω ενα πολύστοιβο άτυπο αδενικό 

επιθήλιο με διογκωμένους επιμηκησμένους υπερχρωματικούς πυρήνες, 

περικυκλωμενου από ένα αραιό αδιαφοροποίητο κυτταρόπλασμα. Οι μιτώσεις είναι 

συχνές, η βλέννα λείπει, ή είναι ελάχιστη (ομοιόμορφος τύπος). Oι αδενικοί 

σχηματισμοί διατηρούνται, αλλά μπορεί να εμφανίζουν ενδοαδενικώς budding ή 

γεφυρώσεις. Αυτές οι άτυπες αλλοιώσεις είναι συνήθως εστιακές και μπορεί να είναι 

περιορισμένες μόνον σε ένα τμήμα του αδενικού επιθηλίου.  
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Στον δεύτερο τύπο, που είναι λιγότερο συχνός, οι αδένες μπορεί να είναι επενδυμένοι 

με αποδιοργανωμένα άτυπα κύτταρα με διογκωμένους πλειομορφικούς πυρήνες, με 

αποπροσανατολισμό της χρωματίνης. Το κυτταρόπλασμα είναι διαυγές 

αφρώδες,αρνητικό σε PAS (πλειομορφικός τύπος του Gloor και Ruzicka). Σπάνια 

ανευρίσκονται και «κυπελοειδή» κύτταρα (goblet cells) (7). Η επιμόλυνση του τραχήλου 

με HPV, υποτύπου 18 και σπάνια του 45, αποτελούν προϋπόθεση για την ανάπτυξη 

νεοπλασίας στο αδενικό επιθήλιο. Τα στελέχη HPV 16 και 18 σχετίζονται με τον καρκίνο 

του πλακώδους επιθηλίου και ο HPV 18 (και σπάνια ο 45) με το αδενοκαρκίνωμα. Τα 

δύο γονίδια Ε6 και Ε7 αυτών των ογκογόνων τύπων καθιστούν τα κύτταρα του 

επιθηλίου στον τράχηλο της μήτρας «αθάνατα», με αποτέλεσμα την εμφάνιση 

καρυοτυπικών ανωμαλιών,λόγω χρωμοσωμικών ανωμαλιών που επηρρεάζουν τον 

φαινότυπο των επιθηλιακών κυττάρων (52, 69). Η εξέλιξη της λοίμωξης σε 

προδιηθητική νόσο, ή καρκίνο, σχετίζεται με την κατάσταση που βρίσκεται ο ιός στο 

επιθηλιακό κύτταρο (ενσωματωμένος, επισωματικός, ή σε μικτή μορφή), όπως 

αναφέρεται παραπάνω. 

Η ενσωμάτωση του ιού είναι το καθοριστικό σημείο στην μετάβαση από CIN σε 

μικροδιηθητικό καρκίνωμα. Ακόμα και η μη ενσωματωμένη - η επισωματική δηλαδή - 

μορφή του HPV προκαλεί αλλαγές στο γονιδίωμα (τετρασωμίες, τρισωμίες) και η 

χρωμοσωματική αστάθεια που προκαλείται, διευκολύνει την ενσωμάτωση του ιού. Η  

συχνότητα εμφάνισης ενσωματωμένου, ή επισωματικού HPV σε κύτταρα ή ιστούς, 

ποικίλει ανάλογα με την σοβαρότητα της νόσου, τον τύπο του ιού και την μέθοδο που 

χρησιμοποιείται για την εντόπιση. Σε βιοψίες από CIN in situ ο ιός ήταν ενσωματωμένος 

μόνον στο 50% σε λοίμωξη από τον ΗPV 16 , αλλά στο 94% σε λοίμωξη από HPV 18. Η 

ενσωμάτωση του HPV DNA στα κύτταρα της βασικής στοιβάδας (των βλαστικών 

κυττάρων προηγείται της μεταμόρφωσης μιας βλάβης από χαμηλό σε υψηλότερο 

βαθμό (70). Η ποσότητα, ή το πλήθος των ιών στον τράχηλο μπορεί να είναι 

προγνωστικός παράγοντας για μελλοντική πρόοδο σε δυσπλασία ή και καρκίνο. 

Ανάμεσα σε γυναίκες που έχουν μολυνθεί με HPV ορότυπου υψηλού κινδύνου, οι 

κυτταρολογικές αλλοιώσεις είναι πιο συχνές σε αυτές που υπάρχει μεγαλύτερο ιϊκό 
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φορτίο. Η σχέση μεταξύ ιικού φορτίου και νόσου, διότι ενώ η ενσωμάτωση του ιού 

σχετίζεται με την σοβαρότητα της νόσου, η διαδικασία της ενσωμάτωσης ακολουθείται 

από ελάττωση του ιικού φορτίου. Βλάβες υψηλού βαθμού, που συνυπάρχουν με 

βλάβες χαμηλού βαθμού ,έχουν περισσότερο ιικό φορτίο. 

Επίσης η σχέση ιικού φορτίου και νόσου, ποικίλει ανάλογα με το στέλεχος του HPV. Σε 

περίπτωση λοίμωξης από HPV 16 αυξάνει ανάλογα με την σοβαρότητα της νόσου , ενώ 

στον HPV 18 δεν συμβαίνει το ίδιο. 

Αν η βαρύτητα των κυτταρολογικών αλλοιώσεων σχετίζεται με το ιικό φορτίο, αυτό θα 

μπορούσε να εξηγήσει, γιατί σε λοιμώξεις από τον HPV 18, οι κυτταρολογικές 

αλλοιώσεις είναι πιο ελαφριές και γιατί οι περιπτώσεις με αδενοκαρκίνωμα ιn situ, ή με 

αδενοκαρκινώματα δεν εντοπίζονται εγκαίρως (71). 

 Σύμφωνα με αυτά που γνωρίζουμε, δεν υπάρχει απόδειξη μείωσης της συχνότητας και 

θνησιμότητας από το αδενοκαρκίνωμα του τραχήλου, παρά την δραματική μείωση της 

συχνότητας και θνησιμότητας του καρκίνου του πλακώδους επιθηλίου σε ελεγμένους 

πληθυσμούς (72 ). 

Συγκριτικά με την καλή κατάσταση στην πρόληψη που αφορά τον καρκίνο του 

πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου, αυτή η αντίθεση που διαρκεί καιρό, με τα χαμηλά  

ποσοστά ανεύρεσης αδενοκαρκινωμάτων, μπορεί να οφείλεται σε περιορισμούς που 

προκύπτουν από την δυσκολία της εντόπισης αδενοκαρκινωμάτων, που βρίσκονται 

συχνά βαθειά μέσα στον ενδοτραχηλικό σωλήνα, σε περιοχές που εμποδίζουν την 

διερεύνηση και δεν είναι εύκολη η λήψη δειγμάτων στην εξέταση ρουτίνας (73). Η 

παρατήρηση της αύξησης των αριθμών αδενοκαρκινωμάτων υποδηλώνει την 

ανεπάρκεια των κλασικών προληπτικών ελέγχων γι αυτούς τους όγκους(74).Σε μία 

σχετικά πρόσφατη μελέτη, το αδενοκαρκίνωμα υπολογίζεται σε ποσοστό 41,9% στους 

ταχύτατους σε ανάπτυξη επιθετικούς καρκίνους (75). 

Για την ταχύτητα εξέλιξης μίας επίμονης λοίμωξης HPV σε CIN:  

Το πιο κρίσιμο σημείο στην καρκινογέννεση από HPV δεν είναι η μόλυνση από τον ιό, 

αλλά η πρόοδος σε CIN 3. Υπολογίζεται, ότι χρειάζονται πολλά έτη ώστε μια λοίμωξη 
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από HPV να προκαλέσει CIN3 , (Ca in situ.). Υπάρχουν όμως και γρήγορες εξελίξεις μέσα 

σε λίγους μήνες (76).  

Αίτια εικόνας διαγνωστικής ανεπάρκειας, αλλά και αύξησης των περιστατικων 

αδενοκαρκινωμάτων στις ανπτυπτυγμένες χώρες, με έναρξη τις ΗΠΑ και κατόπιν 

αναπτυγμένες χωρες της Ευρωπης: 

1. το σημείο ανάπτυξης του σε απόσταση 1,5-3εκ,. από τον εκτοτράχηλο, που το 

κάνει πάρα πολλές φορές δυσπρόσιτο, έως και απρόσιτο στο τεστ Papanicolaou 

και στην κολποσκόπιση 

2. οι πτωχές κυτταρολογικές αλλοιώσεις του αδενικού επιθηλίου. Ισως ακομη, η 

απόπτωση κυλινδρικών κυττάρων, ειδικά όταν οι εστίες αφορούν βαθιές 

πτυχώσεις ενδοτραχηλικών αδένων, επέρχεται πολύ αργά 

3. στο  ACIS δεν υφίσταται  η διαβάθμιση  σε σταδια,  όπως  εκείνη του   CIN Ι - ΙΙΙ,   

που αφορά  μόνον το  πλακωδες επιθήλιο,  που αποτελειται  μέχρι  και από 15 

στοιβάδες κυττάρων  και έτσι η πολυμορφία  των αλλοιωσεων του ειναι  πολυ 

πιο χαρακτηριστική  για  την  κυτταρολογική εκτίμηση 

4. οι τυχόν εγγενείς αδυναμίες της μεθόδου της κυτταρολογίας, όπως ίσως 

ακατάλληλη λήψη, ανεπαρκές υλικό λόγω κλειστού τραχήλου (συχνό στην 

εμμηνόπαυση με ατροφία του κολπικού επιθηλίου) 

5. η σπάνια ταχύτατη ανάπτυξη ενός αδενοκαρκινώματος με διάσπαση της 

βασικής μεμβράνης 

6. η σχέση μεταξύ αντισυλληπτικών και αύξησης των περιστατικών 

αδενοκαρκινωμάτων είναι η πλέον πιθανή. Παπανικολάου Αλέξης.: Παράγοντες 

κινδύνου για HPV λοίμωξη και καρκίνου του τραχήλου (76). 
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3.4. Προσυμπτωματικός έλεγχος και Θεραπεία 

3.4.1. Προσυμπτωματικός έλεγχος 

H Εθνική Επιτροπή Προσυμπτωματικού Ελέγχου του Ηνωμένου Βασιλείου (National 

Screening Committee) ανασκεύασε προηγούμενες ερμηνείες του προσυμπτωματικού 

ελέγχου εισάγοντας για πρώτη φορά την έννοια του κινδύνου στον ορισμό του. Ως εκ 

τούτου, ο προσυμπτωματικός έλεγχος ορίστηκε ως “… μια υπηρεσία δημόσιας υγείας 

στην οποία τα άτομα ενός καθορισμένου πληθυσμού, τα οποία δεν θεωρούν 

απαραιτήτως ότι έχουν προσβληθεί ή ότι διατρέχουν κίνδυνο εκδήλωσης κάποιας 

ασθένειας ή των επιπλοκών της, υπόκεινται σε ερωτήσεις ή δοκιμασίες με σκοπό την 

αναγνώριση αυτών που είναι πιθανότερο να ωφεληθούν παρά να ζημιωθούν από 

περαιτέρω δοκιμασίες ή από μια ενδεχόμενη θεραπεία για τη μείωση του κινδύνου 

εκδήλωσης μιας ασθένειας ή των επιπλοκών της”. Κατά συνέπεια τα πιθανά κλινικά 

οφέλη του προσυμπτωματικού ελέγχου, δεν μπορούν να αποτελέσουν το μοναδικό 

κριτήριο επιλογής ενός προγράμματος προ-συμπτωματικού ελέγχου, όταν πρόκειται  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 4. Οφέλη και Μειονεκτήματα του προσυμπτωματικού ελέγχου (63) 

για την εφαρμογή του ως πολιτική υγείας. Ο προσυμπτωματικός έλεγχος ενέχει 

κινδύνους καθώς και μειονεκτήματα (Πίνακας 4) τα οποία θα πρέπει να 

συνυπολογίζονται στην περίπτωση της εφαρμογής προγραμμάτων προσυμπτωματικού 

ελέγχου, για την επίτευξη του βέλτιστου αποτελέσματος. 
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Προσυμπτωματικός έλεγχος στην Ελλάδα 

Έρευνα του Ινστιτούτου Κοινωνικής και Προληπτικής Ιατρικής (ΙΚΠΙ) αποδεικνύει τις 

συνέπειες όχι μόνο της έλλειψη ενός οργανωμένου συστήματος προσυμπτωματικών 

ελέγχων αλλά και της ελλιπής ενημέρωσης του κοινού σχετικά με τη σπουδαιότητα και 

τα οφέλη του προσυμπτωματικού ελέγχου. Σύμφωνα με το ΙΚΠΙ η διεξαγωγή των 

προσυμπτωματικών ελέγχων για τον έλεγχο ασθενειών βρίσκεται σε ανησυχητικά 

χαμηλά επίπεδα στην Ελλάδα καθώς και η ενημέρωση των Ελλήνων. Σχετικά πιο 

ενθαρρυντικά εμφανίζονται τα αποτελέσματα σχετικά με την διενέργεια  

προσυμπτωματικού ελέγχου για τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας με το 64,9% των 

γυναικών να πραγματοποιούν τον ενδεικνυόμενο έλεγχο της κυτταρολογικής εξέτασης 

Παπανικολάου (Pap τεστ). Τα αποτελέσματα της μελέτης προτείνουν ο έλεγχος να 

αφορά γυναίκες ηλικίας από 25 έως και 64 ετών, να έχει συχνότητα διεξαγωγής κάθε 3 

έτη και να συμπεριλαμβάνει παρεμβάσεις και μεθόδους όπως Κλινική Εξέταση και Τεστ 

Pap.Στο Εθνικό Πρόγραμμα Προσυμπτωματικού Ελέγχου για καρκίνο του τραχήλου της 

μήτρας, όλες οι γυναίκες ηλικίας 25 έως 64 ετών θα καλούνται κάθε 3 έτη για 

διεξαγωγή κυτταρολογικής εξέτασης Παπανικολάου. Σε περίπτωση θετικών ή 

διφορούμενων αποτελέσματα της κυτταρολογικής εξέτασης, διενεργείται η γενετική 

δοκιμασία HPV (HPV DNA test) ως συνδυαστικός έλεγχος προς επιβεβαίωση και 

επαλήθευση της διάγνωσης. 

Επίσης, ενδιαφέρον στοιχείο αποτελεί το γεγονός ότι παρά την ισχυρή υποστήριξη της 

δοκιμασίας Παπανικολάου ως ικανής μεθόδου πρώτης γραμμής για προσυμπτωματικό 

έλεγχο για καρκίνο του τραχήλου της μήτρας, αρκετοί εκ των συμμετεχόντων στην 

έρευνα, οι οποίοι στάθηκαν υπέρ της μεθόδου αυτής, πρότειναν να εξεταστεί η πιθανή 

αντικατάσταση του Παπ τεστ με το HPV DNA τεστ ή η ενσωμάτωση του στον αλγόριθμο 

του ελέγχου, στρατηγική η οποία υποστηρίζεται σταδιακά από νέες μελέτες 

οικονομικής αξιολόγησης οι οποίες κρίνουν θετική την κλινική αποτελεσματικότητα και 

την οικονομική αποδοτικότητα του HPV DNA τεστ υπό συγκεκριμένες προϋποθέσεις 

(63). 
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Προληπτικός Κυτταρολογικός Έλεγχος 

Ο προληπτικός κυτταρολογικός έλεγχος αρχίζει μετά την έναρξη των σεξουαλικών 

σχέσεων και θεωρείτε ότι είναι συνετό να επαναλαμβάνεται μαζί με την προληπτική 

κλινική εξέταση ετησίως (4). Στις περισσότερες ανεπτυγμένες χώρες, είναι δυνατή η 

πρόληψη του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας μέσω της ανίχνευσης κυτταρικών 

αλλοιώσεων με την Τραχηλικό τεστ Παπανικολάου (Pap-test) ή μέσω της υγρής 

κυτταρολογίας που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση κυτταρικών αλλοιώσεων που  

πιθανών να οδηγήσουν στην ανάπτυξη καρκίνου. Επίσης η τυποποίηση του ιού με HPV 

DNA TEST το οποίο μας αποκαλύπτει τον υπότυπο του ιού καθώς και αν υπάρχει 

συνλοίμωξη(1).  

Η κυτταρολογία υγρής φάσης (Thin Prep) (εικόνα 44), αποτελεί μία τεχνική ανίχνευσης,  

που το υλικό που λαμβάνεται στην εξέταση κατά Παπανικολάου αντί να στρώνεται στο 

πλακίδιο ξεπλένεται σε ειδικό φιαλίδιο με διάλυμα αλκοόλης. Η διαγνωστική του 

αξιοπιστία είναι υψηλότερη της κλασσικής κυτταρολογικής μεθόδου αν και το κόστος 

είναι μεγαλύτερο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η 

νεότερη προληπτική μέθοδος εκτίμησης που αναφέρεται παραπάνω είναι η HPV-DNA 

Εικόνα 44. Αριστερά: η κλασσική διαγνωστική μέθοδος Τεστ Παπ.  

                    Δεξιά: Η κυτταρολογία υγρής φάσης-Thin Prep (Dr.Raheela Ashfaq)  
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ανάλυση (DNA-testing). Είναι μέθοδος Μοριακής Βιολογίας και βασίζεται στην τεχνικής 

της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) και στον 

υβριδισμό. Ανιχνεύεται η παρουσία της HPV μόλυνσης, ο τύπος του ιού και η ποσοτική  

εκτίμηση του ιικού φορτίου.  Ενώ οι πληροφορίες που παρέχονται με το DNA-testing 

είναι ιδιαίτερα χρήσιμες κατά την αξιολόγηση της σοβαρότητας μία LGSIL βλάβης και 

της μεθοδολογικής αντιμετώπισής της, αλλά και στις περιπτώσεις με κυτταρολογικές 

αλλοιώσεις απροσδιόριστης σημασίας (ASCUS) (4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Το χαμηλό ποσοστό οφείλεται στο γεγονός ότι ο καρκίνος του τραχήλου μπορεί να 

ανιχνευτεί σε πρώιμο στάδιο, όταν κλινικές βλάβες υπάρχουν στο πολύστοιβο 

πλακώδες επιθήλιο.  Η πρόληψη βασίζεται στην πρώιμη ανίχνευση (77-81). 

Εμβόλιο HPV και η εφαρμογή μαζικής ανοσοποίησης  

Η ανοσοποίηση του ανθρώπινου οργανισμού γίνεται με τη χρήση των εμβολίων από το 

18
ο
 αιώνα και εξακολουθεί να αποτελεί τον κύριο τρόπο πρόληψης έναντι των ιογενών 

λοιμώξεων (82,32). Η εφαρμογή συγκεκριμένων προγραμμάτων μαζικής ανοσοποίησης 

τα τελευταία 20 χρόνια οδήγησε εν τέλει στον έλεγχο των λοιμώξεων π.χ της ιλαράς, της 

ερυθράς, της ηπατίτιδας Β (84) κ.α.  

Εικόνα 45. HPV-DNA ανάλυση (DNA-testing) για την ανίχνευση 

της παρουσίας πολλών HPV τύπων 
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Η εφαρμογή της σύγχρονης Βιοιατρικής έρευνας, μέσω της χρήσης εξειδικευμένων  

τεχνικών Μοριακής Βιολογίας, οδήγησαν στο σχεδιασμό και την παραγωγή νέων 

εμβολίων που προστατεύουν τον ανθρώπινο πληθυσμό από την μετάδοση και έξαρση 

λοιμωδών νόσων. Στις 8 Ιουνίου του 2006 εγκρίθηκε η χορήγηση του  πρώτου εμβολίου 

που προστατεύει τον οργανισμό απο τους τύπους 6,11,16 και 18, από τους οποίους 

μόνο οι τύποι 16 και 18 μπορούν να προκαλέσουν καρκίνο. Τα δημοσιευμένα στοιχεία 

της εταιρείας που κατέχει το εμβόλιο εμπορικά δείχνουν διάρκεια 3,5 χρόνων.Το 

Σεπτέμβριο του 2007 εγκρίθηκε στην Ευρώπη η χορήγηση δεύτερου τύπου εμβολίου το 

οποίο παρέχει υψηλή προστασία από τους ΗPV τύπους 16 και 18 (υπεύθυνοι για το 71% 

των περιπτώσεων καρκίνου τραχήλου της μήτρας) για τουλάχιστον 6,5 χρόνια. Τον 

Ιούλιο του 2009 ανακοινώθηκε σε μια μεγάλη κλινική μελέτη ότι το συγκεκριμένο 

εμβόλιο προλαμβάνει συνολικά πέντε ογκογόνα στελέχη του ιού HPV εκτός από τους 16 

και 18 δίνοντας έτσι επιπλέον προστασία από τον καρκίνο κατά 11-16%. Τον Αύγουστο 

του 2010 εγκρίθηκε από τις Ευρωπαϊκές Αρχές και τον ΕΟΦ νέο και διευρυμένο φύλλο 

οδηγιών για το εμβόλιο αυτό με ένδειξη για προστασία από τους πέντε συχνότερους 

ογκογόνους τύπους του ιού HPV. Το εμβόλιο δεν έχει παρενέργειες, εκτός από ελαφρύ 

τσούξιμο στην περιοχή που ένα άτομο εμβολιάστηκε. Προς το παρόν και σε όλο τον 

κόσμο το εμβόλιο χορηγείται μόνο σε γυναίκες και νεαρά κορίτσια με αποζημίωση από 

τα Ταμεία. Ήδη στην Μ. Βρετανία κυκλοφορεί το αντίστοιχο εμβόλιο για άρρενες, ενώ ο 

επόμενος στόχος αφορά γυναίκες μετά την ηλικία των 35 ετών. 

Ο εμβολιασμός με τη δημιουργία προστατευτικών αντισωμάτων προφυλάσσει από τους 

τύπους 16 και 18 κατά 100%, δηλαδή τους δυο πιο επικίνδυνους για πρόκληση 

καρκίνου τύπους HPV που ευθύνονται συνολικά για το 71% των περιπτώσεων καρκίνου. 

To ένα εμβόλιο περιλαμβάνει, εκτός από τους 16 και 18, και τους μη ογκογόνους 

τύπους 6 και 11 (αυτούς που προκαλούν κονδυλώματα) και προστατεύει  ικανοποιητικά 

για χρονικό διάστημα μέχρι 3 χρόνια, ενώ το δεύτερο εμβόλιο που περιλαμβάνει τους 

τύπους 16 και 18 φαίνεται πως προστατεύει ικανοποιητικά τουλάχιστον για 6,5 

τουλάχιστον χρόνια. 
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Μελέτες έχουν καταδείξει ότι ο συνδυασμός εμβολιασμού και τακτικού προληπτικού 

ελέγχου με το Τεστ Παπ μπορούν να μειώσουν την εμφάνιση καρκίνου στον τράχηλο 

της μήτρας κατά 94% (85). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 46. Η επίδραση του εμβολιασμού στην εμφάνιση κυτταρολογικών αλλοιώσεων. 

 

3.4.2. Θεραπεία  

Ο ιός δεν µπορεί να αποµακρυνθεί από τον οργανισµό. Μολύνει τα κύτταρα και 

παραµένει για πάντα µέσα τους. Αν ανιχνευτούν µη φυσιολογικά κύτταρα η ασθενής 

προχωράει σε κολποσκόπηση, λαµβάνεται βιοψία και αν η κολποσκόπηση επιβεβαιώσει 

κυτταρικές αλλοιώσεις και µπορούν να ακολουθήσουν καυτηριασµοί ή κρυοθεραπεία 

όπου αφαιρούνται οι αλλοιώσεις και τα κονδυλώµατα µε λέιζερ ή κρυοχειρουργική 

αφαίρεση. Στις θεραπευτικές µεθόδους περιλαµβάνονται: η τοπική επάλειψη µε 

αντινεοπλασµατικά φάρµακα, όπως η ποδοφυλλίνη ή η 5-φθοριουρακίλη, η εξαίρεση των 

κονδυλωµάτων τους. Με τους τρόπους αυτούς διαχείρισης των κυτταρικών αλλοιώσεων, 

αποτρέπεται η εξέλιξη τους σε καρκινικά, άρα και η µη ανάπτυξη καρκίνου στον τράχηλο 

της µήτρας.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4
ο
 

Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΚΑΙ Η ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΗΣ ΚΟΡΤΙΚΟΤΡΟΠΙΝΗΣ 

(CRH) ΚΑΙ ΤΩΝ ΝΤΙΦΕΝΣΙΝΩΝ (HBD1-2) 

 

4.1. Φυσιολογία και λειτουργία του γεννητικού συστήματος 

Η εύρυθμη λειτουργία του γεννητικού συστήματος της γυναίκας βασίζεται στην 

ανατομική και λειτουργική αρτιότητα των επιμέρους οργάνων που το αποτελούν. 

Επιπλέων, η λειτουργία των ενδοκρινών αδένων είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της 

ζωής και της υγείας του ατόμου.  

Οι ανατομικές μονάδες που συνθέτουν τόσο το γεννητικό σύστημα όσο και το 

ενδοκρινολογικό δημιουργούν τον άξονα «Υποθάλαμος-υπόφυση-γονάδες», όπου στο 

θηλυκό αναπαραγωγικό σύστημα οι γονάδες αφορούν τις ωοθήκες, άρα και την 

λειτουργία της μήτρας, στην βάση της οποίας υπάρχει ο τράχηλος της μήτρας. 

Αντίστοιχα, στο ενδοκρινολογικό σύστημα, ο υποθάλαμος και η υπόφυση διατηρούν 

εξέχουσα θέση, διότι διαμέσω των συναφών νευρικών και αγγειακών τους συνδέσεων, 

σχηματίζουν μία σύνθετη λειτουργική μονάδα, που ρυθμίζει αρκετές από τις βασικές 

λειτουργίες του οργανισμού μας. Τα συγκεκριμένα όργανα βρίσκονται σε διαρκή 

αλληλεπίδραση και επικοινωνία μέσω ορμονών και νευροδιαβιβαστών που εκκρίνουν 

(4,86).Η λειτουργία του γεννητικού συστήματος, των οργάνων που το αποτελούν και η 

διαδικασία της αναπαραγωγής, επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες όπως το 

stress, η διατροφή, η άσκηση κ.α. (5,86). 
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Εικόνα 47. Άξονας HPA 

 

 

 

 
 

4.2. Υποθάλαμος και Υπόφυση 

 

4.2.1 Νευροορμόνες που εκκρίνουν  

Ο υποθάλαμος αποτελεί τμήμα το διεγκεφάλου, στη βάση του εγκεφάλου μεταξύ του 

οπτικού χιάσματος (μπροστά) και του οπισθίου συνδέσμου του εγκεφάλου (πίσω). Έχει 

σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση της έκκρισης ορμονών από τους ενδοκρινείς αδένες, 

καθώς επίσης επηρεάζει και λειτουργίες του αυτόνομου νευρικού συστήματος. 

Ο υποθάλαμος αποτελείται από πεπτιδεργικούς νευρώνες, οι οποίοι συνθέτουν και 

εκκρίνουν νευροορμόνες. Συγκεκριμένα από τους πυρήνες του υποθαλάμου (κύτταρα 

οργανωμένα σε δομές) εκκρίνονται υποθαλαμικές ορμόνες που ρυθμίζουν την έκκριση 
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των ορμονών της πρόσθιας υπόφυσης: η εκλυτική ορμόνη των γοναδοτροπιών (GnRH), 

η εκλυτική ορμόνη  της θυρεοειδοτροπίνης (TRH), η εκλυτική ορμόνη της φλοιοτρόπου  

ορμόνης (CRH), η εκλυτική ορμόνης της αυξητικής ορμόνης (GHRH), η σωματοστατίνη 

(SS) και η ντοπαμίνη (PIF:prolactin inhibitor factor). Η υπόφυση βρίσκεται κάτω από τον 

υποθάλαμο, σε ένα κοίλωμα του οστού (τουρκικό εφίππιο) μέσα στο κρανίο. Είναι 

αδένας και σχηματίζεται από τη συγχώνευση δύο ιστών. Ο οπίσθιος λοβός της 

(νευρουπόφυση) διαφοροποιείται στους νευρώνες του υποθαλάμου. Από την 

νευρουπόφυση εκκρίνονται πεπτιδικές ορμόνες όπως η ADH ή AVP (αντιδιουρητική 

ορμόνη), OCT(ωκυτοκίνη) (87). 

Ο πρόσθιος λοβός υπόφυσης  (αδενουπόφυση) αποτελείται από τα ενδοκρινή κύτταρα 

που συνθέτουν, αποθηκεύουν και εκκρίνουν ποικιλία πεπτιδικών και πρωτεϊνικών 

ορμονών, που απελευθερώνονται στην κυκλοφορία και δρουν σε απομακρυσμένα 

περιφερικά κύτταρα-στόχους (ενδοκρινική λειτουργία). Επίσης, οι ορμόνες αυτών των 

ενδοκρινικών κυττάρων δύνανται να δρουν σε γειτονικά κύτταρα-στόχους της 

αδενουπόφυσης (παρακρινική λειτουργία) (87). 

Από ενδοκρινής απόψεως, ο υποθάλαμος μπορεί να θεωρηθεί ως ο κεντρικός σταθμός 

συλλογής και ολοκλήρωσης σημάτων από διάφορες πηγές και διοχέτευσης τους στην 

υπόφυση(87). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Εικόνα 48. Πορεία έκκρισης ορμονών GnRH, TRH, CRH, GHRH, SS, PIF 
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4.3. Η οικογένεια των CRF νευροπεπτιδίων  

 

4.3.1. Γενικά  

Η εκλυτική ορμόνη της κορτικοτροπίνης (corticotropin releasing hormone, CRH) και 

κυρίως η urotensin-I και η urocortin ανήκουν στην οικογένεια συγγενών 

νευροπεπτιδίων στα σπονδυλωτά. Η οικογένεια μπορεί να ομαδοποιηθεί σε δύο 

ξεχωριστές καταγωγές, με την urotensin-Ι και την urocortin και στην μία ομάδα και την 

CRH στη δεύτερη ομάδα. Η πρώτη ομάδα εκπροσωπεί τα είδη των ψαριών (urotensin-I), 

στα θηλαστικά και στα αμφίβια, αντίστοιχα. Τα πεπτίδια έχουν μία ποικιλία από 

φυσιολογικές επιπτώσεις στο stress και το άγχος, την κυκλοφορία του αίματος, την 

θερμορύθμιση, την ανάπτυξη και τον μεταβολισμό (87,131).  Επίσης επηρρεάζουν την 

μεταμόρφωση και την αναπαραγωγή σε ποικίλα είδη, ενώ εκκρίνονται ως φερορμόνες 

(28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 49.  Υποθαλαμικός άξονας κατά την κύηση. Απεικονίζεται η 

υποθαλαμική έκκριση του CRH  
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H ορμόνη CRH βρίσκεται κυρίως στην παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάμου των 

θηλαστικών και ρυθμίζει την έκκριση της κορτικοτροπίνης ACTH από την υπόφυση.  Από 

εκεί, η CRH μεταφέρεται στην πρόσθια υπόφυση και διεγείρει  την έκκριση της 

φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης (ACTH) διαμέσω των υποδοχέων της τύπου CRF 

R1,με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του άξονα υποθάλαμος-υπόφυση-και φλοιού των 

επινεφριδίων (YYE) καθώς και την απελευθέρωση των γλυκοκορτικοειδών. 

Ο CRH  εξελικτικά σχετίζεται με έναν αριθμό από άλλα ενεργά πεπτίδια. Η Urocortin 

δρα in vitro και διεγείρει την έκκριση της φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης. Η 

Urotensin βρίσκεται στο ουραίο σύστημα του τελεοστέου, δρα ως νευροεκκριτική και 

μπορεί να έχει σημαντικό ρόλο ωσμωρύθμιση, καθώς και ως παράγοντας 

απελευθέρωσης κορτικοτροπίνης. Η Urotensin-I απελευθερώνεται από την urophysis 

των ψαριών, παράγει ACTH και επιδρά στην μετέπειτα έκκριση της κορτιζόλης και in 

vivo. Η μη-ορμονική μορφή της προ-ορμόνης θεωρείται ότι είναι η πρωτείνη Urophysin 

που δεσμεύεται στην Urotensin.  Η Sauvagine έχει απομονωθεί από το δέρμα βατράχου 

και δρα ως ισχυρό διουρητικό με  υποτασική δράση (87). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 50.  Φυλογένεση για τον CRH (88) 

 

Εικόνα 51. Φυλογένεση   για τον CRH (87) 
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4.3.2. Ο παράγοντας CRH και η τοπολογία έκφρασης  

Ο CRH είναι αρκετά σημαντικός ρυθμιστής στρες στα θηλαστικά. Αν και αρχικά έχει 

αναφερθεί ότι εκφράζεται στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ), («Κεντρικός CRH») (93-

95) όπου και αναστέλλει την φλεγμονώδη αντίδραση (96), αρκετές μελέτες δείχνουν ότι 

ο CRH εκφράζεται εξίσου σε αρκετούς περιφερικούς ιστούς («Ανοσολογική CRH») 

(96,97) ρυθμίζοντας την επίδραση στο στρες (95,98) και επάγοντας τοπικά φλεγμονή 

(96). Ο CRH συμμετέχει στην ανθρώπινη φυσιολογία, από την στιγμή που η παθογένεση 

θεωρείται διαταραχή της ομοιόστασης, άρα και συνθήκη στρες (98). Βασιζόμενοι σε 

αυτά τα στοιχεία, η καρκινογένεση (99,100) και η εξέλιξη του όγκου (101-102) 

αναμενόταν να συσχετιστούν με τον CRH.  

 Έχει την ιδιότητα να επάγει in vitro και in vivo την έκλυση της κορτικοτροπίνης 

(adrenocorticotropin hormone, ACTH) από την υπόφυση και στη συνέχεια την έκκριση 

της κορτιζόλης από τον φλοιό των επινεφριδίων (89). Ο CRH αρχικά αναγνωρίσθηκε ως 

υποθαλαμικό νευροπεπτίδιο και κύριος ρυθμιστής του άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-

Επινεφρίδια (ΥΥΕ). Συντίθεται στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάμου και 

εκκρίνεται στην πυλαία κυκλοφορία για να ρυθμίσει την έκφραση του γονιδίου 

προπιομελακορτίνης (POMC) και την παραγωγή και έκκριση ACTH από την υπόφυση 

Εικόνα 51. Ρύθμιση της ACTH. Με πράσινο δηλώνονται οι πορείες που διεγείρουν μία 

απόκριση, ενώ με κόκκινο όσες αναστέλλουν μία απόκριση.    
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(88,92).  Εκτός του υποθαλάμου, ο CRH σε πολλά ποικίλα νευρωνικά και μη κύτταρα σε 

ολόκληρο το σώμα. Έχει ανιχνευτεί σε πολλές περιοχές του κεντρικού νευρικού 

συστήματος, στον φλοιό των επινεφριδίων, στα λεμφοκύτταρα, στο πάγκρεας, στους 

πνεύμονες, στο ήπαρ, στο δέρμα, στους ινοβλάστες του δέρματος, τον εγκέφαλο, το 

νωτιαίο μυελό, στο μυελό των επινεφριδίων, στην καρδιά, τα ούλα, τους πνεύμονες και 

των όρχεωνκαι στα περισσότερα όργανα του αναπαραγωγικού συστήματος όπως στους 

αδένες του ενδομητρίου, στις φυσιολογικές ανθρώπινες ωοθήκες, , στον ανθρώπινο 

φυσιολογικό πλακούντα, στην τροφοβλάστη, συγκιοτροφοβλάστη στο φθαρτό, κατά την 

εγκυμοσύνη και επίσης εκφράζεται  στην μήτρα μη εγκύων γυναικών (89,95,96,98,103-

108). O CRH αποτελεί τον βασικότερο ρυθμιστή και συντονιστή των συμπεριφορικών, 

ενδοκρινικών και ανοσολογικών αποκρίσεων του οργανισμού του ανθρώπου έναντι στο 

στρες (93,102). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 54.  Διάγραμμα των ενεργειών του CRH και των σχετιζόμενων ορμονών που 

ρυθμίζουν την έκκριση των γλυκοκορτικοειδών διαμέσω του άξονα HPA (25). 
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Ο CRH επίσης έχει εντοπισθεί επίσης και σε πληθώρα όγκων και καρκινωμάτων του 

ανθρώπου όπως του καρκίνου των ωοθηκών (97), του μελανώματος, 

φαιοχρωμοκύττωμα, και στον καρκίνο του μαστού. Επίσης εμφανίζεται και σε πολλές 

περιφερειακές περιοχές φλεγμονής (96, 109-112). O CRH ανάλογα το σημείο έκκρισης 

της διαφοροποιείται σε λειτουργία.  Οπότε και διακρίνεται στην (113,114): 

«Αναπαραγωγική» μορφή CRH 

«Αναπαραγωγική» μορφή CRH που παράγεται σε περιφερικά όργανα της 

αναπαραγωγής και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην φθαρτοποίηση του 

ενδομητρίου, την εμφύτευση και την μη-απόρριψη της βλαστοκύστης, τον τοκετό και 

την ωοθηκική λειτουργία. Η μήτρα εκφράζει το γονίδιο της CRH και κυρίως τα 

επιθηλιακά κύτταρα, που αποτελούν την κύρια πηγή της ορμόνης αυτής, ενώ το 

στρώμα δεν το εκφράζει παρά μόνο σε φθαρτοποίηση. Τοπικοί μηχανισμοί 

φθαρτοποιήσης ρυθμίζονται από την προσταγλαδίνη Ε2, την Ιντερλευκίνη-1 και την 

Ιντερλευκίνη-6 (102).Επίσης, οι υποδοχείς τύπου-1 για την εκλυτική ορμόνη CRH 

βρίσκονται τόσο στα επιθηλιακά κύτταρα όσο και στα κύτταρα του στρώματος του 

ενδομητρίου και στο μυομήτριο, γεγονός που αποδεικνύει ότι υπάρχει τοπική δράση 

της αναπαραγωγικής CRH.Ο ρόλος της «αναπαραγωγικής» εκλυτικής ορμόνης της 

κορτικοτροπίνης είναι σημαντικός. Αν θεωρήσουμε για παράδειγμα την διαδικασία της 

εμφύτευσης της βλαστοκύστης στο ενδομήτριο ως «άσηπτη φλεγμονή», αν και όταν το 

έμβρυο εμφυτεύεται «εμποδίζει» την αποβολή του, ο παράγοντας Fas και ο Fas ligand 

(FasL) έχουν σημαντικό ρόλο στη γενική ρύθμιση της ανοσοανοχής, προκαλώντας 

κυρίως απόπτωση των ενεργοποιημένων ανοσοκυττάρων που φέρουν FasL. H εμβρυική 

τροφοβλάστη και ο φθαρτός παράγουν CRH και εκφράζουν FasL (113,114). 

«Πλακουντιακή» CRH 

Η συγκεκριμένη μορφή είναι υπεύθυνη για την αυξημένη παραγωγή κορτιζόλης κατά το 

δεύτερο ήμισυ της κύησης. Προκαλεί αγγειοδιαστολή στην εμβρυοπλακουντική 

κυκλοφορία, προκαλώντας παραγωγή ΝΟ και  συμμετέχει στην έναρξη του τοκετού 

διεγείροντας την έκκριση προσταγλαδινών από τους εμβρυικούς υμένες και  
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προκαλώντας  σύσπαση των μυικών ινών του ενδομητρίου. Η έκκριση της μορφής 

αυτής, προκαλείται από τα γλυκοκορτικοειδή, τις φλεγμονώδεις κυτοκίνες καθώς και 

από ανοξικές καταστάσεις, ενώ καταστέλλεται από τα οιστρογόνα. Η πλακουντική CRH 

καθορίζει την έναρξη του τοκετού (104,106). 

«Ανοσολογική» CRH 

«Ανοσολογική» CRH που βρίσκεται στα σημεία της φλεγμονής, όπως αναφέρεται 

παραπάνω (111,114). 

 «Ωοθηκική» CRH 

Συμμετέχει στην ωρίμανση των ωοθυλακίων, την ωοθυλακιορρηξία και την υποστροφή 

του ωχρού σωματίου. Στα πρωτογενή ωοθυλάκια δεν εκφράζεται CRH, ενώ αντίθετα 

υπάρχει έντονη έκφραση της στα ώριμα ωοθυλάκια, που αυτό το γεγονός αποδεικνύει 

ότι η CRH μπορεί να έχει αυτοκρινή και παρακρινή ρόλο στην ωρίμανση του 

ωοθυλακίου.  

Επίσης, η γνωστή προ-φλεγμονώδη δράση της CRH πιθανών να εξηγεί την  συμμετοχή 

της σε άσηπτα φλεγμονώδη φαινόμενα π.χ την ωοθυλακιορρηξία και την υποστροφή 

του ωχρού σωματίου  

 

4.3.3. Το γονίδιο της CRH  

Συμβολίζεται ως HGNC (Gene: CRH ENSG00000147571) και η αγγλική ονομασία της 

πρωτεΐνης είναι:  corticotropin releasing hormone  (CRH) ή corticotropin releasing factor 

(CRF) (27) . 

 

 

 

 

 

Εικόνα 52.  To γονίδιο CRH στο χρωμόσωμα 8 
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Το γονίδιο της CRH βρίσκεται στο χρωμόσωμα 8 και το μετάγραφό της έχει 2 εξώνια και 

το μήκος του είναι 1.540 bps, ενώ το μεταφραζόμενο μήκος αποτελείται από 196 

αμινοξικά κατάλοιπα (27). 

 

 

 

Εικόνα 53.  Μετάγραφο  του CRH  

 

 

4.3.4. Οι ουροκορτίνες (UCNs) 

Η UCN1 ή UCN που αποτελείται από 40 αμινοξέα, εμφανίζει ~45% ομολογία με τον CRH 

που εκκρίνεται στον άνθρωπο. To πεπτίδιο της UCN έχει εντοπισθεί στον εγκέφαλο 

αλλά και λοιπούς ιστούς του οργανισμού, όπως το δέρμα, τον λιπώδη ιστό, το 

ανοσοποιητικό σύστημα, το γαστρεντερικό και το αναπαραγωγικό (115-118). 

H UCN2 αποτελείται από 38 αμινοξέα και εκφράζεται σε συγκεκριμένη τοπολογία στον 

εγκέφαλο, συγκεκριμένα στον υποθάλαμο και άλλα σημεία, καθώς και στον νωτιαίο 

μυελό. Το mRNA του συγκεκριμένου πεπτιδίου έχει ανιχνευτεί στην καρδιά, στον 

πνεύμονα, στο στομάχι, το δέρμα, στο ενδομήτριο και τον πλακούντα.Το πεπτίδιο UCN3 

αποτελείται από 38 αμινοξέα και εντοπίζεται η έκφρασή του στον υποθάλαμο, στο 

στέλεχος,ενώ περιφερικά ανιχνεύεται στο αίμα, στους μύες, στο δέρμα, τα επινεφρίδια, 

την καρδιά, τον λιπώδη ιστό (115-119). 
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4.3.5.Ρύθμιση και χαρακτηριστικά των πεπτιδίων CRH και UCN 

Τα γονίδια των δύο αυτών μορίων συντελούνται από 2 εξώνια και ένα ενδιάμεσο 

ιντρόνιο. Το δεύτερο εξώνιο τους κωδικοποιεί τα προ-πεπτίδια τους, ενώ το πρώτο 

εξώνιο περιέχει το μεγαλύτερο μέρος της 5’ αμετάφραστης περιοχής (27). 

Εμφανίζουν παρόμοια θέση πρόσδεσης των μεταγραφικών τους παραγόντων στους 

υποκινητές, ενώ για την ενεργοποίηση της έκφρασης του CRH προαπαιτούμενο είναι η 

φωσφορυλίωση του CREB (response element bilding protein,cAMP) (120). 

Όμοια, ο CREB εμφανίζει ίδιο λειτουργικό ρόλο και στον υποκινητή της UCN .Στον CRH, 

to REST/NRSF ρυθμίζει την έκφραση του ενώ η αλληλουχία τύπου NRSE/RE1 στον 

υποκινητή του πεπτιδίου UCN, πιθανών το ρυθμίζει αρνητικά.Η έκφραση του CRH, 

ρυθμίζεται από τον παράγοντα μεταγραφής Brn-2, ενώ και τα δύο γονίδια έχουν θέσεις 

πρόσδεσης για τον συγκεκριμένο μεταγραφικό παράγοντα (120). 

 

4.3.6 Οι υποδοχείς των CRH πεπτιδίων (CRFRs) 

Οι δράσεις των πεπτιδίων CRH και UCN διενεργούνται διαμέσω των υποδοχέων τους 

(CRF receptors,CRFRs) και τροποποιούνται διαμέσω της προσδένουσας πρωτεΐνης-CRF 

(CRF-binding protein, CRFBP). Οι υποδοχείς τους ανήκουν στην οικογένεια των 

ενωμένων με G-πρωτεΐνη διαμεμβρανικών υποδοχέων (G-protein coupled receptors, 

GPCRs) με το πρότυπο των 7 διαμεμβρανικών περιοχών. Στον άνθρωπο, έχουν 

ανιχνευτεί δύο υποδοχείς, οι CRFR1 και ο CRFR2 και κωδικοποιούνται από δύο 

διαφορετικά γονίδια με περίπου 70% αμινοξική ομολογία. Απαντώνται σε διάφορες 

ισομορφές, λόγω διαφορετικού εναλλακτικού ματίσματος. Οι υποδοχείς CRFRs 

εκφράζονται με διαφορετική κατανομή στους ιστούς και προσδίδουν διαφορετικές 

φαρμακολογικές ιδιότητες στους προσδέτες τους (122,123). 

 

4.3.6.2 Ο υποδοχέας CRH-R1 

O συγκεκριμένος υποδοχέας αποτελείται από 415-420 αμινοξέα και μεσολαβεί για την 

δράση του CRF στην επαγωγή της έκκρισης ACTH. Εμφανίζει αρκετές μη λειτουργικές 
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ισομορφές και μία λειτουργική. Ο CRH-R1 προσδένει την CRH και την UCN με όμοια 

συνάφεια, όμως δεν αναγνωρίζει τις UCN2 και UCN3. O υποδοχέας εντοπίζεται σε 

διάφορες περιοχές του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ), συγκεκριμένα στον 

φλοιό, τον ιππόκαμπο, την αμυγδαλή, την υπόφυση και τον υποθάλαμο. Η επαγωγή της 

έκφρασης του στον υποθάλαμο, είναι αποτέλεσμα του στρες.  

Περιφερικά, έχει βρεθεί σε σημεία του ανοσοποιητικού, γαστρεντερικού, 

αναπαραγωγικού συστήματος, στο δέρμα και τον λιπώδη ιστό. Η ύπαρξη του σε 

ανθρώπινους καρκίνους επίσης έχει εντοπισθεί (124-129). 

 

4.3.6.3 Ο υποδοχέας CRH-R2 

H συγκεκριμένη πρωτεΐνη αποτελείται από 397-438 αμινοξέα και εμφανίζει τρεις 

ισομορφές λειτουργικές (CRH-R2α,β,γ). Αν και εμφανίζουν μικρές διαφορές μεταξύ τους 

οι συγκεκριμένες ισομορφές, παρόλα αυτά δεν έχουν φαρμοκολογικές 

διαφοροποιήσεις μεταξύ τους. H UCN 1 εμφανίζει 40 φορές μεγαλύτερη συνάφεια με 

τον CRH-R2, σε σχέση με τον CRH, ενώ τα πεπτίδια UCN 2 και UCN 3 προσδένονται 

μονάχα στον CRH-R2 (115). H διαφοροποίση αυτής της συνάφειας μεταξύ των UCNs 

ίσως να είναι ένδειξη ύπαρξης και τρίτου CRH υποδοχέα στα ανώτερα θηλαστικά (135). 

H ισομορφή του CRH-R2α, εντοπίζεται στο ΚΝΣ, συγκεκριμένα (συμπεριλαμβανομένου 

και του υποθαλάμου), και στην υπόφυση (129-131). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26. Γονίδιο υποδοχέα CRH R2 
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H ισομορφή του CRH-R2β ανιχνεύεται στην περιφέρεια, στην καρδιά, τον γαστρεντερικό 

σωλήνα, το αναπαραγωγικό σύστημα και σε μικρότερη συχνότητα στον εγκέφαλο, ενώ 

η τρίτη ισομορφή CRH-R2γ έχει ανιχνευτεί σε περιοχή του ΚΝΣ. Είναι σημαντικό να 

αναφερθεί ότι και οι δύο τύποι υποδοχέων έχουν εντοπισθεί σε διάφορους τύπους 

ανθρώπινου καρκίνου(129-131). 

Οι υποδοχείς CRHRs μεταβιβάζουν το σήμα τους κυρίως μέσω των Gs πρωτεϊνών, που 

οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα cAMP. Επίσης, οι υποδοχείς των CRF μπορούν να 

συνδεθούν με G πρωτεΐνες οπότε ενεργοποιούν το μονοπάτι της φωσφολιπάσης c (PLC) 

(129-131). 

 

 

4.3.6.4. Το σύστημα Fas/FasL 

H διαδικασία της απόπτωσης ελέγχεται αυστηρά από συγκεκριμένα γονίδια, ενώ 

υπάρχει πλήθος από αποπτωτικά μονοπάτια που εμπλέκονται και αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους. Έχουν διαχωριστεί σε δύο κατηγορίες, τα ενδογενή και τα εξωγενή. Το  

εξωγενές μονοπάτι, ενεργοποιείται με τη σύνδεση μορίων-σημάτων σε υποδοχείς της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης του αποπτωτικού κυττάρου. Οι υποδοχείς αυτοί 

ονομάζονται «Υποδοχείς θανάτου» (death receptors, DRs). Τα καλύτερα μελετημένα 

μοντέλα είναι του υποδοχέα Fas Και του προσδέτη του FasL (Fas Ligand) και του 

υποδοχέα TNFR και του προσδέτη του TNF (tumor necrosis factor). H σύνδεση του 

προσδέτη με τον υποδοχέα προκαλεί την άμεση ενεργοποίηση μορίων στο εσωτερικό 

του μορίου του κυττάρου (π.χ τις κασπάσες) και την έναρξη αποπτωτικών 

σηματοδοτικών μονοπατιών (163, 164,165). 

To σύστημα Fas/FasL είναι από τα πλέων μελετημένα συστήματα σχετιζόμενα με την 

απόπτωση. Ο Fas είναι μια διαμεμβρανική πρωτείνη (4kDa) που ανήκει στην 

υπεροικογένεια  των υποδοχέων του TNF (TNFR1, Fas, CD40, CD27,RANK,TRAIL). 
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Οι υποδοχείς της συγκεκριμένης υπεροικογένειας χαρακτηρίζονται από παραπλήσιες 

δομές και έχουν την «αλληλουχία θανάτου» στο C- τελικό άκρο τους που είναι 

ενδοκυτταρική (death domain, DD). 

Όταν ενεργοποιούνται οι υποδοχείς αυτοι, διαμέσω των προσδετών τους, επάγουν την 

απόπτωση στο κύτταρο που φέρει τον ενεργοποιημένο υποδοχέα. Ο προσδέτης του Fas 

είναι ο FasL και με την σειρά του αποτελεί μία διαμεμβρανική πρωτείνη τύπου ΙΙ. 

Συγκεκριμένα, όταν ο FasL προσδένεται στον Fas, αυτός τριμερίζεται και επάγει στον 

σχηματισμό του συμπλόκου που σηματοδοτεί την επαγωγή του θανάτου (Death 

Inducing Signaling Complex, DISC).Τα πεπτίδια που αποτελούν το σύμπλοκο αυτό είναι 

τα Fas, FasL, FADD και η κασπάση-8 ή 10 . Ο επαγώμενος αποπτωτικός θάνατος από το 

σύστημα Fas/FasL έχει ποικίλους ρόλους, άλλοτε υπερ και άλλοτε κατά του οργανισμού. 

Ένας από τους σημαντικότερους ρόλους του συστήματος είναι η περιφερική απαλοιφή 

των Τ-λεμφοκυττάρων. Αυτό αποτελεί μία προστατευτική διαδικασία, διότι περίσσεια 

λεμφοκυττάρων απομακρυνονται μετά από μία ανοσολογική αντίδραση. Όταν τα Τα-

λεμφοκύτταρα ενεργοποιηθούν, τότε επάγεται η έκφραση των πεπτιδίων Fas/FasL στην 

επιφάνειά τους και προκαλείται επακολούθως απόπτωση των ενεργοποιημένων Τα-

λεμφοκυττάρων με την μεταξύ τους αλληλεπίδραση (166). Τα καρκινικά κύτταρα  

προστατεύονται επομένως από την κυτταροτοξική δράση των Τ-λεμφοκυττάρων που 

διηθούνται στον όγκο. Το σύστημα Fas/FasL έχει διττό ρόλο, προστατευτικό και 

επιζήμιο. Με την χρήση του ιδίου συστήματος, αντίστοιχη διαφυγή από το ανοσολογικό 

σύστημα, με αρνητικά αποτελέσματα για τον οργανισμό, έχουν διάφοροι τύποι 

καρκίνου. Επίσης, σημαντικός είναι ο ρόλος του συστήματος Fas/FasL στην συμμετοχή 

του στην κυτταροτοξική δράση των Τ και ΝΚ λεμφοκυττάρων και την επαγωγή από αυτά 

του θανάτου των κυττάρων στόχων. Το αποπτωτικό μόριο FasL παράγεται από αρκετά 

μη-ανοσολογικά κύτταρα και αρκετούς τύπους καρκινικών  κυττάρων που επιτίθενται 

στα ενεργοποιημένα ανοσολογικά κύτταρα που εκφράζουν τον Fas. Αυτή η ιδιότητα το 

καθιστά ένα αρκετά σημαντικό μόριο για τον ιστό που το εκφράζει, διότι παρέχει 

ανοσολογικά προνόμια (167,168). Επίσης, ο ρόλος του FasL στην καρκινογένεση και την 

ογκογένεση έχουν εκτενώς μελετηθεί. Ο FasL έχει αποδειχθεί ότι εκφράζεται σε αρκετά 
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καρκινώματα, όπως του παχέως εντέρου, του μαστού, το ήπατος, του πνεύμονα, του 

εγκεφάλου (αστροκυτώματα), του οισοφάγου, των νεφρών, και των ωοθηκών.  

Πρόσφατα, η έκφραση του FasL βρέθηκε και στον διηθητικό καρκίνο του τραχήλου. Το 

γεγονός ότι η έκφραση του FasL αποδείχθηκε ότι αυξάνει την απόπτωση των Τ-

λεμφοκυττάρων και ότι διευκολύνει την ανοσο-διαφυγή του όγκου, υπογραμμίζει 

έντονα την συμβολή του FasL στην τραχηλική καρκινογένεση και εξέλιξη (168-176). 

 

4.4 Κυτοκίνες 

4.4.1. Γενικά 

Οι κυτοκίνες είναι μικρά πρωτεϊνικά μόρια που απελευθερώνονται από πολλά κύτταρα 

συμπεριλαμβανομένων των λεμφοκυττάρων και των μακροφάγων. Λειτουργούν σαν 

σώματα ή μεσολαβητές για να ενεργοποιούν, ρυθμίζουν και ελέγχουν  κυρίως τις 

ανοσο-αποκρίσεις των κυττάρων (134).  

Η οικογένεια των κυτοκινών είναι μεγάλη, πολλές δρουν διαδοχικά και αλληλεπιδρούν 

με άλλες κυτοκίνες, συμμετέχουν στην ανοσοβιολογική απόκριση, την επιδιόρθωση του 

ιστού, τη διαφοροποίηση και την σηματοδότηση στο κεντρικό νευρικό σύστημα 

(ΚΝΣ)(4,134). 

 

4.4.2 Οικογένεια των Αντιμικροβιακών πεπτιδίων Ντιφενσινών (Defensins) 

Μία μεγάλη οικογένεια αντιμικροβιακών πεπτιδίων, που έχει ανιχνευτεί σε μεγάλο 

εύρος διαφόρων ειδών οργανισμών, όπως τα φυτά, τα έντομα, τα ψάρια, τα αμφίβια, 

τα θηλαστικά (16 είδη ανώτερων Θηλαστικών) και τον άνθρωπο είναι οι Ντιφενσίνες 

(Defensins) (140,141). Πολλοί είναι οι οργανισμοί που έχουν αναπτύξει τη δική τους 

άμυνα ενισχύοντας το ενυπάρχων ενδογενές ανοσοποιητικό τους σύστημα (innate 

immunity), βασιζόμενοι σε αυτά τα μικρά κατιοντικά πεπτίδια (135). 

Οι Ντιφενσίνες είναι φυσικά αντιβιοτικά μόρια με ποικίλες μορφές δράσης. Το μήκος 

τους είναι 28-42 αμινοξικά κατάλοιπα (aa) και χαρακτηρίζονται από τρεις ενδομοριακές 

δισουλφιδικές γέφυρες.  Οι μηχανισμοί δράσης αυτών των πρωτεϊνών σχετίζονται με 

μεμβρανολυτική διάλυση, διαπερατότητα και κατάλληλη διαμόρφωση ενάντια σε 
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βακτήρια (Gram + και -, μύκητες και ιούς (π.χ HIV), μέσα από την κινητοποίηση  και 

ενεργοποίηση συγκεκριμένων τύπων σηματοδοτικών μονοπατιών υποδοχέων που 

ανήκουν σε κύτταρα που συμμετέχουν στη διαμόρφωση του ανοσοποιητικού μας 

συστήματος (135,136). 

Από την επιστημονική ερευνητική κοινότητα, θεωρούνται ως τα πιθανά εργαλεία για 

έναν έντονο μηχανισμό αυτο-άμυνας, διότι εμφανίζονται σαν δραστικοί 

ανοσορυθμιστές στο αναπτυσσόμενο (adoptive) ανοσοποιητικό σύστημα από 

επιλεκτικά χημειοτακτικά Τ λεμφοκύτταρα και ανώριμα δενδριτικά κύτταρα (iDCs: 

immature Dendritic cells) (136-139). 

Στον άνθρωπο η μεγάλη αυτή οικογένεια, φυσικών αντιβιοτικών πεπτιδίων διακρίνεται 

σε τρεις κατηγορίες:  θ-Defensins, a-Defensins και β-Defensins. 

Θ-Defensins 

Είναι χαρακτηριστικά τρισουλφιδικά αντιβιοτικά πεπτίδια και αποτελούνται από 12 

κατάλοιπα μακροκυκλικά. Έχουν ανιχνευτεί σε λευκοκύτταρα και στον μυελό των οστών 

στο είδος μαϊμού «rhesus monkeys» .Η θεωρούμενη ομολογία αυτού του είδους με τον 

άνθρωπο σχετικά με τις θ-Defensins, είναι η ρετροκυκλίνη, μία λεκτίνη που 

κωδικοποιείται από ψευδογονίδια. Προστατεύει τα ανρθώπινα CD4+ Τ –λεμφοκύτταρα 

από μόλυνση με Τ και Μ «τροπικών» στελεχών του HIV-1, διαμέσω της πρόσδεσης στα 

γλυκοζυτικά τμήματα CD4 και του ιικού φακέλου της γλυκοπρωτείνες GP20, 

αναστέλλοντας έτσι την είσοδο του ιου. 

a-Defensins 

Υπάρχουν έξι διαφορετικές μορφές στον άνθρωπο, τέσσερις από αυτές προέρχονται 

αποκλειστικά από τα ουδετερόφιλα και καλούνται HNP1, HNP2, HNP3, HNP4 (HNP: 

Human Neutrophil Peptide). Οι υπόλοιπες δύο μορφές προέρχονται από έναν 

συγκεκριμένο τύπο κυττάρων στο λεπτό έντερο (Paneth cells). Η προέλευση των α-

defensins είναι παράλληλη με των Μακροφάγων κυττάρων, των NK (Natrural Killers) -

cytokine stimulated, των Β λεμφοκυττάρων και των γδ Τ – λεμφοκυττάρων. 
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Τα ουδετερόφιλα κύτταρα, από τα οποία προέρχονται οι τέσσερις πρωτοαναφερθείσες 

κατηγορίες (HNP1-4) έχουν την ιδιότητα να απελευθερώνουν κυτοκίνες και χημειοκίνες, 

προσεγγίζοντας με τον τρόπο αυτό τα μολυσμένα κύτταρα.  

Οι α-defensins χαρακτηρίζονται από έντονη και ποικιλόμορφη δράση: κυτταροτοξική, 

διεγερτική και χημειοτακτική έναντι σε διάφορα κύτταρα-στόχους, ενώ χαρακτηριστικά 

συνεργάζονται με μόρια όπως η Ιντερλευκίνη 8 (IL8). Χαρακτηριστική είναι λειτουργία 

τους είναι μέσω των CD8+ Τ –λεμφοκύτταρων, διότι εμποδίζουν σε φορείς HIV την 

αντιγραφή του ιού και την έκφρασή του (134-139). 

 

4.4.3 Χαρακτηριστικά των β-Defensins 1 και 2 

Οι β-Defensins ανακαλύφθηκαν στα θηλαστικά ως αντιμικροβιακά πεπτίδια των 

επιθηλιακών κυττάρων της αεροφόρου οδού. Έχουν βρεθεί έως τώρα τέσσερις 

διαφορετικές μορφές στον άνθρωπο: hBD1, hBD2, hBD3, hBD4 (human Beta Defensins), 

ενώ υπάρχουν ακόμη 27 νέες υποφήφιες hBD (140-143).  

Είναι πρωτεΐνες κυκλικής μορφής, με μέγεθος 3-5kDa, πλούσιες σε κυστεινικά 

κατάλοιπα (Cys) που είναι  χαρακτηριστικό αμινοξύ που περιέχει σουλφυδρυλομάδα(-

SH). Οι κυστείνες εξειδικεύονται σε Gram - , π.χ E.coli, Pseudomonas aeriginosa, Gram +, 

μύκητες και ιούς. Δομικά χαρακτηρίζονται από τρεις κλώνους, που σχηματίζουν μία 

κοντή έλικα, περιστρεφόμενη αντι-παράλληλα με μορφή β-λωρίδας (β-sheet)-στοιχείο 

δευτεροταγούς δομής-καθώς και τρες χαρακτηριστικές ενδομοριακές δισουλφιδικές 

γέφυρες που σταθεροποιούν τις πυρηνικές αυτές δομές, με σκοπό την πρόσδεση και 

ενεργοποίηση των υποδοχέων για χημειοτακτισμό. Δομικά έχουν την ίδια πυρηνική 

δομή  με τις α-Defensins. Οι κωδικοποιούμενες περιοχές τους αποτελούνται από δύο 

εξώνια. Το πρώτο εξώνιο κωδικοποιεί την κυρίαρχη περιοχή της προ-πρότεινες και το 

δεύτερο εξώνιο κωδικοποιεί το ώριμο πεπτίδιο με την περιοχή που αποτελείται από τα 

6 κυστεινικά κατάλοιπα (27). 
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Οι ανθρώπινες β-Defensins εκφράζονται στα επιθηλιακά κύτταρα και σε διάφορους  

ιστούς, όπως του πνεύμονες, την τραχεία, το έντερο, τα ούλα. Σημαντική και έντονη 

δράση έχουν και σε ιστούς τους αναπαραγωγικού μας συστήματος: το ενδομήτριο,  

τον πλακούντα και σε καταστάσεις κακοήθειας στις ωοθήκες.  

 

 

 

 

 
Εικόνα: 28 Gene tree 

HBD1 

Εικόνα 27. Γονίδιο  hbd1  στο Χρωμόσωμα 8: 6,728,097-6,735,544 Symbol;Acc:2766] hbd1 defensin 

beta 1 [Πηγή:HGNC) και μετάγραφο  με 2 εξώνια και μήκος 478 bps Μεταφραζόμενο μήκος 68 

αμινοξικά κατάλοιπα. 
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4.4.4  Η διαδικασία της μόλυνσης και ο ρόλος των κυτοκινών  

Κατά τη διάρκεια της μόλυνσης ποικιλία από ρυθμιστικά μόρια εκφράζονται ως 

αποτέλεσμα κάποιες διέγερσης (αναγνώριση παθογόνων) και δρουν μέσω της 

δέσμευσής τους σε ειδικούς υποδοχείς (142,143). 

Τα Μακροφάγα, τα Δενδριτικά κύτταρα και τα επιθηλιακά κύτταρα έχουν μία ομάδα 

τρανσμεμβρανικών υποδοχέων που αναγνωρίζουν διάφορους τύπους PAMPS(Pathogen  

Εικόνα:  29α  Γονίδιο  hbd2  στο Χρωμόσωμα 8 [Πηγή:HGNC) 

                29β   Μετάγραφο με 2 εξώνια και μήκος 380 bps. Μεταφραζόμενη περιοχή 64 αμινοξικά                

               κατάλοιπα. 

 

Εικόνα:  30 Gene tree HBD2 (synonyms  defb-4a, defb102, defb2, defb4, hbd-2, sap1) 
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Associated Molecular Patterns). Οι συγκεκριμένοι υποδοχείς  είναι οι TLRs (Toll Like 

Receptors). Τα μακροφάγα έχουν βρεθεί σε ιστούς διαμέσω της έκφρασης των 

υποδοχέων της κυτταρικής μεμβράνης των ιστικών κυττάρων και έχουν πολλαπλές 

λειτουργίες, όπως την έκκριση κυτοκινών και χημοκικών. Η ακριβής τοποθεσία τους και 

η κατανομή τους στις ωοθήκες  εξαρτάται από τα στάδια του κύκλου και την παρουσία 

τους στο ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό, υποδηλώνοντας ότι τα Μακροφάγα έχουν έναν 

έντονο ρόλο στα γεγονότα που γίνονται μέσα στην ωοθήκη (ωοθυλακιογέννεση) (142-

144). 

 

 

4.4.5. Χάρτης έκφρασης των HBD1-4  

Παρακάτω, απεικονίζονται οι ιστοί που έχουν εντοπισθεί να εκφράζονται οι 

Ντιφενσίνες 1,2,3 και 4. 
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Εικόνα 32. Χάρτης ιστοειδικής έκφρασης στους αναπαραγωγικούς ιστούς των  HBD1-4  (145-161) 
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 Εικόνα 33.  Χάρτης ιστοειδικής έκφρασης HBD1-4   
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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΕΡΩΤΗΜΑ 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστίασε αρχικά στην μελέτη της έκφρασης των 

πεπτιδίων Hbd1 και Hbd2 και του CRH σε συνθήκες καρκίνου του πλακώδους επιθηλίου 

του τραχήλου της μήτρας και των ενδιάμεσων σταδίων Τραχηλικής Ενδοεπιθηλιακής 

Νεοπλασίας (CIN), καθώς και στο in vitro σύστημα μελέτης, τα HeLa, που προέρχεται 

από ανθρώπινα καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα απομονωμένα από τραχηλικό 

καρκίνωμα (177-180).  

Η μελέτη στη συνέχεια επεκτάθηκε και σε συγγενή πρωτεϊνικά μόρια της οικογένειας 

των νευροπεπτιδίων, την UCN και τους υποδοχείς CRH-R1 και CRH-R2 in vitro, στα HeLa. 

Επιπλέον σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποτέλεσε η επίδραση  του 

CRH στον προαποπτωτικό FasL σε συνθήκες διηθητικού καρκίνου, In vitro, διότι 

πρόσφατα εντοπίσθηκε να εκφράζεται στον καρκίνο του τραχήλου (167), ενώ το 

σύστημα δράσης CRH-Fas/FasL υπάρχει σε συνθήκες κακοήθειας των ωοθηκών (166). 

Συγκεκριμένα Μελετήθηκαν: 

• Η έκφραση του CRH στην κυτταρική σειρά HeLa 

• Η έκφραση του CRH επί ιστών με CIN και καρκίνο του πλακώδους επιθηλίου του 

τραχήλου της μήτρας 

• Η έκφραση του FasL στην κυτταρική σειρά HeLa 

• Η πιθανή επαγωγή του FasL από τον CRH, in vitro, στα HeLa 

• Η πιθανή εμπλοκή του υποδοχέα CRH-R1 στην CRH-επαγωγή του FasL στα HeLa, με 

την χρήση ανταλαρμίνης. 

• Η έκφραση της UCN στην κυτταρική σειρά HeLa 

• Η έκφραση των υποδοχέων CRH-R1, CRH-R2 στην κυτταρική σειρά HeLa 

•  Η έκφραση των HBD1 και HBD2 στην κυτταρική σειρά HeLa  

• Η έκφραση των HBD1 και HBD2 επί ιστών με CIN και καρκίνο του πλακώδους 

επιθηλίου του τραχήλου της μήτρας 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5
Ο
 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

5.1. Μέθοδοι 

5.1.1. Συλλογή και επεξεργασία δειγμάτων ιστών  

Για την τρέχουσα διδακτορική διατριβή, οι ιστοί τραχήλου της μήτρας και 

πλακούντα που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από τον Τομέα Μαιευτικής-

Γυναικολογίας της Ιατρικής Σχολής του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου στη 

Θεσσαλονίκη και από το Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής του Νοσοκομείου 

ΠΑΓΝΗ στο Ηράκλειο. Προέρχονταν από Καυκάσιες γυναίκες ηλικίας 20-54 ετών, οι 

οποίες είχαν κλινική και ιστολογική κλινική διάγνωση των παρακάτω κλινικών 

σταδίων Τραχηλικής Ενδοεπιθηλιακής Νεοπλασίας CIN I, CIN II, CIN III, διηθητικού 

Καρκίνου (Ca), αδενοκαρκινώματος του τραχήλου της μήτρας και φυσιολογικό 

τράχηλο. Τα δείγματα ελήφθησαν με την ενυπόγραφη συγκατάθεση των γυναικών. 

Τα δείγματα συλλέχτηκαν με Τεστ ΠΑΠ, Κολποσκόπηση, Βιοψία, Επέμβαση LLETZ και 

ακολούθησε Κυτταρολογική και Ιστολογική εξέταση και μελέτη τους με σκοπό την 

κατηγοριοποίησή τους. Αμέσως μετά την λήψη τους δείγματα, βυθίστηκαν σε 

φορμόλη 10% για να εγκλειστούν αργότερα σε παραφίνη. Οι τομές παραφίνης 

πάχους 4  μm, τοποθετήθηκαν σε γυάλινες αντικειμενοφόρους πλάκες (Superfrost 

plus) και αποθηκεύτηκαν στο σκοτάδι σε θερμοκρασία 4
o
C έως να 

χρησιμοποιηθούν. 

 

5.1.2. Κυτταρικές Σειρές  

Στις πειραματικές διαδικασίες χρησιμοποιήθηκαν η κυτταρική σειρά Ανθρώπινου 

Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa cell line) και η κυτταρική σειρά ανθρώπινου 

χοριοκαρκινώματος (JEG-3 cell line).  

 

5.1.2.1 Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa) 

H   κυτταρική σειρά  HeLa προέρχεται αρχικά και απομονώθηκε από τον Καθηγητή 

George Gey στην Ιατρική Σχολή του Πανεπιστημίου John Hopkins, την 8η 
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Φεβρουαρίου του 1951 από την ασθενή Henrietta Lacks και προέρχεται από 

ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα απομονωμένα από τραχηλικό καρκίνωμα (177-180).  

 

Κυτταροκαλλίεργεια  HeLa 

Συγκεκριμένα, η κυτταρική σειρά HeLa (ευγενική προσφορά της Επικ. Καθηγήτριας 

Βιοχημείας, στο Τμήμα Ιατρικής του Πανεπιστημίου Κρήτης, κας Ευαγγελίας 

Παπακωνσταντή) που χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή των πειραμάτων της 

παρούσας διατριβής, είναι κύτταρα που περιέχουν μέρη του γενώματος του Ιού των 

Ανθρωπίνων Θηλωμάτων και η μορφολογία τους είναι επιθηλιοειδή κύτταρα που 

αναπτύσσονται προσκολλημένα σε μονές στοιβάδες. Είναι προελεύσεως Homo 

Sapiens Καυκάσιου Θήλεος. Η κυτταρική σειρά HeLa είναι κύτταρα του τραχηλικού 

αδενοκαρκινώματος και χρησιμοποιούνται ως μοντέλο μελέτης του ανθρώπινου 

τραχήλου της μήτρας (177-180). Καλλιεργούνται και αναπτύσσονται με γρήγορο 

ρυθμό σε θρεπτικό DMEM εμπλουτισμένο με 10% FBS και 1% 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη σε επωαστικό κλίβανο ρυθμισμένο σε θερμοκρασία 37
ο
C, 

ατμόσφαιρα 5% CO2 με 95%  αέρα και 100% υγρασία. Τα πειράματα γίνονται σε 

παρόμοιες συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων. Τα θρεπτικά υλικά των καλλιεργειών 

ανανεώνονται ανά 48 ώρες και τα κύτταρα χρησιμοποιούνται για πείραμα όταν 

φτάνουν σε πυκνότητα 80% περίπου. Η αποκόλληση των HeLa από τις φλάσκες 

καλλιέργειας γίνεται με τη χρήση τρυψίνης. 

Προσδιορισμός του αριθμού των κυττάρων για επίστρωση 

Ο προσδιορισμός του αριθμού των κυττάρων για επίστρωση σε κάθε πείραμα 

πραγματοποιείται με τη μέθοδο της αιματοκυτταρομετρίας.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Πλάκα Neubauer  
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Συγκεκριμένα, 10μl από τα ανασηκωμένα κύτταρα αναμυγνείονται με 90μl Trypan 

Blue, τοποθετούνται σε πλάκα Neubauer και γίνεται καταμέτρηση των κυττάρων με 

τη βοήθεια του μικροσκοπίου ορατού φωτός, σε μεγέθυνση 40x. Ο επιθυμητός 

αριθμός κυττάρων (~10
5
) τοποθετείται σε νέες φλάσκες για επανακαλλιέργεια ή στα 

κατάλληλα υποστρώματα για την εκτέλεση συγκεκριμένων πειραμάτων. Τα κύτταρα 

καταψύχονται σε τακτά χρονικά διαστήματα στους -80
ο
 C, με σκοπό να 

διατηρούνται σε χαμηλό ρυθμό γενεών και τα πειράματα να πραγματοποιούνται 

στην ίδια φάση της λογαριθμικής αύξησης των κυττάρων και περίπου στον ίδιο 

αριθμό γενεάς. 

Kατάψυξη κυττάρων 

Η κατάψυξη των κυττάρων πραγματοποιείται ως  εξής: κυτταρικό εναιώρημα 

συγκέντρωσης 5 x 10
6
 κυττάρων, τοποθετείται σε σωληνάρια βαθιάς κατάψυξης και 

τους προστίθεται σε μικρή ποσότητα (σταγόνας) αναδεύοντας διαρκώς το 

κατάλληλο για κατάψυξη υλικό (DMEM εμπλουτισμένο με 10% FBS και 1% 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη με 20% DMSO) σε αναλογία 1:1. Η κατάψυξη των 

κυττάρων πραγματοποιείται σταδιακά με σκοπό να εξασφαλιστεί η ακεραιότητά 

τους. Αντίθετα, η απόψυξη τους είναι γρήγορη και άμεση. Τα κατεψυγμένα 

σωληνάρια θερμαίνονται στους 37
ο
C και διαλύονται άμεσα σε θρεπτικό υλικό 

καλλιέργειας ιδίας θερμοκρασίας. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1600 στροφές ανά 

λεπτό για 10 λεπτά και επανακαλλιέργεια όπως ανωτέρω. 

 

5.1.2.2.  Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου χοριοκαρκινώματος Jeg3 

Τα κύτταρα αυτά προσομοιάζουν τον γονότυπο της κυτταροτροφοβλάστης.  

Καλλιεργούνται  σε θρεπτικό υλικό DMEM εμπλουτισμένο με 10% FBS και 1% 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη σε επωαστικό κλίβανο ρυθμισμένο σε θερμοκρασία 37
ο
C, 

ατμόσφαιρα 5% CO2, 95%  αέρα και 100% υγρασία. Τα πειράματα γίνονται σε 

παρόμοιες συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων. Τα θρεπτικά υλικά των καλλιεργειών 

ανανεώνονται ανά 48 ώρες και τα κύτταρα χρησιμοποιούνται για πείραμα όταν 

φτάνουν σε πυκνότητα 80% περίπου. Η αποκόλληση των Jeg3 από τις φλάσκες 

καλλιέργειας γίνεται επίσης με τη χρήση τρυψίνης (181-182). Ακολουθείται η ίδια 

διαδικασία καλλιέργειας και αποθήκευσης στην συγκεκριμένης κυτταρικής σειράς 

όπως και με αυτήν που αναφέρεται στην κυτταρική σειρά HeLa, παραπάνω. Η 
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συγκεκριμένη κυτταρική σειρά χρησιμοποιήθηκε στις πειραματικές διαδικασίες, 

διότι λειτουργεί ως μάρτυρας αναφοράς, θετικός μάρτυρας (controls) της έκφρασης 

των πρωτεϊνών-πεπτιδίων που εξετάζονται στην παρούσα διδακτορική διατριβή 

(179). 

 

5.1.3 Επίστρωση επιφανειών με μόρια του εξωκυττάριου χώρου  

Η διαδικασία επίστρωσης γίνεται όπως έχει ήδη περιγραφεί (180) με μικρές 

τροποποιήσεις. Συγκεκριμένα, τα μόρια του εξωκυττάριου χώρου αραιώνονται σε 

διάλυμα με Στείρο Ενέσιμο Ύδωρ (Water For Injection: WFI) και Φιμπρονεκτίνη 

(Fibronectin fragment) σε συγκέντρωση 50μg/ml. Η αντίστοιχη επιφάνεια που θα 

χρησιμοποιηθεί σε πείραμα επωάζεται όλη τη νύχτα με το διάλυμα αυτό στους 4
ο
C. 

Ακολουθεί έκπλυση των επιφανειών με PBS και τοποθέτηση των κυττάρων (1x10
5
 - 

5x10
5
) ή των πρωτεϊνών που μελετάμε κάθε φορά.  

 

5.1.4. Ανοσοανίχνευση 

Η ανοσοανίχνευση είναι μία διαδικασία εντοπισμού των αντιγόνων στην επιφάνεια 

ή στο εσωτερικό των κυττάρων και περιλαμβάνει δύο στάδια. Το πρώτο στάδιο 

αφορά την χρήση συγκεκριμένου πρωτοταγούς αντισώματος, που δεσμεύεται με το 

υπο μελέτη αντιγόνο. Στο δεύτερο στάδιο πραγματοποιείται ανίχνευση του πρώτου 

αντισώματος με έναν δεύτερο παράγοντα, στον οποίο πάνω είναι προσδεδεμένο 

ένα ενζυμικό σύστημα χρώσης ή μία φθορίζουσα ουσία. Η διαδικασία αυτή είναι 

δυνατών να πραγματοποιηθεί τόσο σε τομές όσο και σε κύτταρα. 

 

5.1.4.1 Ανοσοιστοχημεία σε τομές παραφίνης  

Οι τομές προέρχονται από ιστό ανθρώπινου τραχήλου στα διαφορετικά στάδια της 

ανάπτυξης CINI – II – III, Διηθητικού καρκινώματος in situ και Αδενοκαρκινώματος, 

καθώς και τομές από φυσιολογικό τράχηλο της μήτρας. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν 

ως τομές αναφοράς τομές από πλακούντα, διότι ήταν θετικοί μάρτυρες (controls) 

κατά την διεξαγωγή των  συγκεκριμένων πειραμάτων (181).Η ανίχνευση του 

σταδίου ανάπτυξης διηθητικού καρκίνου βασίστηκε στην κλινική εκτίμηση των 

συνεργατών του τμήματος Παθολογοανατομικού στο Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο 

και των συνεργατών στο Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής του ΠΑΓΝΗ, καθώς 
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και στο ιστορικό των ασθενών, όπως αναφέρεται αναλυτικά στην παράγραφο «5.1 

Συλλογή Δειγμάτων Ιστών». 

Ι.Χρήση του Kit  Ανοσοιστοχημείας βιοτίνης-στρεπταβιδίνης με υπεροξειδάση  

Για την ανοσοιστοχημεία με τη χρήση των αντισωμάτων της Ντιφενσίνης τύπου 1 

και τύπου 2 χρησιμοποιήθηκε το kit έμμεσης ανοσοιστοχημείας: «Super Sensitive 

Multilink Detection Kit, HRP/DAB” (ΒioGenex), το οποίο αξιοποιεί την ιδιότητα 

πρόσδεσης μορίων βιοτίνης με στρεπταβιδίνη και χρησιμοποιεί το ένζυμο της 

υπεροξειδάσης (προερχόμενο από το χρένο).Για την συγκεκριμένη μελέτη 

χρησιμοποιήθηκαν δείγματα τα οποία είχαν μονιμοποιηθεί σε 4%  φορμόλη και 

εμβαπτίστηκαν σε παραφίνη.Τομές πάχους 4μm κόπηκαν σε σειρά από τα μπλοκ της 

παραφίνης και επικολλήθηκαν σε αντικειμενοφόρες πλάκες (Superfrost Plus).  

Στη συνέχεια η παραφίνη απομακρύνθηκε με θέρμανση των ιστών στους 56
ο
C για 1 

ώρα και τρεις πλύσεις με 100% ξυλόλη, διάρκειας 5 λεπτά η κάθε μία.  

Οι ιστοί ενυδατώθηκαν με τη χρήση διαλυμάτων αιθανόλης σε νερό με την 

ακόλουθη σειρά: 

3 εμβαπτίσεις διάρκειας 5 λεπτών η κάθε μία σε 100% αιθανόλη 

3 εμβαπτίσεις διάρκειας 5 λεπτών η κάθε μία σε 96% αιθανόλη 

1 εμβάπτιση διάρκειας 5 λεπτών η κάθε μία σε 80% αιθανόλη 

1 εμβάπτιση διάρκειας 5 λεπτών η κάθε μία σε 70% αιθανόλη 

και τέλος εκπλύθηκαν σε διάλυμα TBS. Μετά το τέλος της ενυδάτωσης, ακολουθεί η 

επεξεργασία των δειγμάτων με μικροκύματα, ώστε να ελευθερωθούν κάποιοι από 

τους δεσμούς που δημιουργήθηκαν από την μονιμοποίηση των ιστών, με 

αποτέλεσμα να αυξάνεται η χρώση των θετικών κυττάρων.  

Η διαδικασία περιλαμβάνει εμβάπτιση των τομών για 5 λεπτά μέσα σε διάλυμα 

κιτρικού οξέως  10mM σε νερό με ΡΗ 6.0 (η διόρθωση του PH  έγινε με τη χρήση 

NaOH) και ταυτόχρονη θέρμανση σε φούρνο μικροκυμάτων, με ισχύ 450W. 

Ανανεώνουμε το κιτρικό διάλυμα και επαναλαμβάνουμε συνολικά 3 φορές.  

Αφού αφέθηκαν να κρυώσουν για 20 λεπτά, οι ιστοί ξεπλύθηκαν σε TBS και 

επεξεργάσθηκαν με 3% υπεροξείδιο για 10 λεπτά, με σκοπό να απενεργοποιηθεί η 

δράση της ενδογενούς υπεροξειδάσης. Στη συνέχεια, μετά από έκπλυση με TBS, 

ακολουθεί η επεξεργασία με τη χρήση του αντιδραστηρίου PowerBlock  ώστε οι μη 

ειδικές θέσεις πρόσδεσης να καλυφθούν με τη χρήση του αντιδραστηρίου  για 10 
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λεπτά και να μειωθεί η μη-εδική χρώση. Έπειτα, οι ιστοί επωάσθηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου (ΘΔ) με τα ειδικά  εκ των παρακάτω πρωτοταγών 

αντισωμάτων με τις ακόλουθες συνθήκες:  

Πρωτοταγή Αντισώματα: 

�Αντί-HbD1: αραίωση  1/300, χρόνος επώασης, 1 ώρα, ΘΔ  (Phoenix)    

�Αντί-HbD2: αραίωση  1/ 300, χρόνος επώασης,1 ώρα, ΘΔ  (Phoenix)     

Για την εξακρίβωση της ειδικότητας της χρώσης, παραλήφθηκε το πρωτοταγές 

αντίσωμα σε ορισμένους ιστούς (τομές αναφοράς-controls). Όλα τα αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν σε συγκεκριμένη αραίωση σε TBS με 1% διάλυμα καζεΐνης 

PowerBlock.Μετά τον χρόνο αυτό, οι ιστοί εκπλύθηκαν σε TBS για 10 λεπτά και 

επωάστηκαν με το δευτεροταγές αντίσωμα Multilink για 20 λεπτά. Το συγκεκριμένο 

αυτό αντίσωμα είναι συνδεδεμένο με βιοτίνη. Η ανίχνευση της βιοτίνης 

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

λεπτά σε ΘΔ. Ακολουθεί έκπλυση για 10 λεπτά με TBS και επώαση με το διάλυμα 

χρωμογόνου (σε 5 ml διαλύτη προστίθενται  4 σταγόνες DAB και 2 σταγόνες Η202) 

για 5 min, με σκοπό την χρώση περιοχών όπου εντοπίζεται το ένζυμο. Έπειτα 

ακολουθεί έκπλυση με νερό της βρύσης για 10 λεπτά, επώαση με αιματοξυλίνη για 

αντιχρώση των πυρήνων, έκπλυση με νερό βρύσης για 10 min και τέλος κάλυψη των 

αντικειμενοφόρων πλακών με καλυπτρίδες με τη χρήση ειδικής κόλλας γλυκερόλης, 

Glycergel. Οι ιστοί φωτογραφήθηκαν κάτω από μικροσκόπιο ορατού φωτός. 

ΙΙ.Χρήση του Kit  Ανοσοιστοχημείας UltraVision Quanto Detection HRP DAB   

Για την ανοσοιστοχημεία με τη χρήση του αντισώματος αντι-CRH χρησιμοποιήθηκε 

το  συγκεκριμένο kit έμμεσης ανοσοιστοχημείας. 

Όλα τα βήματα γίνονται σε θερμοκρασία δωματίου (ΘΔ).  

Η διαδικασία αποπαραφίνωσης και αφυδάτωσης είναι όμοια με την διαδικασία Ι, 

αναφέρεται παραπάνω. Η διαδικασία της έκλυσης γίνεται με νερό και ακολουθεί 

θερμική επεξεργασία με EDTA (PH 8). Αφού αφέθηκαν νε κρυώσουν για 30 λεπτά, οι 

ιστοί ξεπλύθηκαν με TBS και επεξεργάστηκαν με Hydrogen Peroxide Block για 10 

λεπτά, με σκοπό να μειωθεί η μη ειδική πρόσδεση από την ενδογενή υπεροξειδάση.  

Στη συνέχεια εκπλύθηκαν με TBS και ακολουθήθηκε η διαδικασία  επώασης με Ultra 

V Block για 5 λεπτά με σκοπό να μπλοκάρουμε τη μη ειδική χρώση.  Εφαρμόζουμε 

το πρώτο αντίσωμα με τις ακόλουθες συνθήκες:  



 103 

  

 
[Υλικά και Μέθοδοι] 

 

Πρωτοταγή Αντισώματα: 

� Αντι-CRF: αραίωση  1/1000, χρόνος επώασης 30 λεπτά, ΘΔ  (Phoenix 

Pharmaceuticals). 

Για την εξακρίβωση της ειδικότητας της χρώσης, παραλήφθηκε το πρωτοταγές 

αντίσωμα σε ορισμένους ιστούς (τομές αναφοράς-controls).Ακολουθεί ξέπλυμα με 

TBS και επώαση των τομών με “Primary Antibody Amplifier Quanto” για 10 λεπτά. 

Ακολουθεί ξέπλυμα και εφαρμόζουμε “HRP Polymer Quanto”  για 10 λεπτά. Οι ιστοί 

εκπλύνονται με TBS και προσθέτουμε 30μl DAB “Quanto Chromogen” σε 1 ml “DAB 

Quanto Υποστρώμα” για 15 λεπτά. Ξεπλένουμε με νερό βρύσης και τέλος ακολουθεί 

κάλυψη των αντικειμενοφόρων πλακών με καλυπτρίδες 22 x 22 mm με τη χρήση 

ειδικής κόλλας γλυκερόλης Glycergel.  

Οι ιστοί φωτογραφήθηκαν κάτω από μικροσκόπιο ορατού φωτός. 

Ποσοτική εκτίμηση της έκφρασης -IRS 

Η ποσοτική εκτίμηση της έκφρασης των υπό εξέταση πεπτιδίων πραγματοποιήθηκε 

με τη χρήση μίας 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 έντασης) και του ποσοστού των κυττάρων θετικών για τη χρώση 

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

εξεταζόμενων κυττάρων, 2=11-50% των κυττάρων, 3= 51-80% των κυττάρων και 4= > 

81% των κυττάρων).  

 

5.1.4.2.Έμμεσος Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela & Jeg3 και 

ανάστροφη μικροσκοπία 

Για τον ανοσοφθορισμό στην κυτταρική σειρά HeLa, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

αποστειρωμένες καλυπτρίδες.  Οι αποστειρωμένες καλυπτρίδες επικαλύπτονται με 

μόρια πρόσδεσης του εξωκυτταρικού περιβάλλοντος συγκεκριμένα με την χρήση 

Φιμπρονεκτίνης, αναφέρεται παραπάνω. 

Μετά την μονιμοποίηση με ακετόνη για 10 min στους -20
ο
C, τα κύτταρα (HeLa, Jeg3) 

επωάσθηκαν με το διάλυμα PowerBlock για 10 min για την κάλυψη των μη ειδικών 

θέσεων δέσμευσης και ακολούθως με αντίσωμα αραιωμένο σε TBS για 1 ώρα σε ΘΔ 

με ένα εκ των πρωτοταγών αντισωμάτων με τις ακόλουθες συνθήκες:  
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Πρωτοταγή αντισώματα: 

�Αντι-CRF: αραίωση  1/ 200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (Phoenix)    

�Αντί-HbD1: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (Phoenix)    

�Αντί-HbD2: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (Phoenix)    

�Αντι-CRF-R2: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (SantaCruz) 

�Αντι-UCN: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (Phoenix)    

�CK7: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (SantaCruz)    

Η ανοσοδραστικότητα των παραπάνω αντισωμάτων ανιχνεύτηκε μετά από επώαση 

των κυττάρων με το δευτεροταγές αντίσωμα ALEXA κατά των αντισωμάτων που 

αναφέρονται παραπάνω για 45 λεπτά σε ΘΔ.  

Δευτεροταγές αντισώμα: 

� Alexa Fluor 488: αραίωση  1/200, χρόνος επώασης 1 ώρα, ΘΔ (Invitrogen)    

Ακολούθησε έκπλυση των τομών με PBS και επωάστηκαν με DAPΙ, καλύφθηκαν στη 

συνέχεια  με καλυπτρίδες που επικολλήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες 

(αναφέρεται παραπάνω αναλυτικά η διαδικασία «5.4 Ανοσοανίχνευση» και 

φωτογραφήθηκαν κάτω από μικροσκόπιο ορατού φωτός. 

 

 5.1.5. Ανοσοαποτύπωση (Western Blot Analysis) 

Συνοπτικά η διαδικασία περιλαμβάνει συλλογή και προετοιμασία των δειγμάτων, 

ηλεκτροφόρηση τους σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε συνθήκες αποδιάταξης με 

χρήση SDS, μεταφορά των πρωτεϊνών από τη πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε 

μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, υβριδοποίηση της με το αντίστοιχα κάθε φορά 

αντίσωμα και ανίχνευση της εκάστωτε πρωτεΐνης με σύστημα φωτοδιαύγειας ECL 

(ECL Western blotting kit). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. Συνοπτική απεικόνιση του πρωτοκόλλου Western. 

Seperate 

protein on 



Συλλογή Δειγμάτων 

Το PH του διαλύματος ρυθμίζεται στο 8 μόνο με Tris και NaCl. To διάλυμα 

φυλάσσεται στους 4
ο
C. Πριν τη χρήση προστίθενται μείγμα από ειδικούς αναστολείς 

πρωτεασών (Protease Inhibitor Cocktail Kit, Thermo Scientific) 

Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες 6,12 ή 24 οπών σε συγκέντρωση ανάλογη του 

κυτταρικού τύπου κάθε φορά με θρεπτικό υλικό. Στη συνέχεια, το αρχικό υλικό 

αντικαθίστανται με θρεπτικό υλικό πειραμάτων περιέχον τις προς μελέτη ουσίες.  

Οι πειραματικές διαδικασίες που έλαβαν χώρα ήταν: 

Α) Τα κύτταρα HeLa και Jeg3 επιστρώνονται σε πλάκες (24-well plate) και 

ακολούθως συλλέγονται με την διαδικασία που ακολουθεί. Ακολουθεί συγκομιδή 

των κυττάρων και τοποθέτηση τους σε έναν 1,5ml σωλήνα (eppendorf) με διάλυμα 

λύσης και τα κύτταρα αφήνονται σε συνεχή ανάδευση για 30 λεπτά στον πάγο. Για 

την απομάκρυνση των στερεών υπολειμμάτων, τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 

12.000 στροφές/λεπτό για 15 λεπτά. Τα υπερκείμενα (που περιέχουν τις προς 

μελέτη πρωτεΐνης) συλλέγονται και φυλάσσονται στους -80
o
C. 

Β) Τα κύτταρα HeLa επιστρώνονται σε τριβλία με το αντίστοιχο κατάλληλο θρεπτικό 

υλικό και τα κύτταρα χρησιμοποιούνται για πείραμα όταν φτάνουν σε πυκνότητα 

80% περίπου. Επωάζονται στη συνέχεια  over night (O/N) με το διάλυμα Starvation 

(50ml θρεπτικό υλικό ελεύθερο από ορό (Serum-free) & 500μl 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη). Έπειτα ακολουθούν οι επωάσεις εξωγενώς με το 

πεπτίδιο CRH και UCN για 0,2,8,24 ώρες αντίστοιχα, καθώς και με την ταυτόχρονη 

χρήση ανταλαρμίνης που λειτουργεί ως ανταγωνιστής του CRH τύπου 2, στις 

επωάσεις των 8 και 24 ωρών και ακολούθως όταν ολοκληρωθούν όλες οι ορισμένες 

χρονικές διάρκειες, τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS και έπειτα ακολουθεί η λύση των 

κυττάρων και η συλλογή των πρωτεϊνών. 

Προετοιμασία Δειγμάτων 

 Στα δείγματα προστίθεται ίσου όγκου διάλυμα μετουσίωσης 2x. Ακολουθεί 

βρασμός για 5 λεπτά στους 100
ο
C, τοποθέτηση στον πάγο για 3 λεπτά και 

φυγοκέντρηση και δευτεροταγούς δομής της πρωτεΐνης, ενώ διατηρείται μόνο η 

πρωτοταγής δομή και επικαλύπτεται με SDS. To SDS χρησιμοποιείται ως 

αποδιατακτικός παράγοντας και επιπλέον προσδίδει στην πρωτεΐνη αρνητικό 

ηλεκτρικό φορτίο σχηματίζοντας σύμπλοκα μαζί της σε καθορισμένη κατά βάρος 
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αναλογία 14g SDS/g πρωτεΐνης.  

Προσδιορισμός της ποσότητας πρωτεΐνης 

  

 

Η µέθοδος προσδιορισµού της ποσότητας των πρωτεϊνών κατά Bradford στηρίζεται 

στη µέτρηση της απορρόφησης της πρωτεΐνης σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x PBS στα 

595nm µε τη χρήση κατάλληλης χρωστικής, γνωστής ως διάλυµα Bradford. Αρχικά 

πραγματοποιείται μέτρηση της απορρόφησης στα 595nm πρότυπων διαλυµάτων 

βόειου αλβουµίνης (BSA) γνωστής συγκέντρωσης: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 µg/µl, και 

από τα αποτελέσµατα κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη της απορρόφησης ως 
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Εικόνα 3. Προετοιμασία δείγματος 
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συνάρτηση της συγκέντρωσης της αλβουµίνης (µg/µl).  

Υπολογίζεται η εξίσωση που διέπει την πρότυπη καµπύλη που είναι της µορφής: 

y=ax+b. Ακολουθεί φωτοµέτρηση στο ίδιο µήκος κύµατος των δειγµάτων πρωτεΐνης 

εις διπλούν και υπολογισµός της µέσης τιµής απορρόφησης κάθε δείγματος. Με τη 

βοήθεια της καµπύλης αναφοράς υπολογίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε 

κάθε δείγµα. 

 

Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμίδης σε συνθήκες SDS-

αποδιάταξης. 

Αρχικά παρασκευάζεται το πήκτωμα διαχωρισμού και αφήνεται να πήξει στην 

συσκευή ηλεκτροφόρησης. Προστίθεται στην συνέχεια το πήκτωμα επίστοίβαξης 

και τοποθετείται  το κατάλληλο “χτένι” με τον αντίστοιχο αριθμό εσοχών, όπου 

φορτώνονται τα δείγματα των πρωτεϊνών καθώς και ένα δείγμα πρωτεϊνών γνωστού 

μοριακού βάρους (Marker). Τα δείγματα  κινούνται με βάση το μοριακό τους βάρος 

σε ηλεκτρικό πεδίο που εφαρμόζεται αρχικά 150V και  μετά τη διέλευση τους από το 

διάλυμα επιστοίβαξης στα 280V. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα εξαρτάται από το 

μοριακό βάρος της πρωτεΐνης, διότι το φορτίο/μονάδα μάζας είναι σταθερό. Η 

ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων διαρκεί 1-2 ώρες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μεταφορά των πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη 

Όταν ολοκληρωθεί η ηλεκτροφορητική διαδικασία η πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

απομακρύνεται από την συσκευή.  Διαχωρίζεται η πηκτή επιστοίβαξης και 

λαμβάνεται μόνη η πηκτή διαχωρισμού που εμπεριέχει τις πρωτεΐνες. Τοποθετείται 

Εικόνα 4. Απεικόνιση ηλεκτροφόρησης δείγματος  
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στο δικτυωτό της συσκευής μεταφοράς πρωτεϊνών σε μορφή  «σάντουιτς» που 

αποτελείται από τα εξής: χαρτί Whatman, πηκτή πολυακρυλαμιδίου, μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης και ξανά χαρτί Whatman. Το πλέγμα τοποθετείται στην συσκευή 

μεταφοράς πρωτεϊνών και εφαρμόζεται ηλεκτρικό πεδίο 0.8mΑ για 1.5 ώρα. Οι 

πρωτεΐνες στην πηκτή πολυακρυλαμιδίου όπως αναφέρθηκε είναι αρνητικά 

φορτισμένες. Προς τον θετικό πόλο τοποθετείται η νιτροκυτταρίνη. Οι πρωτεΐνες 

λόγω του αρνητικού τους φορτίου μεταφέρονται από την πηκτή  πολυακρυλαμιδίου 

στην μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης. Όταν τελειώσει η διαδικασία της μεταφοράς , η 

μεμβράνη μπορεί να φυλαχτεί στους 4
ο
 C ή να επωασθεί με το κατάλληλο αντίσωμα 

για τον προσδιορισμό κάποιας πρωτεΐνης.  

 

Ανοσοπροσδιορισμός πρωτεινών με υβριδοποίηση σε νιτροκυτταρίνη 

Πρωτοταγή Αντισώματα 

�Αντί-FasL: αραίωση 1:400, χρόνος επώασης Ο/Ν, 4
ο
C  (Q20, Santa Cruz) 

�Αντί-GaBdH : αραίωση 1:1000, χρόνος επώασης Ο/Ν, 4
ο
C (Cell Signaling)  

�Αντί-Ακτίνης: αραίωση  1:500, χρόνος επώασης Ο/Ν, 4
ο
C (Chemicon) 

�β-Defensin 1: αραίωση  1:100, χρόνος επώασης Ο/Ν, 4
ο
C (Santa Cruz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επωάζεται με ξηρό γάλα 5% σε TBS-Τ για 1 ώρα σε ΘΔ. 

Με τον τρόπο αυτό δεσμεύονται οι μη ειδικές θέσεις δέσμευσης. Ακολουθεί 

έκπλυση της μεμβράνης με TBS-T και επώαση με το δευτεροταγές αντίσωμα  για μία 

ώρα σε ΘΔ.  

 

Εικόνα 5.Υβριδοποιηση 
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Δευτεροταγή Αντισώματα 

�Goat Anti-mouse IgG: αραίωση 1:1000, χρόνος επώασης 1ώρα, ΘΔ (Chemicon) 

�Goat Anti-rabbit IgG: αραίωση 1: 1000, χρόνος επώασης 1ώρα, ΘΔ (Chemicon) 

Η μεμβράνη εκπλένεται με διάλυμα TBS-T και επωάζεται τέλος με το σύστημα 

χημειοφωταύγιας ECL για 1 λεπτό. Ακολουθεί έκθεση στο φιλμ και εμφάνιση σε 

εμφανιστικό μηχάνημα. Η ένταση της κάθε ζώνης είναι ανάλογη της ποσότητας  της 

συγκεκριμένης  κάθε φορά πρωτεΐνης και μετράται με την χρήση του λογισμικού 

Tina Scan. Η ποσότητα της κάθε πρωτεΐνης κανονικοποιείται ως προς την ποσότητα 

της GABDH στο ίδιο δείγμα, όπως αυτή εκφράζεται από την ένταση της αντίστοιχης 

ζώνης. Σε πολλές περιπτώσεις είναι αναγκαίο να γίνει ανίχνευση περισσότερων από 

μία πρωτεϊνών στην ίδια νιτροκυτταρίνη. Αυτό επιτυγχάνεται με επώαση της 

μεμβράνης για 30 λεπτά στους 50
0
 C με το διάλυμα αφαίρεσης των συνδεδεμένων 

πρωτεϊνών (αντισωμάτων) (Stripping). Ακολουθεί έκπλυση με TBS-T και επανάληψη 

της παραπάνω διαδικασίας. 

 

 

5.1.6. Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και 

ομογενοποιημένους ιστούς 

Με σκοπό την εκχύλιση RNA από  κύτταρα, πραγματοποιείται αρχικά συλλογή 

κυττάρων τα οποία στη συνέχεια φυγοκεντρούνται σε 1.500 στροφές ανά λεπτό, για 

10 λεπτά. Ξεπλένονται με PBS και κατόπιν διαλύονται σε 1 ml TRIzol (ανά 5-10 

εκατομμύρια κύτταρα) που περιέχει μίγμα θειοκυανιούχου γουανιδίνης και 

φαινόλης. Αντίστοιχα, κόβονται τα επιθυμητά τμήματα των ιστών πλακούντα και 

ομογενοποιούνται με τη χρήση ομογενοποιητή και αποστειρωμένων εμβόλων. Τα 

ομογενοποιημένα των ιστών διαλύονται επίσης σε 1ml TRIzol. Τα δείγματα στη 

συνέχεια ακολουθούν κοινή πορεία ως εξής:  

Αφήνονται για 5 λεπτά σε ΘΔ. Έπειτα προστίθενται 200μl χλωροφόρμιο. Μετά από 

ισχυρή ανάδευση (15 δευτερόλεπτα), το διάλυμα αφήνεται σε ηρεμία για 15 λεπτά. 

Ο διαχωρισμός των φάσεων ολοκληρώνεται με φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές 

ανά λεπτό για 15 λεπτά. Η φυγοκέντρηση διαχωρίζει το μίγμα σε 3 φάσεις: Στην 

οργανική φάση (κόκκινου χρώματος) που περιέχει τις πρωτεΐνες, στην μεσόφαση 

που περιέχει το DNA και στην υδατική φάση (άχρωμη) που περιέχει το RNA.  Για την 
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κατακρήμνιση του RNA, στην υδατική φάση, η οποία μεταφέρεται σε νέο Eppendorf 

1.5ml, προστίθενται 500μl ισοπροπανόλης για 5-10 λεπτά και κατόπιν 

φυγοκεντρείται στις 12.000 στροφές ανά λεπτό για 10 λεπτά. Το RNA (με την μορφή 

πελέτας) εκπλένεται κατόπιν με 1ml αιθανόλης 75%, αφήνεται να στεγνώσει και 

επαδιαλύεται σε 10μl ή 20μl DEPC-Η20 (Diethylpyrocarbonate (DEPC–H2O) ανάλογα 

με το μέγεθος της πελέτας. Για καλύτερη διάλυση της θερμαίνεται για 5 λεπτά στους 

65
ο
C. H ποσότητα υπολογίζεται βάση της απορρόφησης στα 260nm (τιμή 

απορρόφησης 1nm αντιστοιχεί σε 40mμgr/ml RNA). Τα δείγματα του RNA 

φυλάσσονται στους -80
 ο

C μέχρι να χρησιμοποιηθούν. 

 

5.1.7. Φωτομέτρηση RNA 

Για να προσδιοριστεί η ποσότητα και η καθαρότητα του RNA κάθε δείγματος, γίνεται 

φωτομέτρηση τους, δηλαδή μετρούνται οι απορροφήσεις στα 260 και στα 280nm, 

όπου απορροφούν αντίστοιχα το RNA και το DNA. Από την απορρόφηση στα 260nm 

προσδιορίζεται η συγκέντρωση τους, ενώ ο λόγος των δύο απορροφήσεων 260/280 

δίνει την καθαρότητα του RNA, ενώ η ποσότητα υπολογίζεται βάση της 

απορρόφησης στα 260nm (τιμή απορρόφησης 1nm αντιστοιχεί σε 40mμgr/ml RNA). 

Τα δείγματα του RNA φυλάσσονται στους -80
 ο

C μέχρι να χρησιμοποιηθούν.  

Ιδανικοί λόγοι χρήσης του RNA δείγματος που έχει απομονωθεί είναι 1.5 έως 1.8. 

 

5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής 

(Reverse Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (Reverse 

Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) είναι μία ευαίσθητη in vitro 

μέθοδο Μοριακής Βιολογίας που σκοπό έχει τον προσδιορισμό του mRNA στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα. Βασίζεται στον ημισυντηρητικό τρόπο διπλασιασμού του 

DNA και στην ικανότητα αντίστροφης μεταγραφής του RNA, σύμφωνα με το 

κεντρικό δόγμα της Βιολογίας, με την χρήση ειδικών ενζύμων. 
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Η μέθοδος χωρίζεται σε δύο μέρη: 

1
ο
 Μέρος: Στην μετατροπή του mRNA σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) και στην 

ενίσχυση-σύνθεση μεγάλης ποσότητας του γονιδίου που μας ενδιαφέρει από το 

cDNA. Η μετατροπή του RNA σε cDNA γίνεται με την βοήθεια του ενζύμου 

αντίστροφη μεταγραφάση και το ένζυμο για να ξεκινήσει τη σύνθεση του cDNA 

χρειάζεται ένα πρωταρχικό τμήμα συμπληρωματικό της 5’-3 Poly- (A) περιοχής του 

mRNA. Η σύνθεση γίνεται με την προσθήκη ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs) και το 

cDNA που προκύπτει χρησιμοποιείται για αντιγραφή συγκεκριμένης αλληλουχίας 

DNA που καθορίζεται από πρωταρχικά τμήματα (Primers) ειδικά για το γονίδιο που 

θέλουμε να αντιγραφεί. Η διαδικασία γίνεται παρουσία ειδικής θερμοαντοχής 

πολυμεράσης. Η διαδικασία περιλαμβάνει διαδοχικά:  

α) Αποδιάταξη του cDNA στους 95
ο
C,  

β) Ψύξη του DNA στους 25
ο
C για την επικόλληση των Primers στα συμπληρωματικά 

κομμάτια του DNA και  

γ) αντιγραφή συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA που καθορίζεται από τα Primers 

Είκονα 6. Βήματα διαδικασίας RT-PCR: Ρeverse Τranscriptase Polymerase Chain 

Reaction 
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παρουσία dNTPs και της πολυμεράσης.  

Η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται αρκετές φορές, ούτως ώστε να 

δημιουργηθούν πολλά αντίγραφα του γονιδίου. Το προϊόν διαχωρίζεται και 

ταυτοποιείται μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης.  

Αναλυτικά η διαδικασία έχει ως εξής:  

Η απομόνωση του RNA από τα κύτταρα Hela, Jeg3 και τους ομογενοποιημένους 

ιστούς πλακούντα πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο του TRIzol, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω «5.1.6 Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και 

ομογενοποιημένους ιστούς».  

Ένα μικρογραμμάριο από το συνολικό RNA (αφού έχει προηγηθεί η διαδικασία της 

Φωτομέτρησης, όπως περιγράφεται στην παράγραφο «5.1.7. Φωτομέτρηση RNA») 

που προκύπτει σε κάθε δείγμα υπόκειται στη διαδικασία της αντίστροφης 

μεταγραφής με τη  βοήθεια του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση Thermoscript RT  

(Life Technologies, ΗΠΑ) στις συνθήκες του προγράμματος Thermo-Script PCR.  

Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται τυχαία εξαμερή (random hexamers-μείγμα 

50ng/μl από τυχαία εξαμερή, που είναι πρωταρχικά τμήματα συμπληρωματικά της 

5΄-3΄poly-(Α) περιοχής του mRNA, σε τελικό όγκο 20μl.  

Επίσης, χρησιμοποιούνται 10 mM μίγματος dNTPs, Ολιγονουκλεοτιδίων, διάλυμα 

σύνθεσης cDNA, που περιέχει 250mΜ Tris Acetate (pH 8,4), 375 mΜ οξικό κάλιο, 40 

mΜ οξικό μαγνήσιο και τέλος προστίθενται 50mM διαλύματος MgCl2.  

2
ο
 Μέρος: Από το προϊόν (cDNA) χρησιμοποιείται ποσότητα ίση με ένα μικρόλιτρο 

ως υπόστρωμα για την Αλυσιδωτή αντίδρασης της Πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφής (RΤ-PCR). 

Για την αντίδραση RΤ-PCR απαιτούνται 2mM MgCl2, RT-PCR buffer, 0.2 mM sense  

και antisense primers, 0.2 mM dNTPs (Ολιγονουκλεοτίδια-Το διάλυμα περιέχει 

10Mm μίγματος ολιγονουκλεοτίδιων) και 2.5U Platinum Taq DNA polymerase (Life 

Technologies, ΗΠΑ). Ο όγκος της τελικής αντίδρασης είναι 20μl. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται σε Laminar Flow PCR CYCLER, 3FT (Biosure). Οι αντιδράσεις 

αναλύθηκαν σε πηκτή αγαρόζης (2%w/v) με επακόλουθη χρώση με βρωμιούχο 

αιθίδιο.  

Η επίτευξη ικανοποιητικής αντίδρασης πολυμερισμού, τόσο ως προς την απόδοση, 

όσο και ως προς την ειδικότητα, εξαρτάται κατά κύριο λόγο από την επιλογή των 
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κατάλληλων (αλληλουχία) εκκινητών (Primmers), τον προσδιορισμό της ακριβούς 

θερμοκρασίας των εκκινητών (θερμοκρασία αποδιάταξης, Tm), τον προσδιορισμό 

θερμοκρασίας υβριδισμού Ta, την συγκέντρωση Mg
2+

, την συγκέντρωση των 

δεσοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs), την συγκέντρωση εκκινητών, και την επιλογή 

της RT-PCR μεταγραφάσης και πολυμεράσης. 

 (Έπειτα από blast των αμινοξικών αλληλουχιών, προέκυψαν οι παρακάτω 

αλληλουχίες για την Hbd1 αλληλουχία. Χρήση του προγράμματος EditSeq και Blust.) 

Για την ανίχνευση του cDNA, 10μl από το προϊόν της PCR αντίδρασης τοποθετούνται 

σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ), σε πηκτή αγαρόζης  

(2%w/v) που περιέχει βρωμιούχο αιθίδιο και ακολουθεί η διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.19. παρακάτω. Η επιλογή 

του πηκτώματος καθώς και της συγκέντρωσής του γίνεται με βάση το μέγεθος του 

DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί καθώς και την απαιτούμενη διακριτική 

ικανότητα της πειραματικής διαδικασίας. Το πήκτωμα αγαρόζης (συνήθης 

συγκέντρωση 1-2%) χρησιμοποιείται για την ηλεκτροφόρηση μεγάλων τμημάτων 

DNA καθώς και για μεγάλες διαφορές μεγέθους των τμημάτων που πρόκειται να 

διαχωριστούν. 

Συστατικά και ρυθμιστικοί παράγοντες της PCR  

Η επίτευξη ικανοποιητικής αντίδρασης πολυμερισμού, τόσο ως προς την απόδοση, 

όσο και ως προς την ειδικότητα, εξαρτάται κατά κύριο λόγο από την επιλογή των 

κατάλληλων εκκινητών (αλληλουχία), τον προσδιορισμό της ακριβούς 

θερμοκρασίας των εκκινητών (θερμοκρασία αποδιάταξης, Tm), τον προσδιορισμό 

θερμοκρασίας υβριδισμού Ta, την συγκέντρωση Mg
2+

, την συγκέντρωση των dNTPs, 

την συγκέντρωση εκκινητών, και την επιλογή της DNA πολυμεράσης. 

Ο σχεδιασμός κατάλληλων εκκινητών (primers), αποτελεί βασικό παράγοντα 

επίτευξης ικανοποιητικής απόδοσης και ειδικότητας στην αντίδραση πολυμερισμού 

της PCR. Η γνώση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων της περιοχής-στόχο αποτελεί 

τη βάση της σύνθεσης των εκκινητών. Περιοχές με ασυνήθεις αλληλουχίες βάσεων, 

όπως επαναλαμβανόμενα μοτίβα ή πολυπουρινικές/πολυπυριμιδίνικές περιοχές 

καθώς και αλληλουχίες, οι οποίες ενέχονται στο σχηματισμό δευτεροταγών δομών 

αποφεύγονται να επιλεγούν ως αλληλουχία στόχος.  
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Πίνακας 1. Οι συνθήκες της RT- PCR (Denaturation - Annealing, Extension) για κάθε γονίδιο 

 

 

 

 

Γονίδιο Αλληλουχία Συνθήκες PCR Προϊόν 

PCR 

CRH 5’-CAACTTTTTCCGCGTGTTGCT-3’ 

5’-ATGGCATAAGAGCAGCGCTAT-3’ 

5min/ 98
O
C, 1min/ 95

O
C, 

1min /60
O
C,  1min /72

O
C, 

7min /72
O
C  για 40 κύκλους 

244 bps 

CRH-R1β 5’-AAGGTGCACTACCATGTCGCA-3’ 

5’-GGTCATGAGGATGCGACGAT-3’ 

5min/ 98
O
C, 1min/ 95

O
C, 

1min /62
O
C,  1min /72

O
C, 

για 40 κύκλους 

554bps 

CRH-R2α 5’-GACGCGGCACTGCTCCACAG-3’ 

5’-GCATTCCGGGTCGTGTTGTC-3’ 

5min/ 98
O
C, 0,45min/ 95

O
C-

0,45min /62
O
C- 

0,45min/72
O
C, 1min/72

O
C 

για 40 κύκλους 

322bps 

UCN 5’-

TATAGATCTGGCACGATGAGGCAGAGGGG-3’ 

5’-CGCGAATTCCGATCACTTGCCCACCGAATC-

3’ 

5min/ 98OC, 1min/ 95OC, 

1min /60OC,  1min /72OC, 

7min /72OC  για 40 κύκλους 

145 bps 

FasL 5’-ACACCTATGGAATTGTCCTGC-3’ 

5’-GACCAGAGAGAGCTCAGATACG-3’ 

3min/ 95
O
C, 10s/ 92

O
C-30s/ 

55
O
C- 1min/ 72

 O
C,10mn 

/72
O
C  για 25κύκλους 

311 bps 

Ακτίνη 5’- CATCCTGTCGGCAATGCCAGG-3’ 

5’- CTTCCTGGGCATGGAGTCCTG-3’ 

60s/ 95
O
C , 60s/ 55

O
C  και 

60s/ 72 
O
C για 35 κύκλους 

174 bp 

Human 

beta 

Defensins 

1 

 

5’-GTCGCCATGAGAACTTCCTACCTT-3’ 

5’-GCACTTGGCCTTCCCTCTGTAAC-3’ 

60s/ 95
O
C , 30s/ 58

 O
C -30s 

/64,9
 O

C -30min σε 72
 O

C  

για 40   κύκλους  (RT-PCR) 

και 

10min/ 95
O
C, 20s/ 95

O
C , 

30s/ 62
 O

C , 30sec/72
 O

C  για 

40 κύκλους (Real Time PCR -

MX PRO, MX3000P) 

249-

266bp 

GAPDH 5'-GCCACATCGCTCAGACACCA-3' 

5'-GATGACCCTTTTGGCTCCCC-3'  

30 s /94°C, 30 s/58°C-60 s/ 

72°C για 30  κύκλους 

483 bp 
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Το μήκος των εκκινητών (16-24bp) εξασφαλίζει στατιστικά ότι οι εκκινητές έχουν 

ελάχιστη πιθανότητα υβριδισμού σε άλλες περιοχές του γονιδιώματος. Ωστόσο έχει 

βρεθεί πως εκκινητές με μήκος μεγαλύτερο των 30bp δε συμβάλουν σε περαιτέρω 

αύξηση της ειδικότητας της αντίδρασης της PCR. Το ζεύγος των εκκινητών πρέπει να 

έχουν παραπλήσιο αριθμό βάσεων G/C, να μην παρουσιάζουν 

συμπληρωματικότητα στο 3’ ή στο 5’ άκρο τους ώστε να αποφεύγεται ο 

σχηματισμός διμερών και να έχουν παραπλήσια θερμοκρασία 32 ή τήξεως. 

Με τον όρο θερμοκρασία αποδιάταξης (Tm) ορίζεται η θερμοκρασία κατά την 

οποία η μετατροπή του δίκλωνου DNA σε μονόκλωνο ολοκληρώνεται στο 50%. H 

θερμοκρασία αποδιάταξης για εκκινητές με μήκος μεγαλύτερο των 20bp 

υπολογίζεται σύμφωνα με τον τύπο Tm=(αριθμός βάσεων Α+Τ)x2ºC + (αριθμός 

βάσεων G+C)x4ºC.  

Σήμερα για τον ακριβή σχεδιασμό των εκκινητών χρησιμοποιούνται ειδικά 

υπολογιστικά προγράμματα (π.χ. Primer Premier, DNA Star), τα οποία 

επεξεργάζονται τις παραμέτρους αυτές και παρέχουν τη δυνατότητα επιλογής 

κατάλληλων εκκινητών που εξασφαλίζουν υψηλή ειδικότητα και απόδοση στην 

αντίδραση της PCR. 

Ο προσδιορισμός της ακριβούς θερμοκρασίας υβριδισμού (Ta,annealing 

temperature) των εκκινητών παρουσιάζει ιδιαίτερη σημασία στην ειδικότητα της 

αντίδρασης της PCR. Η θερμοκρασία υβριδισμού Ta ποικίλει ανάλογα με το είδος 

των εκκινητών και του DNA υποστρώματος και κυμαίνεται μεταξύ 37ºC και 60ºC. Η 

επιλογή υψηλών θερμοκρασιών επιτυγχάνει περισσότερο εξειδικευμένο υβριδισμό, 

χαμηλής όμως απόδοσης. 

Σε χαμηλότερες θερμοκρασίες αυξάνει η απόδοση της αντίδρασης PCR σε βάρος 

όμως της ειδικότητας, με αποτέλεσμα τον αυξημένο κίνδυνο δημιουργίας 

παραπροϊόντων. Η θεωρητική ιδανική θερμοκρασία υβριδισμού Ta μπορεί να είναι 

έως και 5ºC χαμηλότερη, μέχρι και 12ºC υψηλότερη από τη θερμοκρασία 

αποδιάταξης Tm των εκκινητών. Όσο πιο κοντά βρίσκεται η θερμοκρασία 

υβριδισμού Ta προς τη θερμοκρασία αποδιάταξης Tm των εκκινητών, τόσο πιο πολύ 

η ειδικότητα αυξάνει. Ωστόσο για τον προσδιορισμό της πραγματικής θερμοκρασίας 

υβριδισμού απαιτείται η πραγματοποίηση πειραμάτων βελτιστοποίησης με 
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διαβάθμιση θερμοκρασίας υβριδισμού Ta, τα οποία υποδεικνύουν στην πράξη την 

τιμή της θερμοκρασίας η οποία εξασφαλίζει την καλύτερη απόδοση και ειδικότητα 

της αντίδρασης PCR. 

Τα ιόντα Μαγνησίου είναι απαραίτητος συμπαράγοντας για τη δράση της 

πολυμεράσης και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή στην ποσότητά τους. Τα ιόντα 

Μαγνησίου δημιουργούν ένα διαλυτό σύμπλεγμα με τα dNTPs, το οποίο είναι 

απαραίτητο για την ενσωμάτωση των dNTPs στη νεοσυντιθέμενη αλυσίδα του DNA, 

ενώ ταυτόχρονα είναι απαραίτητο για την ενεργότητα της πολυμεράσης. Μεγάλες 

συγκεντρώσεις MgCl2 αυξάνουν την ενεργότητα της πολυμεράσης μειώνοντας όμως 

την πιστότητα της προκαλώντας την παραγωγή παραπροϊόντων, ενώ το αντίθετο 

ισχύει για μικρότερες συγκεντρώσεις. Οι συνήθεις ιδανικές συγκεντρώσεις ιόντων 

Μαγνησίου κυμαίνονται περίπου στα 0,5-5mM/αντίδραση. 

Κατά τη διάρκεια του πολυμερισμού απαιτούνται υψηλής καθαρότητας 

δεσοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) σε συγκέντρωση που κυμαίνεται από 100-

200μΜ. Η βέλτιστη συγκέντρωση των dNTPs εξαρτάται από τη συγκέντρωση των 

ιόντων Μαγνησίου, τη συγκέντρωση των εκκινητών, το μήκος της αλληλουχίας 

στόχου, τον αριθμό των κύκλων της αντίδρασης PCR καθώς και από τις συνθήκες 

της αντίδρασης. 

Η συνήθης συγκέντρωση των εκκινητών σε μια αντίδραση PCR κυμαίνεται από 0,1-

0,5mM. Χαμηλές συγκεντρώσεις εκκινητών έχουν ως αποτέλεσμα τη γρήγορη 

εξάντλησή τους, οπότε και λαμβάνεται μικρή ποσότητα προϊόντος, ενώ μεγάλες 

συγκεντρώσεις οδηγούν συχνά στο σχηματισμό παραπροϊόντων. Κατά τη 

βελτιστοποίηση της αντίδρασης PCR η συγκέντρωση των εκκινητών τροποποιείται 

σε συνδυασμό με τις συγκεντρώσεις του Μαγνησίου και των dNTPs με στόχο τον 

καθορισμό των κατάλληλων συγκεντρώσεων για μια δεδομένη θερμοκρασία 

υβριδισμού Ta. 

Οι DNA πολυμεράσες είναι ένζυμα που καταλύουν την αντίδραση σύνθεσης 

πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων από μονομερή τριφωσφορικά 

δεσοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) χρησιμοποιώντας ως μήτρα τη μια από τις δύο 

αρχικές αλυσίδες DNA. Η σύνθεση του DNA γίνεται με κατεύθυνση 5’ προς 3’, από 

τον 5’ α-φώσφορο του τριφωσφωρικού δεσοξυριβονουκλεοτιδίου προς την 3’ 

τελική υδροξυλική ομάδα της νεοσυντιθέμενης αλυσίδας. Πριν την ανακάλυψη των 
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θερμοανθεκτικών DNA πολυμερασών ήταν αναγκαία η συνεχής προσθήκη ενζύμου 

σε κάθε κύκλο της PCR λόγω της υψηλής θερμοκρασίας αποδιάταξης του DNA.  

Ορισμένες από τις θερμοανθεκτικές DNA πολυμεράσες που μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σήμερα σε μια αντίδραση PCR είναι η Τaq Φυσική (Thermus 

aquaticus), η Amplitaq Ανασυνδυασμένη (Thermus aquaticus), η Hot Tub Φυσική 

(Thermus flavis), η  Pyrostate Φυσική (Thermus flavis), η Tth Ανασυνδυασμένη 

(Thermus thermophilus) και η Vent Ανασυνδυασμένη (Thermococcus litoralis). 

 

 

 

 

Η φυσική πολυμεράση Taq καθώς και η ανασυνδυασμένη μορφή της Ampitaq 

αποτελούν τις συχνότερα χρησιμοποιούμενες πολυμεράσες στην αντίδραση PCR. 

Έχουν την ικανότητα ενσωμάτωσης 35-100 νουκλεοτίδια/λεπτό και η θερμοκρασία 

βέλτιστης απόδοσης κυμαίνεται μεταξύ 70ºC και 80ºC. Έχουν επίσης 5’-3’ 

εξωνουκλεολυτική δράση απομακρύνοντας νουκλεοτίδια μπροστά από τη 

νεοσυντιθέμενη αλυσίδα, ενώ δεν έχουν 3’-5’ εξωνουκλεολυτική δράση. Η χρήση 

μιγμάτων πολυμερασών αξιοποιώντας ταυτόχρονα τα επιμέρους πλεονεκτήματά 

της κάθε μιας πολυμεράσης αποτελεί μια εναλλακτική πρόταση βελτίωσης της 

ειδικότητας και της απόδοσης της αντίδρασης PCR. 

Για όλες τις αντιδράσεις PCR χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες συγκεντρώσεις 

αντιδραστηρίων (Promega, Invitrogen): 

�5x buffer solution  

Εικόνα 7. Η λειτουργία της Taq Πολυμεράσης 
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�MgCl2 25Mm 

�dNTPs 2.5mM  

�Εκκινητές 10mM stock  

�GoTaq DNA Polymerase 5u/μl 

 

5.1.9. Ηλεκτροφόρηση  

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης είναι η πλέων κλασσική μέθοδος 

διαχωρισμού μορίων με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου με βάση το μέγεθος και 

το φορτίο τους. Το DNA σε ουδέτερο pH είναι αρνητικά φορτισμένο και 

μεταναστεύει προς τον θετικό πόλο, ενώ το κατιόν του αιθιδίου κινείται ανάποδα με 

αποτέλεσμα το DNA κατά την μετανάστευσή του κατά μήκος του πηκτώματος να 

δεσμεύει αιθύδιο. Ταυτόχρονα με το δείγμα που θέλουμε να μελετήσουμε, 

χρησιμοποιούμε και τον μάρτυρα (ladder) που περιέχει κομμάτια DNA γνωστού 

μεγέθους και να μας επιτρέπει να υπολογίσουμε το μέγεθος των θραυσμάτων του 

δείγματός μας. 

Παρασκευή του πηκτώματος αγαρόζης 

 Η επιθυμητή ποσότητα αγαρόζης διαλύεται σε διάλυμα 0.5x ΤΒΕ και η αγαρόζη 

τήκεται με βρασμό σε φούρνο μικροκυμάτων για περίπου 2 λεπτά. Το ΤΒΕ είναι 

ρυθμιστικό διάλυμα με pH 8.3 το οποίο αποτελείται από 10.8 g/l Tris, 5.5 g/l βορικό 

οξύ και 0.002M EDTA. Έπειτα η αγαρόζη αφήνεται να κρυώσει έως τους 60°C και 

προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) σε τελική συγκέντρωση 0.5 μg/ml. Το διάλυμα 

αυτό τοποθετείται σε δοχείο που περιέχει «κτένα» η οποία δημιουργεί τα 

«πηγάδια» για το φόρτωμα των δειγμάτων. Η πήξη για την αγαρόζη επιτυγχάνεται 

με την πτώση της θερμοκρασίας της. Το στερεοποιημένο πήκτωμα μετά την 

αφαίρεση της «κτένας», εμβαπτίζεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 

0.5x ΤΒ. 

Το δείγμα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί, επαναιωρείται σε διάλυμα 

φόρτωσης (loading buffer) και εφαρμόζεται σταθερή ηλεκτρική τάση στο 

τροφοδοτικό της συσκευής (Bio-Rad Labs, ΗΠΑ) . Το διάλυμα φόρτωσης περιέχει 

0.25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0.25% κυανό του ξυλενίου και 25% φικόλη. Μετά 

το πέρας της ηλεκτροφόρησης οι ζώνες του DNA γίνονται άμεσα ορατές με έκθεση 

του πηκτώματος σε υπεριώδη (UV) ακτινοβολία 



 

 119 

Πραγματοποιείται ο διαχωρισμός ανάλογα το μοριακό βάρος. Ο υπολογισμός του 

μοριακού βάρους των γονιδίων είναι εφικτός με τη χρήση των δεικτών γνωστού 

μοριακού βάρους (markers) που ηλεκτροφορούνται παράλληλα και ταυτόχρονα με 

τα άγνωστα δείγματα. Το βρωμιούχο αιθίδιο δεσμεύεται και χρώνει το DNA, το 

οποίο ανιχνεύεται σε συσκευή υπεριώδους φωτός (Nero Photo Snap Viewer).  

 

5.1.10. Διαλυματοποίηση πεπτιδίου CRH και Ανταλάρμινης 

Διαλυματοποίηση Πεπτιδίου 

To πεπτίδιο CRH (Tocris) που χρησιμοποιήθηκε στο εργαστήριο στις επωάσεις των 

κυτταροκαλλιεργειών, αποτελεί ένα ενδογενές πεπτίδιο ανταγωνιστή των 

υποδοχέων του CRH και επάγει την σύνθεση και την έκκριση του ACTH από τη 

πρόσθια υπόφυση. Έχει Μ.Β. 4758 και η αμινοξική του αλληλουχία απεικονίζεται 

στην εικόνα:   

 

 

 

 

 

 

Αρχικά, το πεπτίδιο διαλύεται σε αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό με 2% Bovine 

Serum Albumin (BSA) και 0.01 Ν HCL και φυλάσσεται στη συνέχεια σε βαθιά 

κατάψυξη (-80
ο
C). 

Διαλυματοποίηση Ανταλάρμινης(Antalarmin)(ευγενική προσφορά του Δρ. Ζουμάκη 

Ε.) 

Η ανταλάρμιν, αποτελεί έναν μη πεπτιδιακό CRH ανταγωνιστή με Μοριακό Βάρος 

378,54, που επιλεκτικά δρα ανταγωνιστικά στον υποδοχέα τύπου 1 της CRH (96) και 

διαλυτοποιείται σε EtOH 100% (Merck) με τελική συγκέντρωση 1μΜ ανταλαρμίνης.  

 

5.1.11. Στατιστική Ανάλυση 

Οι στατιστικές αναλύσεις των αποτελεσμάτων έγιναν με προγράμματα Alpha Imager 

Software, Photoshop, Image J, ΙΒΜ SPSS Statistics 19 και χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος για τη συγκριτική μελέτη απόλυτων τιμών Student’s test (t-test), . Η τιμή P < 

Αμινοξική Αλληλουχία πεπτιδίου CRH  



 

 120 

0.05 θεωρήθηκε στατιστικών σημαντική.  

 

 

5.2 Υλικά 

 

5.2.1 Διαλύµατα 

5.2.1.1 Διαλύµατα καταμέτρησης κυττάρων σε πλάκα Neubauer 

• Trypan Blue 

 

5.2.1.2 Διαλύματα Κυτταροκαλλιέργειας 

• DMEM θρεπτικό υλικό 

• FBS 

• DMSO 

 

5.2.1.3 Διαλύματα Επίστρωση επιφανειών με μόρια του εξωκυττάριου χώρου 

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

• Στείρο Ενέσιμο Ύδωρ (Water For Injection-WFI): NaCl 0.9% 

• Διάλυμα φιμπρονεκτίνης σε WFI 50μg/ml 

 

5.2.1.4 Διαλύματα Ανοσοιστοχημείας σε τομές παραφίνης 

Για το Ι Kit  Ανοσοιστοχημείας βιοτίνης-στρεπταβιδίνης με υπεροξειδάση (Biogenex) 

• Ξυλόλη 100% 

• EtOH 100% (Merk, Γερμανία) 

• TBS: 50nmol/l Tris και 150 mmol/l NaCl 

• H2O2 3% 

• NaOH 

• Κιτρικό οξύ10mM (Merk, Γερμανία) 

• Αιματοξυλίνη  Mayer’s , χρωστική  

• Glycergel (Dako) 

• Power Block reagent, διάλυμα καζεΐνης για την κάλυψη ειδικών θέσεων πρόσδεσης 

των αντισωμάτων 

• Peroxide Block, 3% υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό  
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• Χρωμογόνο τετραυδροχλωρική 3,3΄-διαμινοβενζιδίνη  

 (3,3' diaminobenzidinΤetrahydrochloride,DAB.  

• Tris/HCl(Bio-Rad Labs, USA) 

• NaCl (Merk, Γερμανία) 

 

Για το ΙΙ Kit  Ανοσοιστοχημείας UltraVision Quanto Detection HRP DAB (Thermo 

Fisher Scientific) 

• Xρησιμοποιήθηκαν τα ίδια διαλύματα αποπαραφίνωσης και αφυδάτωσης 

• 3% Υπεροξείδιο του Υδρογόνου - Hydrogen Peroxide Block 

• Ultra-V-Block 

• EDTA (PH: 8) 

• Primary Antibody Amplifier Quanto 

• HRP Polymer Quanto   

• 30μl DAB Quanto Chromogen διαλυμένο σε 1 ml DAB Quanto Υποστρώμα 

 

5.2.1.5 Διαλύματα Έμμεσου Ανοσοφθορισμού 

• Power Block reagent, διάλυμα καζεΐνης για την κάλυψη ειδικών θέσεων πρόσδεσης 

των αντισωμάτων (BioGenex) 

• Ξυλόλη 100% 

• EtOH 100% (Merk, Γερμανία) 

• PBS 

• TBS: 50nmol/l Tris και 150 mmol/l NaCl 

• H2O2 3% 

• NaOH 

• Κιτρικό οξύ10mM (Merk, Γερμανία) 

• MeOH 

• FBS-Fetal Bovine Serum (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK) 

• DAPI (Molecular Probes) 

• Φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα, Phosphate Buffer Saline, PBS (Sigma-Aldrich, USA) 

• Μέσο προστασίας φθορισμού: ProLong Gold antifade reagent with DAPI 

(Invitrogen) 
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5.2.1.6. Διαλύματα Συλλογής, προετοιμασίας και ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών  

• Μετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου:  SDS (Alter Chem) 

• Tris (Bio-Rad Labs) 

• NaCl, HCl, Bacitracin, Leupeptin, μη ιονικό απορρυπαντικό P-40: NP40, φαινυλο-

μεθυλ-σουλφονυλο φθορίδιο: PMSF, γλυκερόλη, διθειοθρειτόλη: DTT (Sigma) 

• Αζίδιο του νατρίου:Sodium Azide (Merk, Γερμανία) 

• Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (PBS) 

• Διάλυμα Λύσης: M-PER, Mammalian  Protein Extraction Reagent (Thermo 

Scientific). 

• Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης 2x (Sample buffer 2x) 

• Tris.HCl (0,125M) 

• SDS –Sample Buffer, pH:6.8 (AlterChem) 

• β – μερκαπτοαιθανόλη 4% (w/v) (Sigma) 

• Γλυκερόλη 10% (w/v) 

• Κυανούν της βρωμοφανόλης 0,02% (w/v) (Sigma) 

• Διάλυμα ακρυλαμίδης 30% 
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5.2.1.7. Ηλεκτροφορητικά διαλύµατα 

• Διάλυµα φόρτωσης-αποδιάταξης πρωτεϊνών 3×: 0.2 Μ Tris.HCl, 6% SDS, 

6%µερκαπτοαιθανόλη, 15% γλυκερόλη και 0.03 % κυανούν της βρωµοφαινόλης 

• Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού πρωτεϊνών (separating or resolving 

gel buffer 12% (30ml): Διάλυμα ακρυλαμίδης 30% 12ml + διάλυμα διαχωρισμού 

7.5ml + απεσταγμένο νερό 9.9ml + APS 10% 300μl + TEMED 12μl + SDS 10% 300μl 

• Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος επιστoίβαξης πρωτεϊνών (stacking gel buffer) 

(10ml): Διάλυμα ακρυλαμίδης 30%  1.7ml + διάλυμα επιστοίβαξης 1.25ml + 

απιονισμένο νερό 6.8ml + APS 10% 100μl + TEMED 10μl + SDS 10% 100μl  

• Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών 10×: 0.25mM Tris base, 1.92mM 

γλυκίνη, 1% SDS (w/v), pH 8.3 

• Ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών στη µεµβράνη (transfer buffer) 1×: 

0.025mM Tris base, 0.192mM γλυκίνη, 20% µεθανόλη, pH 8.3 – Με τελικό όγκο στα 

500ml διαλύματος ηλεκτροφόρησης 10x προστίθενται σε 1 lt μεθανόλης και ο όγκος 

ρυθμίζεται στα 5lt. 

• Διάλυµα έκπλυσης µεµβρανών ανοσοαποτύπωσης: TBS, 0.1% Tween-20 (Merk, 

Γερμανία) (v/v) 

• Διάλυµα χηµειοφωταυγούς ανίχνευσης πρωτεϊνών (ΕLC): (SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) 

• Διάλυμα αφαίρεσης πρωτεϊνών (Stripping buffer) (Tris/HCl 62.5mM + β-

μερκαπτοαιθανόλη +100mM SDS 2% pH 6.7) 

 

5.2.1.8 Διαλύματα απομόνωσης RNA 

• Trisol (Trisol reagentTM, Sigma, USA) 

• Χλωροφόρμιο (Sigma, USA) 

• Ισοπροπανόλη, Αιθανόλη (Merk, Γερμανία)  

• DEPC- Η20 (Diethylpyrocarbonate (DEPC)–H2O) 

 

5.2.1.9 Διαλύματα Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφής 

• Διάλυμα διθειοθρειτόλης: Το διάλυμα περιέχει 0,1Μ διθειοθρειτόλης (Sigma, 
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ΗΠΑ) 

• Διάλυμα Ολιγονουκλεοτιδίων dNTPs: Το διάλυμα περιέχει 10mΜ μίγματος 

ολιγονουκλεοτιδίων (Life Technologies, ΗΠΑ) 

• Διάλυμα τυχαίων εξαμερών: random hexamers, το διάλυμα περιέχει 50ngr/μl – 3’ 

poly- (A) περιοχής του mRNA (Life Technologies, ΗΠΑ) 

• Διάλυμα MgCl2 : το διάλυμα περιέχει 50mM MgCl2 

• Διάλυμα σύνθεσης c DNA: Το διάλυμα περιέχει 250Mμ Tris Acetate (pH8,4), 375 

mΜ οξικό κάλιο, 40Mm οξικό μαγνήσιο (Life Technologies, ΗΠΑ) 

• Οι εκκινητές (primers) για κάθε γονίδιο που ελέγχθηκε αναφέρονται παρακάτω. Η 

σύνθεση των ολιγονουκλεοτιδίων πραγματοποιήθηκε από την MWG-Biotech AG 

(VBC-GENOMICS, BIOSCIENCE Research GmbH). 

 

5.2.2 Aντισώµατα 

• Πολυκλωνικό δευτεροταγές αντίσωμα συνδεδεμένο με βιοτίνη (Multilink 

biotinylated anti-imunoglobulins), το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

πρόσδεση αντισωμάτων που έχουν αναπτυχθεί σε επίμυ, κόνικλο, ή ινδικό χοιρίδιο 

(Biogenex) 

• HbD1, Defensin1, beta (Human), (Phoenix Pharmaceuticals) 

• HbD2, Defensin2, beta (Human), (Phoenix Pharmaceuticals) 

• Corticotripin Releasing Factor (CRF), (Phoenix Pharmaceuticals) 

• Corticotripin Releasing Factor Receptor I (CRF RI), (Santa cruz) 

• Corticotripin Releasing Factor Receptor II(CRF RII), (Santa cruz) 

• Urocortin (UCN), (Phoenix Pharmaceuticals) 

• Actin, (Santa cruz) 

• AP132P, Goat Anti-mouse IgG (Chemicon)  

• AP124P, Goat Anti-rabbit IgG (Chemicon) 

• SS MULTILINK, (Biogenex) 

• Αντί-FasL , (Santa Cruz) 

• Αντί-GaBdH, (Abcam) 

• ALEXA δευτεροταγές αντίσωμα (Alexa Fluor 488,Invitrogen) 
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5.2.3 Ένζυµα 

• Horseradish Peroxidase Label: ένζυμο υπεροξειδάση, συνδεδεμένο με 

στρεπταβιδίνη (Κιτ 1 ) 

• Ένζυμο Υπεροξειδάσης συζευγμένο σε Πολυμερές, χρωμογόνο DAB Plus CE/IVD 

(Κιτ 2) 

• Ένζυμο αντίστροφης μεταγραφάσης: Thermoscript RT (Life Technologies, ΗΠΑ) 

• Ένζυμο πολυμεράσης: Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies, ΗΠΑ) 

• GoTaq Flexi DNA πολυµεράση (Promega) 

 

5.2.4 Αντιβιοτικά 

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη : Penicillin/Streptomycin, 10mg/ml GIBCO-BRL Co, MD, 

USA   

 

5.2.5. Πεπτίδια 

• CRF Πεπτίδιο (human, rat), (Tocris Bioscience) 

• UCN Πεπτίδιο, (Tocris Bioscience) 

 

5.2.6 Kit 

• Super Sensitive Multilink Detection Kit, HRP/DAB, Ανοσοιστοχημείας βιοτίνης-

στρεπταβιδίνης    

  με υπεροξειδάση (Biogenex, SAN RAMON, USA) 

• Kit Ανοσοιστοχημείας UltraVision Quanto Detection HRP DAB (Thermo Fisher 

Scientific). Αποτελεί σύστημα ανίχνευσης μεγάλου όγκου για Μονοκλωνικά και 

Πολυκλωνικά Αντισώματα με Πολυμερές βραχέος μήκους, Υψηλής Ευαισθησίας και 

Ενισχυμένου σήματος.  

 

5.2.7 Υλικά και εταιρείες προέλευσης  

Υλικό Εταιρία Υλικό Εταιρία 

Αγαρόζη Invitrogen Μεθανόλη Fluka 

Αιθανόλη Merck Ακρυλαµίδιο Serva, Γερμανία 

SDS Bio-Rad Labs, ΗΠΑ TEMED 

Ν,Ν,Ν,Ν τετρα-μεθυλενο 

Bio-Rad Labs, 

ΗΠΑ 
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αιθυλοδιαμίνη 

Tris base  Βρωµιούχο αιθύδιο  

Tween 20 Merk, Γερμανία Υδροξείδιο του Νατρίου Sigma 

dNTPS Promega, Invitrogen EDTA BDH 

Φορµαλδεύδη BDH Ισοπροπανόλη BDH 

MgCl2 Sigma-Aldrich, USA Κιτρικό νάτριο BDH 

Χλωριούχο μαγνήσιο Sigma DMEM 

Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium, , MD, 

USA 

GIBCO-BRL  

Co 

Πλάκα 

αιματοκυτταρομετρητή 

Neubaeur Τρυψίνη Thrypsin 0,25% 

(GIBCO-BRL Co, 

MD, USA) 

Μικροσκόπιο ορατού 

φωτός 

Olympus, Japan Αλβουμίνη ορού βοός Bovine Serum 

Albumin (BSA), 

(Sigma-Aldrich, 

USA) 

PBS,phosphate buffured 

saline (pH=7,4) 

Sigma-Aldrich, USA Χρωστική  Trypan Blue Seromed 

Biochrom, 

Γερμανία 

Tris / HCl Bio-Rad Labs, ΗΠΑ Χλωριούχο Νάτριο Merk, Γερμανία 

Γλυκίνη GIBCO, ΗΠΑ Υπερθειiκό αμμώνιο 

Ammonium PerSulfate, 

APS NH4)S2O8 

 Sigma, ΗΠΑ 

ECL Amersham 

Biosciences, UK 

 

Δισ-ακρυλαμίδιο: Ν,Ν-

μεθυλεν-δισ-ακρυλαμίδιο 

Promega, ΗΠΑ 

Γλυκερόλη Merk, Γερμανία Πρωτεϊνικοί δείκτες 

γνωστού μοριακού 

βάρους 

Fermentas 

Τροφοδοτικό PowerPac Universal – 

Bio-Rad Labs, ΗΠΑ 

Συσκευή οριζόντιας 

/καθετης 

ηλεκτροφόρησης 

Mini-

PROTEANsystem 

- Bio-Rad Labs, 

ΗΠΑ 

Συσκευή μεταφοράς 

πρωτεϊνών 

 

Bio-Rad Labs, ΗΠΑ Μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης 

Schleicher & 

Schuell 

Χαρτί Wattman 3mm Whatman 3MM Chr Ξηρό γάλα Regilait 
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Φιλμ εμφάνισης υψηλής 

ευαισθησίας 

Kodak X-Omat AR 

films 

Συσκευή PCR 

 

 

Καλυπτρίδες 22 x 22 mm 

και 24 x 32 mm 

Deckglaser, Knittel 

glaser 

Αντικειμενοφόρες πλάκες Superfrost Plus 

Ανάστροφο μικροσκόπιο 

εξοπλισμένο με laser 

ιόντων αργού-κρυπτού  

Zeiss IM35   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6
ο
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

6.1. Η έκφραση των CRH και UCN, των υποδοχέων τους CRHRs 

και του FasL σε καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας 

  

6.1.1 H έκφραση του CRH στον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας 

6.1.1.1 Έκφραση του mRNA του CRH στην κυτταρική σειρά HeLa 

Η έκφραση του γονιδίου του CRH στην κυτταρική σειρά HeLa, διαπιστώθηκε με την 

χρήση της τεχνικής RT-PCR, ενισχύοντας το cDNA με την χρήση κατάλληλων εκκινητών. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που καλλιεργήθηκε σε 

κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.2.1 

Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)». Απομονώθηκε RNA από 

αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.6. Απομόνωση RNA από 

κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς» και ακολούθησε η διαδικασία 

δημιουργίας cDNA. Έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης 

Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR), όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & 

Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής (Reverse 

Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)», με την χρήση των κατάλληλων 

εκκινητών (Primmers) και προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου μεγέθους (244bp) (Εικόνα 

1). 
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Εικόνα 1. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA του 

CRH σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη: 2) με την ταυτόχρονη χρήση θετικών κοντρόλ (Στήλη:1 

πλακούντα) και αρνητικά κοντρόλ (Στήλη: 3-no-RT). 

 

 

6.1.1.2 Έκφραση του CRH στην κυτταρική σειρά HeLa  

Με σκοπό να μελετηθεί η έκφραση του πεπτιδίου CRH σε κύτταρα HeLa 

πραγματοποιήθηκε χρώση ανοσοφθορισμού, όπως αναφέρεται στο Κεφάλαιο «Υλικά 

και Μέθοδοι - 5.1.3. Επίστρωση επιφανειών με μόρια του εξωκυττάριου χώρου και 

5.1.4.2. Έμμεσος Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela & Jeg3 και ανάστροφη 

μικροσκοπία»Ο πράσινος φθορισμός αποκαλύπτει και εντοπίζει την 

κυτταροπλασματική έκφραση του πεπτιδίου CRH στα HeLa (εικόνα 2Β). Eπιβεβαιώθηκε 

η χρώση του με την χρήση της κυτταρικής σειράς Jeg3 (εικόνα 2Α) ως θετικό κοντρόλ 

(188). H μη ειδική χρώση αποκλείστηκε με την παράλειψη του πρωτοταγούς 

αντισώματος (εικόνα 2Γ-Δ). 

  Placenta   HeLa  no-RT 

CRH (244bp) 
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Εικόνα 2. Χρώση ανοσοφθορισμού (Α,Β,Γ,Δ) που αποκαλύπτει την έκφραση του πεπτιδίου του CRH 

(1:200) στα κύτταρα HeLa. A: Εικόνα μονιμοποιημένων κυττάρων Jeg3 χρωσμένα με φθορισμό (ALEXA) 

για τον εντοπισμό του CRH. Β: Εικόνα μονιμοποιημένων κυττάρων HeLa χρωσμένα με φθορισμό (ALEXA) 

για τον εντοπισμό του CRH. Γ-Δ: Εικόνα αρνητικού κοντρόλ (παράλειψη πρωτοταγούς αντισώματος στα 

μονιμοποιημένα κύτταρα Jeg3 και HeLa αντίστοιχα). (μεγέθυνση x 600). 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 
[Αποτελέσματα] 

 

132 

6.1.1.3.  Έκφραση του CRH κατά την ανάπτυξη τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας  

Στη συνέχεια μελετήθηκε  η πιθανή έκφραση του πεπτιδίου CRH  και η πιθανή θέση του 

παραγόμενου πεπτιδίου, κατά την ανάπτυξη τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας. 

Για το σκοπό αυτό εφαρμόσθηκε ανοσοϊστοχημεία, με την χρήση του πρωτοκόλλου του 

κιτ  II που περιγράφεται στην παράγραφο “5.1.4.1 Ανοσοϊστοχημεία σε τομές 

παραφίνης”. Οι περιοχές έκφρασης του πεπτιδίου CRH αναγνωρίσθηκαν με τη χρώση 

διαδοχικών σε βάθος τομών με αντίσωμα κατά του CRH πεπτιδίου, γεγονός που 

επέτρεψε τον εντοπισμό κυττάρων που εκφράζουν το συγκεκριμένο πεπτίδιο. 

Οι ιστοί που μελετήθηκαν για την πιθανή έκφραση του πεπτιδίου CRH αναφέρονται 

στην παράγραφο «5.1.1. Συλλογή και επεξεργασία δειγμάτων ιστών» 

Στις παρακάτω αντιπροσωπευτικές εικόνες, φαίνεται να εντοπίζεται η έκφραση του 

πεπτιδίου CRH σε ιστούς με Τραχηλική Ενδοεπιθηλιακή Νεοπλασία CIN1 (εικόνα 3
 
Α), 

καθώς και σε ιστούς με ενδιάμεση εικόνα Τραχηλικής Ενδοεπιθηλιακής Νεοπλασίας 

CIN1 –CIN 2 (εικόνα 3
 
Β). Παρατηρούμε στην εικόνα 3

 
Α , τα κοιλοκύτταρα (μολυσμένα 

κύτταρα από τον ιό HPV) να εμφανίζουν την χρώση εντοπισμού, που υποδηλώνει την 

ύπαρξη του CRH στην κυτταρική τους μεμβράνη. Επίσης, στην εικόνα 3Β, ο ιστός 

εμφανίζει ήπια προς μέτρια δυσπλασία (CIN1-2) και τα φλεγμονώδη κύτταρα 

(«αντιδραστικά») στο στρώμα του εξωτραχήλου της μήτρας φαίνεται να εκφράζουν τον 

CRH .Η εικόνα 3Γ απεικονίζει διηθητικό ακανθοκυτταρικό καρκίνωμα χαμηλής 

διαφοροποίησης. Ο CRH εντοπίζεται να βάθει ασθενώς στα κύτταρα της βασικής και 

παραβασικής στοιβάδας. 

Δεν εντοπίσθηκε η έκφραση του CRH σε  διηθητικό πλακώδες καρκίνωμα (Ca) στα 

πειράματα επί των ιστών που πραγματοποιήθηκαν. 
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6.1.2. Η έκφραση του FasL στην κυτταρική σειρά Hela 

6.1.2.1 Έκφραση του mRNA του FasL στην κυτταρική σειρά HeLa 

Η έκφραση του γονιδίου του FasL στην κυτταρική σειρά HeLa, διαπιστώθηκε με την 

χρήση της τεχνικής RT-PCR, ενισχύοντας το cDNA με την χρήση κατάλληλων εκκινητών. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που καλλιεργήθηκε σε σε 

κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.2.1 

Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)» και στη συνέχεια 

απομονώθηκε RNA από αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-

5.1.6. Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς». 

Ακολούθησε η διαδικασία δημιουργίας cDNA και έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR), όπως περιγράφεται στο 

Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφής (Reverse Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)», με την 

χρήση των κατάλληλων εκκινητών και προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου μεγέθους 

(311bp) (Εικόνα: 4). 
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Εικόνα 4. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών επαληθεύεται η έκφραση του mRNA του FasL 

σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη:2) με την ταυτόχρονη χρήση θετικών κοντρόλ (Στήλη:1 

πλακούντας) και αρνητικά κοντρόλ (Στήλη: 3-no-RT). 

 

 

6.1.3. Η έκφραση του FasL στην κυτταρική σειρά Hela επάγεται από τον CRH  

6.1.3.1. Ο CRH επάγει  την έκφραση του mRNA  του FasL στην κυτταρική σειρά Hela 

Στη συνέχεια τέθηκε η υπόθεση ότι η ύπαρξη του πεπτιδίου CRH κατά την διαδικασία 

ανάπτυξης της καρκινογένεσης στον τράχηλο της μήτρας και στο In vitro μοντέλο 

ανάπτυξης τα HeLa, ενεργοποιεί τα κύτταρα να εκφράσουν FasL. Πραγματοποιήθηκαν 

μελέτες RT-PCR μετά από την προσθήκη 1μΜ πεπτιδίου CRH σε κυτταροκαλλιέργεια 

για 48 ώρες. Παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης του μορίου FasL. 

Ο κυτταρικός πληθυσμός HeLa καλλιεργήθηκε σε κατάλληλες συνθήκες, όπως 

αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.2.1 Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου 

Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)» για 48 ώρες με την παρουσία ή μη 1μΜ CRH πεπτιδίου 

και στη συνέχεια απομονώθηκε RNA από αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 

«Υλικά & Μέθοδοι-5.1.6. Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και 

ομογενοποιημένους ιστούς». Ακολούθησε η διαδικασία δημιουργίας cDNA και έπειτα 

εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-

PCR), όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής (Reverse Transcription –Polymerase 

Chain Reaction, RT-PCR)», με την χρήση των κατάλληλων εκκινητών (Primmers) 

προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου μεγέθους (311bp) και επιβεβαιώθηκε η έκφραση 

Placenta  HeLa  no-RT 

FasL (311bp) 
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του μορίου FasL, ως αποτέλεσμα επαγωγής του εξωγενώς από το πεπτίδιο CRH. Οι 

τιμές αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους ± SE (*p<0.05) (Εικόνα:5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Ποσοτικοποίηση της έκφρασης του FasL  που κανονικοποιήθηκε έναντι της ακτίνης (436bp). 

Διαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων του μεταγραφήματος FasL, μέσω της RT-PCR, μετά την επώαση των 

HeLa για 48 ώρες με 1μΜ πεπτιδίου CRH. 

 

 

Ταυτόχρονα, χρησιμοποιήθηκαν ως θετικά κοντρόλ από την κυτταρική σειρά Jeg3 και 

ολικό RNA από ομογενοποιημένο πλακούντα με φυσιολογική κλινική εικόνα, καθώς και 

αρνητικά κοντρόλ (no-RT). Στη συνέχεια έγινε ημι-ποσοτική μελέτη του επιπέδου 

   P<0.05 
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έκφρασης του μεταγραφήματος με την χρήση RT-PCR. Για τον σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκε το ολικό RNA από τις κυτταρικές καλλιέργειες στις οποίες είχαμε 

προσθέσει το CRH πεπτίδιο. Η ένταση των ζωνών που προέκυψε (311bp) για τον FasL 

κανονικοποιήθηκε έναντι της ακτίνης (436bp). Διαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων του 

μεταγραφήματος FasL (Εικόνα 5). Η ακτίνη (436bp) χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την 

επιβεβαίωση της ποιότητας του γενετικού υλικού των δειγμάτων.  

 

 

6.1.3.2. Ο CRH επάγει  την έκφραση της πρωτεΐνης του FasL στην κυτταρική σειρά 

Hela 

Απαντώντας στην ίδια υπόθεση που αναφέρεται στην παράγραφο 6.2.2.1 μελετήθηκε 

μέσω της ανοσοαποτύπωσης η επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης FasL στα 

καρκινικά κύτταρα HeLa μετά από την προσθήκη 1μΜ πεπτιδίου CRH σε 

κυτταροκαλλιέργεια για 48 ώρες.Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία που περιγράφεται 

στην παράγραφο 6.2.2.1  και στη συνέχεια απομονώθηκε πρωτεΐνη από τα κύτταρα, 

όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.5. Ανοσοαποτύπωση 

(Western Blot Analysis)» και επιβεβαιώθηκε η έκφραση της πρωτεΐνης FasL (84), ως 

αποτέλεσμα επαγωγής του εξωγενώς από το πεπτίδιο CRH (Εικόνα 6,7).Η αντι-GaBDH  

χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την επιβεβαίωση της ποιότητας των πρωτεϊνών των 

δειγμάτων. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους ± SE (*p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6.  Επιβεβαίωση έκφρασης πρωτεΐνης FasL στα HeLa 
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Εικόνα 7. Ποσοτικοποίηση του επιπέδου του μεταγραφήματος του FasL. Διαπιστώθηκε αύξηση των 

επιπέδων της πρωτεΐνης FasL, μέσω του Western Blot Analysis, μετά την επώαση των HeLa για 48 ώρες 

με 1μΜ πεπτιδίου CRH. Η ένταση των ζωνών κανονικοποιήθηκε ως προς την ακτίνη (*p<0.05). 

 

6.1.3.4. Έκφραση του mRNA  του FasL στην κυτταρική σειρά HeLa έπειτα από 

επίδραση του CRH, της UCN και  ± του ανταγωνιστή ανταλαρμίνης σε συγκεκριμένες 

χρονικές περιόδους 

Έπειτα μελετήθηκε η επίδραση των πεπτιδίων 10μΜ CRH και UCN  σε συγκεκριμένες 

χρονικές περιόδους στην έκφραση του FasL στα καρκινικά κύτταρα HeLa. 

Πραγματοποιήθηκαν μελέτες RT-PCR μετά από την προσθήκη 10μΜ πεπτιδίου CRH σε 

κυτταροκαλλιέργεια για 0,2,8,24 ώρες. Επίσης, προστέθηκε η ανταλαρμίνη σε 

συγκέντρωση 10 φορές μεγαλύτερη από εκείνη του πεπτιδίου. 

Παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης του m RNA FasL στις 24 ώρες επίδρασης με το 

CRH και UCN πεπτίδιο, ενώ μετά την προσθήκη της ανταλαρμίνης, μειώθηκε η έκφραση 
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του στο χρονικό διάστημα των 24 ωρών. Η ανταλαρμίνη, αποτελεί ανταγωνιστή του 

CRH-R1, οπότε υποθέτουμε ότι η καταστολή της έκφρασης του FasL έγινε διαμέσω του 

CRH-R1 (εικόνα 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8.  Μελέτη με RT-PCR της επίδρασης του πεπτιδίου CRH στην έκφραση του πεπτιδίου FasL στα 

καρκινικά κύτταρα HeLa. 
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Εικόνα 9.  Μελέτη με RT-PCR της επίδρασης του πεπτιδίου UCN στην έκφραση του πεπτιδίου FasL στα 

καρκινικά κύτταρα HeLa. Τα επίπεδα του FasL (Εικόνα 9) αυξάνονται από 24 ώρες επίδραση με το  
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πεπτίδιο UCN. Μετά την προσθήκη ανταλαρμίνης, μειώνεται η δραστικότητα του FasL. Χρησιμοποιήθηκε 

η ακτίνη με σκοπό την επιβεβαίωση της ποιότητας των mRNA των δειγμάτων. 

 

 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης του FasL και μέσω της επίδρασης του 

πεπτιδίου UCN μετά από 24 ώρες επίδρασης με το πεπτίδιο. Όμοια, η δράση του FasL 

αναιρέθηκε μετά την προσθήκη ανταλαρμίνης (Εικόνα 9). 

 

 

6.1.3.5. Έκφραση της πρωτεΐνης του FasL στην κυτταρική σειρά HeLa έπειτα από 

επίδραση του CRH και  ± του ανταγωνιστή ανταλάρμινης σε συγκεκριμένες χρονικές 

περιόδους 

 

Με σκοπό την επιβεβαίωση της παραπάνω υπόθεσης (παράγραφος 6.1.3.4) 

πραγματοποιήθηκαν μελέτες ανοσοαπωτυπωσης μετά από την προσθήκη 10μΜ 

πεπτιδίου CRH σε κυτταροκαλλιέργεια για 0,2,8,24 ώρες.  
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Εικόνα 10.  Μελέτη με Western Blot Analysis της επίδρασης του πεπτιδίου CRH στην επαγωγή της 

έκφρασης της πρωτεΐνης FasL στα καρκινικά κύτταρα HeLa. Τα επίπεδα του FasL αυξάνονται μετά από 24 

ώρες επίδραση με το πεπτίδιο CRH, οπότε ο CRH επάγει την έκφραση του FasL. Μετά την προσθήκη 

ανταλαρμίνης, μειώνεται η έκφραση του FasL στις 8 και στις 24 ώρες επίσης, σε σχέση με τα αντίστοιχα 

χρονικά διαστήματα χωρίς την επίδραση της ανταλαρμίνης.  
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Επίσης, προστέθηκε η ανταλαρμίνη σε συγκέντρωση 10 φορές μεγαλύτερη από εκείνη 

του πεπτιδίου. Παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης του FasL στις 24 

ώρες επίδρασης με το CRH πεπτίδιο, ενώ μετά την προσθήκη της ανταλαρμίνης, 

αναιρέθηκε η δράση του αισθητά, κυρίως στο χρονικό διάστημα των 24 ωρών (Εικόνα 

10). 

 

 

6.1.4. Έκφραση της UCN στην κυτταρική σειρά καρκίνου τραχήλου HeLa 

6.1.4.1. Έκφραση του mRNA της UCN στην κυτταρική σειρά HeLa 

Η έκφραση του γονιδίου του UCN στην κυτταρική σειρά HeLa, διαπιστώθηκε με την 

χρήση της τεχνικής RT-PCR, ενισχύοντας το cDNA με την χρήση κατάλληλων εκκινητών. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που καλλιεργήθηκε σε 

κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.2.1 

Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)». Απομονώθηκε RNA από 

αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.6. Απομόνωση RNA από 

κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς» και ακολούθησε η διαδικασία 

δημιουργίας cDNA.  

Έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής 

(RT-PCR), όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής (Reverse Transcription –Polymerase 

Chain Reaction, RT-PCR)», με την χρήση των κατάλληλων εκκινητών (Primmers) και 

προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου μεγέθους (146bp) (Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA του 

UCN σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη:1) με την ταυτόχρονη χρήση θετικών κοντρόλ (Στήλη:2 

πλακούντα) και αρνητικά κοντρόλ (Στήλη: 3-no-RT). 

 

 

6.1.4.2. Έκφραση της UCN στην κυτταρική σειρά  HeLa 

Με σκοπό να μελετηθεί η έκφραση του πεπτιδίου UCN σε κύτταρα HeLa 

πραγματοποιήθηκε χρώση ανοσοφθορισμού, όπως αναφέρεται στο Κεφάλαιο «Υλικά 

και Μέθοδοι - 5.1.3. Επίστρωση επιφανειών με μόρια του εξωκυττάριου χώρου και 

5.1.4.2. Έμμεσος Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela & Jeg3 και ανάστροφη 

μικροσκοπία».  

Ο πράσινος φθορισμός αποκαλύπτει και εντοπίζει ην κυτταροπλασματική έκφραση του 

πεπτιδίου UCN στα HeLa (εικόνα 12). Eπιβεβαιώθηκε η χρώση του με την χρήση της 

κυτταρικής σειράς Jeg3 (εικόνα 2Α) ως θετικό κοντρόλ.  
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Εικόνα 12. Χρώση ανοσοφθορισμού που αποκαλύπτει την έκφραση του πεπτιδίου UCN (1:200) στα 

κύτταρα HeLa. A,Β,Γ: Εικόνα μονιμοποιημένων κυττάρων HeLa χρωσμένα με φθορισμό (ALEXA) για τον 

εντοπισμό του UCN. (μεγέθυνση x 600). 

 

6.1.5. Μη Έκφραση του υποδοχέα CRH –R1 στην κυτταρική σειρά καρκίνου 

τραχήλου - HeLa 

6.1.5.1. Μη έκφραση του mRNA του υποδοχέα CRH –R1 στην κυτταρική σειρά HeLa  

Η έκφραση του γονιδίου του CRH-R1β στην κυτταρική σειρά HeLa, δεν διαπιστώθηκε με 

την χρήση της τεχνικής RT-PCR και ενισχύοντας το cDNA με την χρήση κατάλληλων 

εκκινητών. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που 

καλλιεργήθηκε σε κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & 

Μέθοδοι-5.1.2.1 Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)». 

Απομονώθηκε RNA από αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-

5.1.6. Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς» και 

ακολούθησε η διαδικασία δημιουργίας cDNA. Έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR), όπως περιγράφεται στο 

Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης 
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μεταγραφής (Reverse Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)», με την 

χρήση των κατάλληλων εκκινητών (Primmers) και προέκυψε ζώνη αναμενόμενου 

μεγέθους (544bp) στον ιστό ελέγχου πλακούντα, αλλά δεν προέκυψε αντίστοιχη ζώνη 

στα HeLa (Εικόνα 13). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 13. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών δεν αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA 

του CRH-R1 σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη:1). Επιβεβαιώνεται η έκφραση του με την χρήση 

θετικών κοντρόλ (Στήλη:2 πλακούντα). Έγινε και χρήση αρνητικού κοντρόλ (Στήλη: 3-no-RT). 

 

 

6.1.5.2. Έκφραση του mRNA  του υποδοχέα CRH –R1 στην κυτταρική σειρά Hela 

έπειτα από   επίδραση του CRH και  ± του ανταγωνιστή ανταλάρμινης σε 

συγκεκριμένες χρονικές περιόδους 

Έπειτα μελετήθηκε η επίδραση αυξημένης ποσότητας CRH πεπτιδίου σε συγκεκριμένες 

χρονικές περιόδους στην έκφραση του υποδοχέα CRH-R1 στα καρκινικά κύτταρα HeLa. 

Πραγματοποιήθηκαν μελέτες RT-PCR μετά από την προσθήκη 10μΜ πεπτιδίου CRH σε  
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Εικόνα 14.  Μελέτη με RT-PCR της επίδρασης του πεπτιδίου CRH στην έκφραση του υποδοχέα CRH-R1 

στα καρκινικά κύτταρα HeLa  
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κυτταροκαλλιέργεια για 0,2,8,24 ώρες. Επίσης, προστέθηκε η ανταλαρμίνη σε 

συγκέντρωση 10 φορές μεγαλύτερη από εκείνη του πεπτιδίου. Παρατηρήθηκε, 

επαγωγή της έκφρασης του CRH-R1 μετά τις 24 ώρες επίδρασης εξωγενώς με το 

πεπτίδιο CRH. Στην αρχή της επίδρασης στην κυτταροκαλλιέργεια (0 ώρες) δεν 

παρατηρείται έκφραση του υποδοχέα τύπου 1 της CRH. Επίσης, παρατηρούμε 

μειωμένη έκφραση του υποδοχέα CRH-R1 μετά την χρήση ανταλαρμίνης στις 24 ώρες, 

σε σχέση με την έκφραση του χωρίς την χρήση ανταλαρμίνης στο ίδιο χρονικό 

διάστημα. Η ανταλαρμίνη, είναι ένα μη-πεπτίδιο που είναι ανταγωνιστής της δράσης 

του υποδοχέα CRH-R1, όπως αναλυτικά αναφέρεται στην παράγραφο «5.2.1.9 

Διαλυματοποίηση πεπτιδίου CRH και Ανταλάρμινης» (εικόνα:14). 

 

 

6.1.6. Έκφραση του υποδοχέα CRH –R2 στην κυτταρική σειρά καρκίνου 

τραχήλου - HeLa 

6.1.6.1. Έκφραση του mRNA του υποδοχέα CRH –R2 στην κυτταρική σειρά HeLa  

Η έκφραση του γονιδίου του υποδοχέα CRH-R2a στην κυτταρική σειρά HeLa, 

διαπιστώθηκε με την χρήση της τεχνικής RT-PCR, ενισχύοντας το cDNA με την χρήση 

κατάλληλων εκκινητών. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που 

καλλιεργήθηκε σε κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & 

Μέθοδοι-5.1.2.1 Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)». 

Απομονώθηκε RNA από αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-

5.1.6. Απομόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς» και 

ακολούθησε η διαδικασία δημιουργίας cDNA. Έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR), όπως περιγράφεται στο 

Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφής (Reverse Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)», με την 

χρήση των κατάλληλων εκκινητών (Primmers) και προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου 

μεγέθους (322bp) (Εικόνα 15). 
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Εικόνα 15. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA του 

CRH-R2α σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη:1).  

 

6.1.6.2. Έκφραση της πρωτεΐνης του υποδοχέα CRH –R2 στα HeLa  

Με σκοπό να μελετηθεί η έκφραση της πρωτεΐνης του CRH υποδοχέα τύπου 2  στα 

κύτταρα HeLa πραγματοποιήθηκε χρώση ανοσοφθορισμού, όπως αναφέρεται στο 

Κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι - 5.1.3. Επίστρωση επιφανειών με μόρια του 

εξωκυττάριου χώρου και 5.1.4.2. Έμμεσος Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela 

& Jeg3 και ανάστροφη μικροσκοπία». Ο πράσινος φθορισμός αποκαλύπτει και 

εντοπίζει την κυτταροπλασματική έκφραση του CRH υποδοχέα τύπου 2  στα HeLa 

(εικόνα 16). Eπιβεβαιώθηκε η χρώση του με την χρήση της κυτταρικής σειράς Jeg3  ως 

θετικό κοντρόλ (73). H μη ειδική χρώση αποκλείστηκε με την παράλειψη του 

πρωτοταγούς αντισώματος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16. Χρώση ανοσοφθορισμού που αποκαλύπτει την έκφραση του υποδοχέα  CRH-R2 του 

πεπτιδίου CRH (1:200) στα κύτταρα HeLa.  
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6.1.6.3. Έκφραση του mRNA  του CRH τύπου 2 στην κυτταρική σειρά HeLa έπειτα από 

επίδραση του CRH και  ± του ανταγωνιστή ανταλάρμινης σε συγκεκριμένες χρονικές 

περιόδους 

Έπειτα μελετήθηκε η επίδραση αυξημένης ποσότητας CRH πεπτιδίου σε συγκεκριμένες 

χρονικές περιόδους στην έκφραση του υποδοχέα CRH-R2 στα καρκινικά κύτταρα HeLa. 

Πραγματοποιήθηκαν μελέτες RT-PCR μετά από την προσθήκη 10μΜ πεπτιδίου CRH σε 

κυτταροκαλλιέργεια για 0,2, 8,24 ώρες. Επίσης, προστέθηκε η ανταλαρμίνη σε 

συγκέντρωση 10 φορές μεγαλύτερη από εκείνη του πεπτιδίου. Παρατηρήθηκε, 

επαγωγή της έκφρασης του CRH-R2 μετά τις 2 ώρες επίδρασης εξωγενώς με το 

πεπτίδιο CRH. Στην αρχή της επίδρασης στην κυτταροκαλλιέργεια (0 ώρες) δεν 

παρατηρείται έκφραση του υποδοχέα τύπου 2 της CRH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17.  Μελέτη με RT-PCR της επίδρασης του πεπτιδίου CRH στην έκφραση του υποδοχέα CRH-R2 

στα καρκινικά κύτταρα HeLa. 
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Παρατηρούμε επαγωγή της έκφρασης του υποδοχέα CRH-R2 στις 24 ώρες σε σχέση με 

την αρχή της επίδρασης του CRH πεπτιδίου. Με την χρήση ανταλαρμίνης, ανταγωνιστή 

του CRH-R1, η έκφραση του υποδοχέα δεν μειώνεται σημαντικά  τόσο στις 8 όσο και 

στις 24 ώρες (εικόνα:17). 

 

 

6.2.  Η έκφραση των HBD1 και HBD2 σε καρκινικά κύτταρα του 

τραχήλου της μήτρας 

 

6.2.1.  Έκφραση της Ντιφενσίνης 1 (HBD1) στον καρκίνο του τραχήλου της 

μήτρας  

6.2.1.1.  Έκφραση του mRNA της HBD1 στην κυτταρική σειρά  HeLa   

Η έκφραση του γονιδίου της HBD1 στην κυτταρική σειρά HeLa, διαπιστώθηκε με την 

χρήση της τεχνικής RT-PCR, ενισχύοντας το cDNA με την χρήση κατάλληλων εκκινητών. 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HeLa, που καλλιεργήθηκε σε 

κατάλληλες συνθήκες, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.2.1 

Κυτταρική σειρά Ανθρώπινου Καρκίνου του Τραχήλου (HeLa)». Απομονώθηκε RNA από 

αυτά, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & Μέθοδοι-5.1.6. Απομόνωση RNA από 

κυτταρικά εκχυλίσματα και ομογενοποιημένους ιστούς» και ακολούθησε η διαδικασία 

δημιουργίας cDNA. Έπειτα εφαρμόστηκε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης 

Αντίστροφης Μεταγραφής (RT-PCR), όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο «Υλικά & 

Μέθοδοι-5.1.8. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφής (Reverse 

Transcription –Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)», με την χρήση των κατάλληλων 

εκκινητών (Primmers) και προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου μεγέθους (204bp) (Εικόνα 

18). 
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Εικόνα 18. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA του 

HBD1 (204 bps) σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη: 2) με την ταυτόχρονη χρήση θετικών κοντρόλ 

(Στήλη:1 πλακούντα) και αρνητικά κοντρόλ (Στήλη: 3-no-RT). 

 

 

6.2.1.2.  Έκφραση του πεπτιδίου HBD1 στην κυτταρική σειρά  HeLa   

Για την μελέτη της  έκφρασης του πεπτιδίου HBD1 σε κύτταρα HeLa πραγματοποιήθηκε 

χρώση ανοσοφθορισμού, όπως αναφέρεται στο Κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι - 5.1.3. 

Επίστρωση επιφανειών με μόρια του εξωκυττάριου χώρου και 5.1.4.2. Έμμεσος 

Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela & Jeg3 και ανάστροφη μικροσκοπία». Ο 

πράσινος φθορισμός αποκαλύπτει και εντοπίζει την κυτταροπλασματική έκφραση του 

πεπτιδίου HBD1 στα HeLa (εικόνα 19A). Eπιβεβαιώθηκε η χρώση του με την χρήση της 

κυτταρικής σειράς Jeg3 (εικόνα 19B) ως θετικό κοντρόλ.  
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Εικόνα 19. Χρώση ανοσοφθορισμού που αποκαλύπτει την έκφραση του πεπτιδίου HBD1 (1:200) στα 

κύτταρα HeLa.  

 

Έγινε προσπάθεια αποτύπωσης της πρωτεΐνης HBD1 και με τη διαδικασία 

Ανοσοαποτύπωσης-Western Blot Analysis απομονωμένης πρωτεΐνης από εκχύλισμα 

HeLa, όμως λόγω του μικρού μεγέθους της πρωτεΐνης (7.4 kDa), τεχνικά δεν κατέστει 

εφικτό.  

 

6.2.1.3. Έκφραση του πεπτιδίου HBD1 σε ιστούς με CIN και SCC.  

Σκοπός του παρόντος πειράματος ήταν η ανίχνευση της πιθανής έκφρασης του μορίου 

HBD1 σε ιστούς από ανθρώπινο τράχηλο της μήτρας που εμφανίζουν τραχηλική 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία σταδίου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και καρκινικά κύτταρα στο πλακώδες 

επιθήλιο του τραχήλου (SCC: Squamous cervical cancer) της μήτρας.  

Για το σκοπό αυτό εφαρμόσθηκε ανοσοϊστοχημεία, με την χρήση του πρωτοκόλλου του 

κιτ  I που περιγράφεται στην παράγραφο “5.1.4.1 Ανοσοϊστοχημεία σε τομές 

παραφίνης”. Όπως φαίνεται στην εικόνα 20, το παραπάνω μόριο δεν εκφράζεται σε 

φυσιολογικούς ιστούς τραχήλου της μήτρας. Συγκεκριμένα, δεν εκφράζεται στην 
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περιοχή του πλακώδους επιθηλίου. Αντιθέτως, η έκφραση του πεπτιδίου εντοπίζεται 

στην περιοχή του πλακώδους επιθηλίου στα ενδιάμεσα στάδια της τραχηλικής 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας (CIN I,II και III) με διαβαθμιζόμενη έκταση, ανάλογη με 

την έκταση της διήθησης που εμφανίζουν οι ιστοί. Παρατηρείται ύπαρξη έκφρασης και 

στα καρκινικά κύτταρα  του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου της μήτρας 

(Ca)(Διάγραμμα 1). 

Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν 10 δείγματα από κάθε 

στάδιο (Ca, CIN III, CIN II, CIN I, φυσιολογικός ιστούς τραχήλου της μήτρας) και κάθε 

πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.  
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Εικόνα 20. Στους ιστούς χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα HBD1 προκειμένου να διευκρινιστεί η έκφραση 

του μορίου αυτού σε όλα τα ενδιάμεσα στάδια τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας σταδίου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, 

και στον καρκίνο του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου, αλλά και σε φυσιολογικό τράχηλο. 

(Μεγεθύνσεις: CA, CIN I-III, FK, NEG:x 200) 

 

Διάγραμμα 1. Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης της hbd1 όπως αυτά εκτιμήθηκαν με τη μέθοδο IRS. Οι 

τιμές αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους ± SE (*,p <0.05) 
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6.2.2. Έκφραση της Ντιφενσίνης 2 (HBD2) στον καρκίνο του τραχήλου της 

μήτρας  

6.2.2.1. Έκφραση του πεπτιδίου HBD2 στην κυτταρική σειρά  HeLa   

 

Με σκοπό την επιβεβαίωση της έκφρασης του πεπτιδίου HBD2 σε συνθήκες διηθητικού  

 καρκίνου, πραγματοποιήθηκε χρώση ανοσοφθορισμού, όπως αναφέρεται στο 

Κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι - 5.1.3. Επίστρωση επιφανειών με μόρια του 

εξωκυττάριου χώρου και 5.1.4.2. Έμμεσος Ανοσοφθορισμός στις κυτταρικές σειρές Hela 

& Jeg3 και ανάστροφη μικροσκοπία». τα οποία αφορούσαν τον εντοπισμό της 

έκφρασης της ντιφενσίνης 2 στα HeLa.  

 

 

Εικόνα 21. Χρώση ανοσοφθορισμού που αποκαλύπτει την έκφραση του πεπτιδίου HBD2 (1:200) στα 

κύτταρα HeLa 
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Η έκφραση του hbd2 εντοπίζεται με πράσινο φθορισμό στο κυτταρόπλασμα στα HeLa 

που χρησιμοποιήθηκαν (Εικόνα 21). Τα αποτελέσματα των παρατηρήσεων 

επιβεβαιώνονται και από μελέτες στα Jeg3.  

 

6.2.2.2. Έκφραση του πεπτιδίου HBD2 σε ιστούς με CIN και SCC.  

Σκοπός του παρόντος πειράματος ήταν η ανίχνευση της πιθανής έκφρασης του μορίου 

Hbd2 σε ιστούς από ανθρώπινο τράχηλο της μήτρας που εμφανίζουν τραχηλική 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία σταδίου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και καρκινικά κύτταρα  στο πλακώδες 

επιθήλιο του τραχήλου της μήτρας.  

Για το σκοπό αυτό εφαρμόσθηκε ανοσοϊστοχημεία, με την χρήση του πρωτοκόλλου του 

κιτ  I που περιγράφεται στην παράγραφο “5.1.4.1 Ανοσοϊστοχημεία σε τομές 

παραφίνης”. Όπως φαίνεται στην εικόνα 22, το παραπάνω μόριο δεν εκφράζεται σε 

φυσιολογικούς ιστούς τραχήλου της μήτρας (ΦΚ). Συγκεκριμένα, δεν εκφράζεται στην 

περιοχή του πλακώδους επιθηλίου. Αντιθέτως, η έκφραση του πεπτιδίου υπάρχει στην 

περιοχή του πλακώδους επιθηλίου στα ενδιάμεσα στάδια της τραχηλικής 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας (CIN I,II και III) με διαβαθμιζόμενη έκταση, ανάλογη με 

την έκταση της διήθησης. Παρατηρείται ύπαρξη έκφρασης και στα καρκινικά κύτταρα  

του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου της μήτρας (Ca)(Διάγραμμα 2). 

Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν 10 δείγματα από κάθε 

στάδιο της νόσου (Ca, CIN III, CIN II, CIN I, φυσιολογικός) και κάθε πείραμα 

επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.  

 

Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν 10 δείγματα από κάθε 

στάδιο (Ca, CIN III, CIN II, CIN I, φυσιολογικός ιστούς τραχήλου της μήτρας) και κάθε 

πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.  
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Εικόνα 22. Στους ιστούς χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα HBDς προκειμένου να διευκρινιστεί η έκφραση 

του μορίου αυτού σε όλα τα ενδιάμεσα στάδια τραχηλικής ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας σταδίου Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, 

και στον καρκίνο του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου, αλλά και σε φυσιολογικό τράχηλο. 

(Μεγεθύνσεις: CA, CIN I-III, FK, NEG:x 200) 
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Διάγραμμα 2. Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης της hbd2 όπως αυτά εκτιμήθηκαν με τη μέθοδο IRS. Οι 

τιμές αντιπροσωπεύουν τους μέσους όρους ± SE (*,p <0.05) 

 

 

6.3. Έκφραση του γονιδίου Ακτίνης στην HeLa και Jeg3  κυτταρική σειρά 

6.3.1.  Έκφραση του mRNA του housekeeping γονιδίου Ακτίνης στην κυτταρική σειρά 

HeLa και  Jeg3 

Η έκφραση του γονιδίου του Ακτίνης στην κυτταρική σειρά HeLa, διαπιστώθηκε με τον 

ίδιο τρόπο που περιγράφετε παραπάνω και προέκυψε μία ζώνη αναμενόμενου 

μεγέθους (436bp) (Εικόνα 23). Μέσω της συγκεκριμένης διαδικασίας επιβεβαιώνεται η 

ορθότητα της τεχνικής και η ποιότητα των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στα 

πειράματα που διεξήχθησαν μετά την εφαρμογή των τεχνικών στο εργαστήριο.  
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Εικόνα 23. Μέσω της RT-PCR και των κατάλληλων εκκινητών αποδεικνύεται η έκφραση του mRNA της 

ακτίνης σε απομονωμένα κύτταρα HeLa (Στήλη:2) με την ταυτόχρονη χρήση θετικών κοντρόλ (Στήλη:1 

πλακούντα). 

 

6.3.2.  Έκφραση της πρωτεΐνης Ακτίνης  σε Hela και Jeg3  

Επιπλέων εφαρμόσθηκε η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης με σκοπό την επιβεβαίωση 

της ορθότητας της τεχνικής στο εργαστήριο, καθώς και της ποιότητας των πρωτεϊνών-

δειγμάτων. Απομονώθηκε πρωτεΐνη από τα κύτταρα, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 

«Υλικά & Μέθοδοι-5.1.5. Ανοσοαποτύπωση (Western Blot Analysis)» και 

επιβεβαιώθηκε η έκφραση της πρωτεΐνης της Ακτίνης (Εικόνα 24). Η ίδια εφαρμογή 

έγινε με την χρήση αντι-GaBDH, όπως αναφέρεται στην παράγραφο «6.2.2.2  Το 

πεπτίδιο CRH επάγει  την έκφραση της πρωτεΐνης του FasL στην κυτταρική σειρά Hela». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24.  Επιβεβαίωση έκφρασης πρωτεΐνης της Ακτίνης στα κύτταρα HeLa και στα Jeg3 
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  ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7° 

 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

7.1. Η έκφραση του CRH στα HeLa και οι αλληλεπιδράσεις του με το σύστημα 

Fas/FasL στα καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας   

 

7.1.1. Έκφραση και αλληλεπίδραση των νευροπεπτιδίων CRH και UCN με το σύστημα 

Fas/FasL, in vitro, στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά καρκίνου του τραχήλου της 

μήτρας, τα HeLa 

Στην συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκε η πιθανή έκφραση του CRH στο In vitro 

μοντέλο μελέτης του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, τα HeLa, καθώς και σε σειρά 

πειραμάτων επί ιστών. Επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη του CRH στα HeLa, καθώς και στα 

κοιλοκύτταρα, που είναι κύτταρα μολυσμένα από τον HPV ιο, σε ιστό με CIN 1. 

Ταυτόχρονα, επιβεβαιώθηκε η έκφραση του CRH στα φλεγμονώδη κύτταρα του 

στρώματος σε ιστούς με CIN 1-2. 

Ταυτόχρονα, μελετήθηκε και επιβεβαιώθηκε η έκφραση του FasL στα HeLa, καθώς και 

ότι η επαγωγή της έκφρασής του γίνεται διαμέσω του CRH, μεσολαβώντας ο 

υποδοχέας CRH-R1. Συμπληρωματικά, μελετήσαμε και την έκφραση της UCN και του 

υποδοχέα CRH-R2 και επιβεβαιώσαμε την έκφραση τους στα HeLa. 

 

Παρά το γεγονός ότι η έκφραση του CRH έχει περιγραφεί σε αρκετούς γυναικολογικούς 

καρκίνους (μαστούς, ωοθήκες, και ενδομητριακό καρκίνωμα (103,166)),στην 

συγκεκριμένη διατριβή αποδεικνύεται για πρώτη φορά ότι ο CRH εκφράζεται στην 

καρκινική σειρά του τραχήλου, τα HeLa, καθώς και στα κοιλοκύτταρα, που συνδέονται 

με τη λοίμωξη HPV, καθώς και στα φλεγμονώδη κύτταρα στο στρώμα σε ήπια 

προκαρκινική αλλοίωση, τραχηλική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (CIN 1) σε πειράματα 

επί ιστών. 
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Στην συγκεκριμένη διατριβή, βρέθηκε ότι η ανθρώπινη καρκινική τραχηλική σειρά HeLa 

εκφράζει τον CRH. Συγκεκριμένα, απομονώθηκε RNA από την κυτταρική καλλιέργεια 

HeLa που αναπτύσσεται στο εργαστήριο, και δημιουργήθηκε cDNA στο οποίο 

εφαρμόσθηκε RT-PCR, όπως αναφέρονται αναλυτικά σε προηγούμενα κεφάλαια.  

Παρατηρήθηκε η έκφραση του mRNA του CRH στα HeLa, καθώς και η έκφραση του CRH 

διαμέσω ανοσοφθορισμού στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής, διαφοροποιούνται από τα προηγούμενα 

που έχουν ήδη δημοσιευτεί από το εργαστήριο, και αφορούσαν τον ρόλο του CRH στην 

ανάπτυξη και εξέλιξη του ωοθηκικού καρκινώματος (166). Στην προηγούμενη αυτή 

μελέτη, προβάλλεται η συσχέτιση του CRH με το ωοθηκικό καρκίνωμα, το πιθανότερο 

ως αποτέλεσμα της αυξημένης απόπτωσης των Τ-λεμφοκυττάρων τοπικά, διεργασία 

ρυθμιζόμενη από τον CRH-επαγόμενο FasL (166). O συγκεκριμένος 

αυτοκρινής/παρακρινής τρόπος δράσης, αποφαίνεται να είναι δραστικός στο ωοθηκικό 

καρκίνωμα (166) και αποτέλεσε μία στρατηγική πιθανής ερμηνείας της ανάπτυξης 

καρκινικών κυττάρων στον τράχηλο της μήτρας, ως προσπάθεια αντιμετώπισης του 

τοπικού στρες που απορρέει από τις αυξημένες μεταβολικές απαιτήσεις και την υποξία 

(συνθήκη χαμηλού επιπέδου οξυγόνου σε περιοχές που έχει αναπτυχθεί κάποιο 

καρκίνωμα και σχετίζεται με χαμηλό δείκτη πρόγνωσης) (183). 

Ο ρόλος του FasL στην καρκινογένεση και την εξέλιξη του όγκου, έχει μελετηθεί αρκετά. 

Ο FasL έχει εντοπισθεί σε αρκετές κακοήθειες, όπως καρκίνοι του παχέως εντέρου, του 

μαστού, του ήπατος, των πνευμόνων, του εγκεφάλου (αστροκύτωμα), οισοφάγου, των 

νεφρών, των ωοθηκών (92,102,110,170-175). 

Πολύ πρόσφατα, ο FasL εντοπίσθηκε να εκφράζεται στον καρκίνο του τραχήλου 

(167,168). Το γεγονός ότι η έκφραση του FasL, έχει αποδειχθεί ότι προκαλεί την 

απόπτωση των Τ-λεμφοκυττάρων, άρα διευκολύνει την ανοσο-διαφυγή του καρκίνου 

(167) προβάλει την συμβολή του FasL στην τραχηλική καρκινογένεση και εξέλιξη. 

Επιπλέον, η έκφραση του FasL έχει αποδειχθεί να εξελίσσεται σταδιακά κατά την 

τραχηλική καρκινογένεση, συγκεκριμένα από τις τραχηλικές ενδοεπιθηλιακές 

ενδοπλασίες έως και τον καρκίνο στον τράχηλο της μήτρας (167). Επιπλέον, η έκφραση 
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του FasL σε περιπτώσεις τραχηλικού καρκίνου, έχει αποδειχθεί να αποβαίνει δυσμενής 

(μειώνοντας τον χρόνο επιβίωσης) (167). Αυτή η προοπτική έκφρασης του FasL στο 

τραχηλικό καρκίνωμα συσχετίζεται με τα ευρήματα της συγκεκριμένης διδακτορικής 

διατριβής.  

H κυτταρική σειρά HeLa αποδείχθηκε να εκφράζει τον FasL, γεγονός που αποδείχθηκε 

μέσα από την τεχνική της RT-PCR και της Ανοσοαποτύπωσης, όπως αναφέρονται 

αναλυτικά σε προηγούμενα κεφάλαια. 

Είναι ενδιαφέρον επίσης, το ότι για πρώτη φορά αποδεικνύεται ότι η έκφραση του FasL 

ρυθμίζεται διαμέσω του CRH στο in vitro μοντέλο μελέτης του καρκίνου του τραχήλου, 

τα HeLa.  

Παρατηρήθηκε, η επαγωγή της έκφρασης του FasL έπειτα από την επίδραση του CRH 

πεπτιδίου για χρονικό διάστημα 48 ωρών, συγκέντρωσης 1μΜ.Επιπρόσθετα, η αύξηση 

της έκφρασης του FasL επιβεβαιώθηκε και όταν επιδράσαμε στα HeLa με CRH πεπτίδιο, 

συγκέντρωσης 10μΜ για 24 ώρες. Η επαγωγή της έκφρασης του FasL αποτυπώθηκε 

μέσω της τεχνικής RT-PCR και ανοσοαποτύπωσης, όπως αναφέρονται στο Κεφάλαιο 

«Υλικά και Μέθοδοι». 

Το παραπάνω εύρημα, αποδεικνύεται in vitro και αποτελεί το πρώτο σημαντικό 

στοιχείο ότι η ανοσο-διαφυγή των καρκινικών κυττάρων στον τράχηλο, μπορεί να 

συνδεθεί με το στρες. Είναι αναγκαίο όμως να διεξαχθούν περαιτέρω πειράματα με 

σκοπό την επιβεβαίωση αυτών των συμπερασμάτων και in vivo. 

Υπάρχουν δύο G-τύποι πρωτεϊνικών CRHRs υποδοχέων, ο τύπου 1 και ο τύπου 2 (CRH-

R1 και CRH-R2 αντίστοιχα) με αρκετές τρανσμεμβρανικές περιοχές  κάθε ένας. Ο CRH 

προσδένει τον CRH-R1, με μεγαλύτερη συνάφεια από την UCN, ενεργοποιώντας 

συγκεκριμένους μηχανισμούς που οδηγούν στην αύξηση της ενδοκυτταρικής cAMP 

συγκέντρωσης. Συμπληρωματικά, η UCN προσδένει τον CRH-R2 με μεγαλύτερη 

συνάφεια, από τον CRH (131).  

Η ύπαρξη των υποδοχέων του CRH (CRH-R1, CRH-R2) έχει επιβεβαιωθεί σε 

αναπαραγωγικούς ιστούς, όπως τις ωοθήκες, το ενδομήτριο και το μυομήτριο, καθώς 

και τον πλακούντα.  
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Πρόσφατα, σε μελέτη του εργαστηρίου (166) επιβεβαιώθηκε η ταυτόχρονη έκφραση 

των πεπτιδίων CRH, FasL και CRH-R1 στον καρκίνο των ωοθηκών, εύρημα που 

υποδηλώνει ότι η CRH επαγωγή του FasL γίνεται διαμέσω του υποδοχέα CRH-R1. Η 

συνύπαρξη αυτών των πεπτιδίων έχει επιβεβαιωθεί σε άλλες μελέτες κύτταρα 

φαιοχρωμοκυττώματος από αρουραίους PC12 καρκινικά κύτταρα, σε EVT, καθώς και 

κατά την εμφύτευση της βλαστοκύστης και την πρώιμη μητρική ανοχή (211). Στην 

συγκεκριμένη διατριβή, επιβεβαιώθηκε και στο In vitro σύστημα των HeLa, η 

συνύπαρξη των πεπτιδίων CRH, FasL και CRH-R1. Η επαγωγή της έκφρασης του 

υποδοχέα CRH-R1 έγινε έπειτα από επίδραση στα HeLa με CRH πεπτίδιο, συγκέντρωσης 

10μΜ για 24 ώρες. Ο φαρμακολογικός αποκλεισμός του CRH-R1 έγινε με τη χρήση 

ανταλαρμίνης σε καλλιέργειες ανθρώπινων κυττάρων HeLa. Η επιβεβαίωση έγινε μέσω 

της τεχνικής RT-PCR από RNA που απομονώθηκε από την κυτταρική καλλιέργεια HeLa 

που αναπτύσσεται στο εργαστήριο, και δημιουργήθηκε cDNA στο οποίο εφαρμόσθηκε 

RT-PCR, όπως αναφέρονται αναλυτικά σε προηγούμενα κεφάλαια. 

Το εύρημα αυτό μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η CRH επαγωγή του FasL γίνεται 

διαμέσω του υποδοχέα CRH-R1. O ακριβής μηχανισμός αυτής της συγκεκριμένης 

αλληλεπίδρασης δεν έχει διασαφηνισθεί. 

Επιπλέον, υποθέτουμε ότι τόσο η έκφραση του CRH όσο και του FasL μπορεί να 

συσχετίζεται  με την μόλυνση από τον ιο HPV (184). Η μόλυνση θεωρείται συνθήκη 

στρες (33). Λαμβάνοντας υπόψη ότι ο καρκίνος στον τράχηλο είναι αποτέλεσμα ιικής 

μόλυνσης από τον ιο HPV (185) και ότι ο FasL εκφράζεται σε δυσπλαστικά 

προκαρκινικά κυτταρικά επιθήλια (184), είναι πιθανό ότι τόσο η έκφραση του CRH και 

του FasL, μπορεί να είναι τελικό αποτέλεσμα σειράς αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στα 

επιθηλιακά τραχηλικά κύτταρα και των HPV-πρωτεϊνών.  

Συμπληρωματικό εύρημα στην παρούσα διατριβή αποτελεί και η έκφραση της UCN στο 

In vitro σύστημα τα HeLa, πεπτίδιο που εμφανίζει παρόμοια δράση με τον CRH και 

παράγεται στο σημείο ή κοντά στο σημείο της «αντίδρασης» ασκώντας πιθανή 

ενδοκρινή ή παρακρινή δράση για να ενεργοποιήσουν ειδικές G πρωτεΐνες υποδοχείς 

τις CRHRs που εκφράζονται στην κυτταρική μεμβράνη του κυττάρου στόχου.  
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Η UCN (κυρίως η UCN1) εμφανίζει αυξημένη συνάφεια σύνδεσης με τον υποδοχέα 

CRH-R2 και η ύπαρξη του CRH-R2 επιβεβαιώθηκε στην κυτταρική σειρά HeLa, τόσο με 

την χρήση της RT-PCR που επιβεβαίωσε την ύπαρξη του mRNA του υποδοχέα, καθώς 

και με ανοσοφθορισμό, την ύπαρξη της πρωτεΐνης στο κυτταρόπλασμα των καρκινικών 

κυττάρων. Επιπλέον, η έκφραση του υποδοχέα CRH-R2 έπειτα από επίδραση εξωγενώς 

με το πεπτίδιο UCN για συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα, παρέμεινε υψηλή. 

Επιπλέον μελέτες είναι απαραίτητες για να διευκρινιστεί ο μηχανισμός έκφρασης του 

CRH καθώς και της UCN και οι δράσεις που καθιστούν τον CRH μοναδικό ή βασικό 

επαγωγέα της δράσης του FasL ή όχι. Αν ο CRH  αποδειχθεί ο μοναδικός ή ο βασικός 

επαγωγέας του FasL, τότε αντι-CRH παρεμβάσεις ίσως να είναι επιλογές που να 

μπλοκάρουν τους μηχανισμούς ανοσο-διαφυγής, επιτρέποντας τα τοπικά Τ-

λεμφοκύτταρα να περιορίσουν την αύξηση του όγκου και την εξέλιξή του. 

 

 

7.2. Η έκφραση των HBD1 και HBD2 στα καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της 

μήτρας   

 

7.2.1. Έκφραση των πεπτιδίων HBD1 και HBD2, in vitro, στην ανθρώπινη κυτταρική 

σειρά καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, τα HeLa. 

Στην συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκε η πιθανή έκφραση των HBD1 και HBD2 στο In 

vitro μοντέλο μελέτης του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, τα HeLa, καθώς και σε 

σειρά πειραμάτων επί ιστών με CIN1,2 και 3 καθώς και με καρκίνο στο πλακώδες 

επιθήλιο του τραχήλου της μήτρας. Επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη τους τόσο στα HeLa, όσο 

και στους ιστούς που χρησιμοποιήθηκαν.  

Οι Ανθρώπινες β-Ντιφενσίνες (HBDs), έχουν άμεση αντιμικροβιακή, αντι-μυκητιακή και 

αντι-ιική δράση με κεντρικό ρόλο στην έναρξη, διάδοση και ρύθμιση της ανοσο-

φλεγμονώδους απόκρισης. Θεωρείται ότι επιδρούν και στην έναρξη της έμφυτης 

ανοσίας, όμως υπάρχουν στοιχεία που τους αποδίδουν σημαντικό ρόλο και στην 
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ανάπτυξη της αναπτυσσόμενης ανοσίας π.χ διαμέσω του χημειοτακτισμού των T-

λεμφοκυττάρων και των iDCs παρατηρείται η αύξηση της hbd2. 

Εκφράζονται στα επιθηλιακά κύτταρα και σε διάφορους ιστούς, όπως του πνεύμονες, 

την τραχεία, το έντερο, τα ούλα. Σημαντική και έντονη δράση έχουν και σε ιστούς τους 

αναπαραγωγικού μας συστήματος: το ενδομήτριο, τον πλακούντα και σε καταστάσεις 

κακοήθειας στις ωοθήκες (210-211). Επίσης, εκφράζονται στα επιθηλιακά κύτταρα του 

γυναικείου αναπαραγωγικού συστήματος, συγκεκριμένα στο ενδομήτριο και τον 

ενδοτράχηλο (210,211). 

Η Hbd1 παράγεται διαρκώς στα επιθηλιακά κύτταρα διαφόρων ιστών, ενώ στην hbd2 

αντίθετα, η έκφραση προκαλείται από φλεγμονή π.χ στο δέρμα ή στους πνεύμονες υπό 

θεραπεία με LPS ή από κυτοκίνες όπως τον TNF-α και την IL-1β. 

Συγκεκριμένα, οι Ντιφενσίνες δρουν τοπικά ως βασικοί ρυθμιστές του έμφυτου 

ανοσοποιητικού συστήματος,  το επηρρεάζουν, προσελκύοντας iDCs και αυξάνοντας 

τον αριθμό των iDCs (διαμέσω του CCR6X) προσπαθώντας να αποτρέψουν μολύνσεις 

και από ιούς (213). Συμβάλλουν στην μείωση του CACL-8/IL8 στα επιθηλιακά κύτταρα 

και αυξάνουν τον TNF-α. Παράγονται από NK κύτταρα που έχουν διεγερθεί από 

κυτοκίνες, Β-λεμφοκύτταρα και γδ-λεμφοκύτταρα. Συγκεκριμένα, η hbd2, είναι γνωστή 

για την αντιμικροβιοκτόνα και αντι-ιική δράση της και στο ότι συμβάλλει στην 

παραγωγή ή επαγωγή αντι-φλεγμονωδών μεσολαβητών(165,166). 

Αρκετές μελέτες προτείνουν την θεωρία της τοπικής ανοσολογικής δυσλειτουργίας που 

χαρακτηρίζει την HPV μόλυνσης στον τράχηλο της μήτρας. 

Αρκετά περιστατικά CIN, εμφανίζουν χαμηλή συχνότητα και λειτουργία των Langerhans 

Κυττάρων (LC), τα οποία διαμορφώνουν (χαμηλούς) υποπληθυσμούς iDCs που έχουν 

εντοπισθεί στο μυϊκό πλακώδες επιθήλιο και σε CIN συνθήκες. Έχουν βρεθεί DCs μόνο 

στα κύτταρα του αίματος (PBMC) σε ασθενείς με CIN (SIL).Η χαμηλή συχνότητα LC/DCs 

σε CIN συνθήκες, ίσως να σχετίζεται με τοπικούς μηχανισμούς και όχι τόσο με 

συστημικές αλλαγές που επιδρούν στα DCs. 

Γενικότερα, ο ρόλος των LC/DCs είναι να διαμορφώνουν ένα δίκτυο στην υπερβασική 

επιθηλιακή στοιβάδα, να ξεκινούν και διατηρούν αλλά και να ρυθμίζουν την ανοσία 
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διαμέσω του να καταλαμβάνουν αντιγόνα και να μεταναστεύουν στις περιοχές που 

υπάρχουν οι λεμφαδένες, καθώς είναι παρόντα και στη διαδικασία επεξεργασία 

αντιγόνων στα Τ-λεμφοκύτταρα (214). Σε συγκεκριμένη μελέτη, έχει βρεθεί ότι η hbd2 

δεν είναι παρούσα στα HPV-μολυσμένα κερατινοκύτταρα, όμως εκφράζονται ασθενώς 

σε τραχηλικές προ/νεοπλασματικές βλάβες σε σχέση με τα φυσιολογικά 

κερατινοκύτταρα που εκφράζεται (214). 

Στη συγκεκριμένη διατριβή, βρέθηκε ότι η ανθρώπινη καρκινική σειρά τραχήλου της 

μήτρας, HeLa, εκφράζει τόσο την HBD1 όσο και την HBD2. 

Συγκεκριμένα, απομονώθηκε RNA από την κυτταρική καλλιέργεια HeLa που 

αναπτύσσεται στο εργαστήριο, και δημιουργήθηκε cDNA στο οποίο εφαρμόσθηκε RT-

PCR, όπως αναφέρονται αναλυτικά σε προηγούμενα κεφάλαια.  Παρατηρήθηκε η 

έκφραση του mRNA της HBD1 στα HeLa, καθώς και η έκφραση των HBD1 και  HBD2 

διαμέσω ανοσοφθορισμού στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Επίσης σε πειράματα 

επί ιστών εντοπίσθηκε η έκφραση της HBD1 και της HBD2 σε συνθήκη διηθητικού 

καρκίνου στον τράχηλο της μήτρας, ενώ η ένταση της έκφρασης μειωνόταν στις 

τραχηλικές ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες (CIN 1,2 και 3). 

Σε μελέτη έχει διαπιστωθεί ότι η hbd2 μπορούσε να καταστείλει μόλυνση από τον ιο 

HIV. Διαμέσω των ιικών στελεχών και διαμέσω της άμεσης επαφής με τα βιρίλια και 

την διαμόρφωση των CXCR4 συνυποδοχέων. Επίσης, βρέθηκε ότι η hbd2 επάγει την 

μετανάστευση των DCs, τα οποία υπάρχουν σε HPV θετικό επιθήλιο και παραμένουν 

ενεργά. Η διάχυση τους, υπό την επίδραση των Ντιφενσινών ίσως προκαλεί και αύξηση 

της απόπτωσης των HPV θετικών όγκων, διαμέσω υποδοχέων των DCs (CCR6) όπως 

ακριβώς έχει παρατηρηθεί και μετά την χρήση της κυτοκίνης GM-CSF που δρα σαν 

μόριο χημειο-προσέλκυσης (214). 

Επιπλέον και οι α-Ντιφενσίνες (HNP1-3 και 5) έχουν διαπιστωθεί ότι είναι 

ανταγωνιστές της μόλυνσης από HPV μόλυνση μπλοκάροντας την διαφυγή του ιού από 

τα ενδοκυτικά σωμάτια.  

Αυτά τα ευρήματα, σε συνδυασμό με το εύρημα της τρέχουσας διατριβής, που 

εντοπίζει την έκφραση των Ντιφενσινών στην καρκινική σειρά HeLa και στον διηθητικό 
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καρκίνο του τραχήλο σε ανθρώπινο ιστό, πιθανών να υποδηλώνει ότι μπορούν να 

δράσουν ως φυσικό εμπόδιο στα σεξουαλικά μεταδιδόμενα νοσήματα από HPV, όπως 

προτείνεται και σε αντίστοιχες μελέτες (214), καθώς επίσης και να δράσουν σαν 

μοντέλο ανάπτυξης ευρέου φάσματος τοπικών αντιμικροβιοκτόνων, και να αρχίσουν 

να θεωρούνται ως πιθανοί αντι-καρκινικοί παράγοντες. 

 

 

7.3. Συμπεράσματα Διδακτορικής Διατριβής  

Συμπερασματικά, στην συγκεκριμένη διατριβή, βρέθηκε ότι η ανθρώπινη καρκινική 

τραχηλική σειρά HeLa εκφράζει τον CRH και στη συνέχεια αποδείχθηκε να εκφράζει και 

τον FasL. Αυτά τα ευρήματα έχουν αυξημένο ενδιαφέρον διότι για πρώτη φορά 

αποδεικνύεται ότι η έκφραση του FasL ρυθμίζεται διαμέσω του CRH στο in vitro 

μοντέλο μελέτης του καρκίνου του τραχήλου, τα HeLa και αποτελεί το πρώτο 

σημαντικό στοιχείο ότι η ανοσο-διαφυγή των καρκινικών κυττάρων στον τράχηλο, 

μπορεί να συνδεθεί με το στρες. 

Σειρά πειραμάτων, βασιζόμενα στον φαρμακολογικό αποκλεισμό του CRH-R1 με τη 

χρήση ανταλαρμίνης σε καλλιέργειες ανθρώπινων κυττάρων HeLa, μας οδήγησαν στο 

συμπέρασμα ότι η CRH επαγωγή του FasL γίνεται διαμέσω του υποδοχέα CRH-R1. Στην 

συγκεκριμένη διατριβή, επίσης βρέθηκε ότι η ανθρώπινη καρκινική τραχηλική σειρά 

HeLa εκφράζει και τον UCN, ενώ ταυτόχρονα η ύπαρξη του CRH-R2 επιβεβαιώθηκε 

στην κυτταρική σειρά HeLa. Ο CRH-R2 είναι υποδοχέας που εμφανίζει αυξημένη 

συνάφεια σύνδεσης με την UCN. O ακριβής μηχανισμός αυτών των συγκεκριμένων 

αλληλεπιδράσεων δεν έχει διασαφηνισθεί. 

Επιπρόσθετα, ο CRH  επάγει την έκφραση του FasL. Τα συγκεκριμένα ευρήματα σε 

συνάρτηση με προηγούμενες μελέτες , υποστηρίζουν ότι ο CRH διαμορφώνει δράση 

τοπικής ανοσο-διαφυγής. Επιπλέον μελέτες είναι αναγκαίες με σκοπό να διευκρινιστεί 

αν ο CRH  είναι μοναδικός ή βασικός επαγωγέας του FasL, με σκοπό να επιβεβαιωθεί 

μία αντι-CRH προσέγγιση ενάντια στον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. 
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Επιπρόσθετα, σε σειρές πειραμάτων στην ίδια κυτταρική σειρά, HeLa, εντοπίσθηκε η 

έκφραση της HBD1 και της HBD2. 

Είναι φυσικά αντιμικροβιακά πεπτίδια, με άμεση αντι-ιική δράση με  κεντρικό ρόλο 

στην έναρξη, διάδοση και ρύθμιση της ανοσο-φλεγμονώδης απόκρισης και είτε 

παράγονται διαρκώς στα επιθηλιακά κύτταρα διαφόρων ιστών και του γυναικείου 

αναπαραγωγικού συστήματος, συγκεκριμένα στο ενδομήτριο και τον ενδοτράχηλο 

(210,211), είτε η έκφραση τους προκαλείται από φλεγμονώδη αντίδραση.  

Στην συγκεκριμένη διατριβή εντοπίσθηκε η έκφραση τους in vitro,στην ανθρώπινη 

καρκινική σειρά HeLa καθώς και σε πειράματα επί ιστών με διηθητικό καρκίνο στον 

τράχηλο. Τέλος, οι Ντιφενσίνες πιθανών να έχουν κυτταροτοξική επίδραση προς τα 

καρκινικά κύτταρα ίσως να μπορούν να συμβάλλουν στην ανάκτηση ανοσο-ικανότητας 

που διαφοροποιεί την εξέλιξη της τραχηλικής καρκινογένεσης, αυτό δίδει νέες 

προοπτικές ανάπτυξης πιθανών νέας αντι-καρκινικής προσέγγισης 

 

7.4. Μελλοντική έρευνα 

Είναι αναγκαίο να διεξαχθούν περαιτέρω πειράματα με σκοπό την επιβεβαίωση των 

παραπάνω συμπερασμάτων in vivo σε μεγαλύτερο αριθμό πειραμάτων επί ιστών. 

Επιπλέον μελέτες είναι απαραίτητες για να διευκρινιστεί ο μηχανισμός έκφρασης του 

CRH και οι δράσεις που τον καθιστούν μοναδικό ή βασικό επαγωγέα της δράσης του 

FasL ή όχι. Αν ο CRH  αποδειχθεί ο μοναδικός ή ο βασικός επαγωγέας του FasL, τότε 

αντι-CRH παρεμβάσεις ίσως να είναι επιλογές που να μπλοκάρουν τους μηχανισμούς 

άνοσο-διαφυγής, επιτρέποντας τα τοπικά Τ-λεμφοκύτταρα να περιορίσουν την αύξηση 

του όγκου και την εξέλιξή του. Σημαντική, επίσης, είναι η περαιτέρω μελέτης της 

συμμετοχής της UCN στην εξέλιξη ή μη της καρκινογένεσης στον τράχηλο της μήτρας, 

έπειτα από ιική μόλυνση με τον HPV. 

Τέλος, απαραίτητη είναι η διεξαγωγή περαιτέρω πειραμάτων για την επιβεβαίωση της 

αντι-ιικής δράση των HBD1 και HBD2 ενάντια του HPV ιού και της μελέτης των αντι-

φλεγμονωδών μεσολαβητών που επάγονται από την δράση των πεπτιδίων αυτών τόσο 

In vitro, στα HeLa, όσο και σε πειράματα επί ιστών. Λόγω του ότι οι Ντιφενσίνες είναι 
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προ-αγγειογενενετικοί παράγοντες ως αποτέλεσμα χημειοτακτικής επιστράτευσης των 

DCs στους όγκους, ίσως αυτό να προκαλεί νέο-αγγείωση υπό ενδοθηλιακή 

διαφοροποίηση. Άρα, ίσως σε ανθρώπινο όγκο να βοηθούν στον έλεγχο της ογκο-

αγγειογένεσης και εμμέσως στον έλεγχο της καρκινικής ανάπτυξης. 
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Abstract Corticotropin-releasing hormone acts as a stressor
mediator in the human reproductive system. Corticotropin-
releasing hormone (CRH) has been detected in several car-
cinomas of gynecological origin like breast, ovarian, and
endometrial carcinomas. It was additionally shown that
CRH could induce Fas ligand (FasL) expression in ovarian
carcinoma cell lines. To determine whether CRH could also
be expressed during cervical cancer development, we stud-
ied the expression of CRH using HeLa cells in an in vitro
cervical cancer model. We further studied whether CRH
could regulate FasL expression. In that context, HeLa cells
were cultured in the presence or absence of 1 μM CRH.
CRH and FasL expressions were assessed by indirect im-
munofluorescence, reverse transcription PCR, and Western
blot. The current results indicated that in HeLa cells, CRH
can significantly induce both FasL transcription and FasL
translation. Taking into account previous studies already
establishing a connection between FasL expression and
tumor immunoescape in cervical cancer, it can be concluded
that such immunoescape could be CRH dependent.

Keywords Cervical cancer cell line . HeLa . Expresses CRH

Abbreviations
CRH Corticotropin-releasing hormone
HPA Hypothalamic–pituitary–adrenal
FasL Fas ligand
HeLa Human cervical carcinoma cell line
HPV Human papillomavirus
PCR Polymerase chain reaction
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
FBS Fetal bovine serum
PBS Phosphate-buffered saline
HAS Human serum albumin
M-PER Mammalian protein extraction reagent
rt Room temperature
mcg Micrograms
CNS Central nervous system
FIGO International Federation of Gynecology

and Obstetrics

Introduction

Corticotropin-releasing hormone (CRH) is a 41-amino acid
peptide initially recognized as the hypothalamic product
participating in the regulation of the hypothalamic–pitui-
tary–adrenal axis [1–3]. Several studies have supported the
role of CRH as a major stress regulator in the human
reproductive system [1]. Thus, CRH has been described as
being stimulated in response to stress [1–4]. Given that
cancer development and progression can be considered a
stress condition [5], CRH has been found to be present in
several peripheral inflammatory sites [6] and cancers includ-
ing breast, ovarian, and endometrial carcinomas [7–9].
Based on our previous finding that CRH induces T cell
apoptosis via Fas ligand (FasL) upregulation in the fetal–
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maternal interface [10], we recently showed that tumor-
produced CRH modulates FasL in ovarian carcinoma cell
lines, thus facilitating immunoescape by activating T cell
apoptosis [9].

FasL is a type-2 transmembrane protein [11]. FasL bind-
ing to its receptor Fas initiates an apoptotic cascade to the
Fas-expressing cells. Apart from regulating apoptosis, the
Fas/FasL system is mainly expressed in immunoprivileged
sites throughout the body especially in cases where the
immune response has to be controlled [12]. Other studies
report the expression of FasL in different tumors and its
association with the disease’s clinical course [9].

It has been shown that activated T lymphocytes express
the Fas receptor; via Fas activation, FasL-expressing cells
are expected to induce T cell apoptosis, establishing a local
“immune tolerance” [1, 4, 6, 13]. Such mechanism has
already been implemented in several physiological and
pathophysiological processes such as embryo [4] and cancer
development [9].

Taking into consideration the effect of CRH in ovarian
cancer [9], the fact that CRH induces the expression of
apoptotic FasL [10] and the fact that FasL has already being
described in cervical carcinoma [14], we sought to explore
the expression of CRH peptide and the CRH-regulated FasL
expression in cervical cancer cells. HeLa cell line was used
as an in vitro model of cervical cancer cells.

Materials and methods

Cell culture The HeLa—cervical carcinoma cell line—was
obtained from the European Collection of Cell Culture
(Salisbury, UK) and cultured in Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)
supplemented with 10 % fetal bovine serum (Gibco BRL),
penicillin (10 IU/ml) (Gibco BRL), streptomycin (0.05 mg/ml)
(Gibco BRL), and Fungizone (0.25 mg/ml) (Gibco BRL). Cell
culture was maintained in a humidified incubator at 37 °C with
a 5 % CO2 atmosphere.

Treatment of HeLa cells with CRH HeLa cells were grown
in six-well plates (4×105 cells/well) in the presence or
absence of 1 μM CRH (Tocris Bioscience, Bristol, UK), in
serum-free DMEM. Cells cultured in the same medium
supplemented only with the CRH solvent (vehicle) served
as control. Cells were harvested for 48 h and then prepared
for protein or RNA extraction.

Indirect immunofluorescence HeLa cells grown on cover-
slips (Nunc, Roskilde, Denmark) were washed in
phosphate-buffered saline (PBS) and fixed in 100 % meth-
anol at −20 °C for 5 min. Cells were then incubated with
10 % Power Block (Power Block, Universal Blocking

Reagent, Fremont, USA) and 1 % human serum albumin
(HSA) (Sera Laboratories International, West Sussex, UK)
for 30 min at room temperature (rt), followed by an overnight
incubation at 4 °C with the anti-CRH antibody (Phoenix
Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA) diluted 1:200
in 2 % HSA in PBS. Detection of positivity was performed
using the appropriate ALEXA-conjugated anti-rabbit second-
ary antibody (Chemicon, Temecula, CA, USA) diluted
1:1,500 in PBS (1 h in rt). DAPI (Molecular Probes, Invitro-
gen) was used for visualization of the nuclei. Negative con-
trols were obtained by omission of primary antibodies. Images
were acquired with a Leica DM IRE2 Inverted Microscope.

RNA extraction and reverse transcription polymerase chain
reaction Total RNA was extracted from HeLa cells using
the TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
according to the manufacturer’s protocol and stored at
−80 °C until further investigation. Five micrograms of total
RNA, pre-treated with 2 μl RQ1 RNase-Free DNase (Prom-
ega, Madison, WI, USA) were reverse-transcribed using the
ThermoScript Reverse Transcriptase (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). PCR was performed by using the
Platinum Taq DNA Polymerase (Life Technologies) as pre-
viously described. Primers’ features are presented in Table 1.
The PCR conditions for CRH consisted of an initial dena-
turing step of 98 °C for 5 min, followed by 40 elongation
cycles of 95 °C for 1 min, 60 °C for 1 min, 72 °C for 1 min,
and a final step of 72 °C for 7 min. The PCR conditions for
FasL consisted of an initial denaturing step of 94 °C for
3 min, followed by 35 elongation cycles of 92 °C for 10 s,
55 °C for 30 s and 72 °C for 60 s, and a final step of 72 °C for
7 min. Products were separated with gel electrophoresis using
2 % agarose gel, stained with ethidium bromide, visualized by
UV light, and photographed. Total placental RNA served as a
positive control [3, 15]. Negative controls included substitu-
tion of reverse transcriptase (RT) with water (no-RT).

Western blot Protein extraction was performed using the
Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific,
Miami, USA) along with the Protease Inhibitor Cocktail Kit
(Thermo Scientific) according to the manufacturer’s proto-
col. Lysates were boiled in sample buffer (SDS Sample
Buffer, pH 6.8, AlterChem, Athens, Greece) for 10 min at
96 °C. Samples containing 50 μg of protein were separated

Table 1 Presentation of the primers used in the current study

Gene Sequence Length

CRH Sense 5′-CAACTTTTTCCGCGTGTTGCT-3′ 248 bp
Antisense 5′-ATGGCATAAGAGCAGCGCTAT-3′

FasL Sense 5′-ACACCTATGGAATTGTCCTGC-3′ 311 bp
Antisense 5′-GACCAGAGAGAGCTCAGATACG-3′
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by 12 % SDS-PAGE gel and then transferred onto a nitrocel-
lulose membrane (Schleicher & Schuell, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Membranes were then blocked overnight
at 4 °C using 5 % milk powder in 0.1 % Tween-20 (Merck
Millipore Chemicals International, Germany) in TBS. The
membranes were then incubated for 1 h at rt with the primary
rabbit anti-FasL antibody (Q20, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, USA) in 1:400 dilution in TBS and then
incubated at rt for 1 h with the appropriate peroxidase conju-
gated secondary antibody. Membranes were washed in TBS-T
between steps. Detection of proteins was carried out using an
enhanced chemiluminescence kit (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) according
to the manufacturer’s protocol. Normalization was performed
against the expression of GAPDH using the appropriate pri-
mary antibody (rabbit Anti-GAPDH, Cambridge, USA) dilut-
ed 1:300 in TBS, incubated for 1 h in rt.

Statistical analysis FasL transcription and expression differ-
ences—in terms of FasL transcription and expression—be-
tween CRH-treated and CRH-untreated cells were assessed
with Student t test. Every observation with p<0.05 was
considered significant.

Results

The human cervical cancer cell line HeLa
was found to express CRH protein

Indirect immunofluorescence experiments revealed a cyto-
plasmic localization of the CRH peptide in HeLa cells.
Negatives controls were obtained after omission of the
primary antibodies (Fig. 1a, b).

The human cervical cancer cell line HeLa is positive
for CRH and FasL mRNAs

To investigate the expression of CRH in human cervical
cancer, the HeLa cell line was assessed with reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR). RT-PCR was
performed using total mRNA extracted from HeLa cell line.
Amplification of cDNA generated bands of expected sizes,
representing the expression of the CRH (244 bp) and FasL
genes (311 bp) (Fig. 1c). Total placental mRNAwas used as
a positive control [3, 15]. Negative controls were created by
omitting the reverse transcriptase.

CRH induces FasL expression in HeLa cells in RNA
and protein level

We then examined whether CRH can induce the expression
of FasL in cervical carcinoma. HeLa cells were cultured for

48 h in the presence or absence of 1 μM CRH peptide. We
found that the relative FasL transcription was 1.74±0.15-
fold increased (p<0.05) after treatment with 1 μM CRH
(Fig. 2). We additionally found that FasL protein expression
was 1.35±0.0-fold increased (p<0.05) in the presence of
CRH (Fig. 3).

Actin and anti-GABDH were used for normalization in
RT-PCR and Western blot, respectively. The experiment was
performed four times.

Discussion

CRH is a very important regulator of stress in mammals.
Although initially reported to be expressed in the CNS
(“Central CRH”) [1–3] where it inhibits the inflammatory
reaction [15], several studies have shown that CRH is as
well expressed in several peripheral tissues (“Immune
CRH”) [4, 15] mediating the stress effect [3, 16] and stim-
ulating local inflammation [15]. CRH is involved in human
pathophysiology since pathogenesis is considered a distur-
bance of homeostasis, and therefore a stress condition [16].
Based on these data, carcinogenesis [17, 18] and tumor
progression [17–19] were expected to be related to CRH.
Despite the fact that CRH expression has been described in
several gynecological cancers (breast [7], ovarian [9], and
endometrial carcinomas [8]), this is the first time that CRH
is shown to be expressed in cervical cancer cells, to the best
of our knowledge.

In this study, we demonstrated that the HeLa human cervi-
cal cancer cells express CRH. The current study was derived
from the previous one by our group, highlighting the role of
CRH in ovarian carcinoma development and progression [9].
In that study, we demonstrated CRH as being correlated to
ovarian cancer International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) staging system stage, most possibly as a
result of the increased CRH-induced FasL-mediated local T
cell apoptosis [9]. This autocrine/paracrine mode of action,
shown to be effective in ovarian carcinoma [9], might also be
one of the strategies developed in cervical cancer cells in the
aim to overcome local stress stemming from increased meta-
bolic demands and low oxygen supply.

The role of FasL in carcinogenesis and tumor progression
has been extensively studied. FasL has been reported in
several carcinomas including colon [20], breast [21], liver
[22], lung [23], brain (astrocytomas) [24], esophageal [25],
renal [26], and ovarian [9, 27] cancers. Recently, FasL
expression has been described in cervical carcinoma
[28–30]. The fact that FasL expression was reported to
induce T cell apoptosis thus facilitating tumor immunoe-
scape [28] highlighted the contribution of FasL to cervical
carcinogenesis and progression. In that view, FasL expres-
sion was shown to be gradually progressing during cervical
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carcinogenesis from cervical intraepithelial neoplasia to cer-
vical carcinoma [28]. Additionally, FasL-expressing cervi-
cal carcinoma cases have been shown to present an
unfavorable disease outcome (shorter disease-free survival)

[29, 30]. This aspect of FasL expression in cervical carci-
noma correlates to the findings described in the present
paper. HeLa cells were found to express FasL, a fact dem-
onstrated by both RT-PCR and Western blot. Interestingly,
we show for the first time that FasL expression is regulated

Fig. 1 Detection of CRH and
FasL in HeLa cells. a
Immunofluorescence
microphotograph of HeLa cells
expressing CRH. b Negative
control. c Demonstration
of the CRH and FasL
expression by RT-PCR

Fig. 2 CRH upregulates FasL transcription. As shown, HeLa cells
cultured in the presence of 1 μΜ CRH for 48 h present a statistically
significant 1.74±0.15-fold increased FasL gene transcription. Asterisk
marks p<0.05

Fig. 3 CRH upregulates FasL expression. As shown, HeLa cells
cultured in the presence of 1μΜ CRH for 48 h present a statistically
significant 1.35±0.06-fold increased FasL expression. *p<0.05
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by CRH in a cervical cancer in vitro model. To our knowl-
edge, although demonstrated in vitro, this is the first evi-
dence that cervical carcinoma immunoescape can be linked
to stress. Further experiments and adequate case series are
needed to verify such important observation in vivo.

We further hypothesize that both CRH and FasL expres-
sion could be connected to human papillomavirus (HPV)
infection [31, 32]. Infection is also a stress condition [33].
Given that cervical cancer is attributed to HPV infection [31,
34] and that FasL is expressed by dysplastic precancerous
cervical epithelia [28], it is possible that the expression of
both CRH and FasL could be the end result of interactions
between the cervical epithelial cells and the HPV-related
proteins. Further studies are needed to clarify the mecha-
nism of CRH expression and its action towards being the
single/main FasL inducer or not. If CRH was proven as the
sole or the main FasL inducer, anti-CRH interventions
would be an option to block the immunoescape mecha-
nisms, allowing local T cells to restrict tumor growth and
progression.

In conclusion, in the current study, we demonstrate that
the HeLa cervical cancer cell line expresses CRH. Addition-
ally, CRH was shown to induce FasL expression. The cur-
rent findings together with the results of previous reports
support the role of CRH in establishing a local tumor
immunoescape action/characteristic. Further studies that
would identify CRH as the sole or main FasL inducer would
justify further experiments aiming to an anti-CRH approach
against cervical cancer.

Acknowledgments The authors would like to thank Agapi Stamataki
and Eirini Neofytou for their technical assistance.

Conflicts of interest None

References

1. Kalantaridou SN, Zoumakis E, Makrigiannakis A, et al.
Corticotropin-releasing hormone, stress and human reproduction:
an update. J Reprod Immunol. 2010;85:33–9.

2. Bonfiglio JJ, Inda C, Refojo D, et al. The corticotropin-releasing
hormone network and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis:
molecular and cellular mechanisms involved. Neuroendocrinology.
2011;94:12–20.

3. Kalantaridou SN, Makrigiannakis A, Zoumakis E, Chrousos GP.
Stress and the female reproductive system. J Reprod Immunol.
2004;62(1–2):61–8.

4. Kalantaridou SN, Makrigiannakis A, Mastorakos G, Chrousos GP.
Roles of reproductive corticotropin-releasing hormone. Ann N Y
Acad Sci. 2003;997:129–35.

5. Bartek J, Mistrik M, Bartkova J. Thresholds of replication stress
signaling in cancer development and treatment. Nat Struct Mol
Biol. 2012;19(1):5–7.

6. Walker PR, Saas P, Dietrich PY, et al. Role of Fas ligand (CD95L)
in immune escape: the tumor cell strikes back. J Immunol.
1997;158:4521–4.

7. Ciocca DR, Puy LA, Fasoli LC, et al. Corticotropin-releasing
hormone, luteinizing hormone releasing hormone, growth
hormone-releasing hormone, and somatostatin-like immunoreac-
tivities in biopsies from breast cancer patients. Breast Cancer Res
Treat. 1990;15:175–84.

8. Miceli F, Ranelletti FO, Martinelli E, et al. Expression and subcel-
lular localization of CRH and its receptors in human endometrial
cancer. Mol Cell Endocrinol. 2009;305:6–11.

9. Minas V, Rolaki A, Kalantaridou SN, et al. Intratumoral CRH
modulates immuno-escape of ovarian cancer cells through FasL
regulation. Br J Cancer. 2007;97:637–45.

10. Makrigiannakis A, Zoumakis E, Kalantaridou S, et al.
Corticotropin-releasing hormone promotes blastocyst implanta-
tion and early maternal tolerance. Nat Immunol. 2001;2:1018–24.

11. Ehrenschwender M, Wajant H. The role of FasL and Fas in health
and disease. Adv Exp Med Biol. 2009;647:64–93.

12. Mountz JD, Zhou T, Bluethmann H, et al. Apoptosis defects
analyzed in TcR transgenic and fas transgenic lpr mice. Int Rev
Immunol. 1994;11:321–42.

13. Lettau M, Paulsen M, Schmidt H, et al. Insights into the molecular
regulation of FasL (CD178) biology. Eur J Cell Biol. 2010;90:456–
66.

14. Grino M, Chrousos GP, Margioris AN. The corticotropin releasing
hormone gene is expressed in human placenta. Biochem Biophys
Res Commun. 1987;148(3):1208–14.

15. Kalantaridou S, Makrigiannakis A, Zoumakis E, et al. Peripheral
corticotropin-releasing hormone is produced in the immune and
reproductive systems: actions, potential roles and clinical implica-
tions. Front Biosci. 2007;12:572–80.

16. Chrousos GP. Stress and disorders of the stress system. Nat Rev
Endocrinol. 2009;5:374–81.

17. Balkwill F. Cancer and the chemokine network. Nat Rev Cancer.
2004;4(7):540–50.

18. Igney FH, Krammer PH. Immune escape of tumors: apoptosis
resistance and tumor counterattack. J Leukoc Biol. 2002;71
(6):907–20.

19. Kim R, Emi M, Tanabe K, et al. The role of Fas ligand and
transforming growth factor beta in tumor progression: molecular
mechanisms of immune privilege via Fas-mediated apoptosis and
potential targets for cancer therapy. Cancer. 2004;100(11):2281–
91.

20. Okada K, Komuta K, Hashimoto S, et al. Frequency of apoptosis
of tumor-infiltrating lymphocytes induced by Fas counterattack in
human colorectal carcinoma and its correlation with prognosis.
Clin Cancer Res. 2000;6:3560–4.

21. Mottolese M, Buglioni S, Bracalenti C, et al. Prognostic relevance
of altered Fas (CD95)-system in human breast cancer. Int J Cancer.
2000;89:127–32.

22. Ito Y, Monden M, Takeda T, et al. The status of Fas and Fas ligand
expression can predict recurrence of hepatocellular carcinoma. Br J
Cancer. 2000;82:1211–7.

23. Niehans GA, Brunner T, Frizelle SP, et al. Human lung carcinomas
express Fas ligand. Cancer Res. 1997;57:1007–12.

24. Saas P, Walker PR, Hahne M, et al. Fas ligand expression by
astrocytoma in vivo: maintaining immune privilege in the brain?
J Clin Invest. 1997;99:1173–8.

25. Shibakita M, Tachibana M, Dhar DK, et al. Prognostic significance
of Fas and Fas ligand expressions in human esophageal cancer.
Clin Cancer Res. 1999;5:2464–9.

26. Kim YS, Kim KH, Choi JA, et al. Fas (APO-1/CD95) ligand and
Fas expression in renal cell carcinomas: correlation with the prog-
nostic factors. Arch Pathol Lab Med. 2000;124:687–93.

27. Munakata S, Enomoto T, Tsujimoto M, et al. Expressions of Fas
ligand and other apoptosis-related genes and their prognostic signif-
icance in epithelial ovarian neoplasms. Br J Cancer. 2000;82:1446–
52.

Tumor Biol.

Author's personal copy



28. Ibrahim R, Frederickson H, Parr A, et al. Expression of FasL in
squamous cell carcinomas of the cervix and cervical intraepithelial
neoplasia and its role in tumor escape mechanism. Cancer.
2006;106:1065–77.

29. Reesink-Peters N, Hougardy BM, van den Heuvel FA, et al. Death
receptors and ligands in cervical carcinogenesis: an immunohisto-
chemical study. Gynecol Oncol. 2005;96:705–13.

30. Zhou JH, Chen HZ, Ye F, et al. Fas-mediated pathway and apo-
ptosis in normal cervix, cervical intraepithelial neoplasia and cer-
vical squamous cancer. Oncol Rep. 2006;16:307–11.

31. Münger K, Baldwin A, Edwards KM, et al. Mechanisms of human
papillomavirus-induced oncogenesis. J Virol. 2004;78(21):11451–
60.

32. Stanley MA. Immune responses to human papilloma viruses. In-
dian J Med Res. 2009;130(3):266–76.

33. Cohen S, Janicki-Deverts D, Doyle WJ, et al. Chronic stress,
glucocorticoid receptor resistance, inflammation, and disease risk.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2012;109(16):5995–9.

34. Tay SK. Cervical cancer in the human papillomavirus vaccination
era. Curr Opin Obstet Gynecol. 2012;24:3–7.

Tumor Biol.

Author's personal copy


	1_eksofillo
	2_mesofillo
	3_eyxaristies
	4_biografiko
	5_Periexomena
	6_sidmiseis_perilipseis
	7_eisagogi
	8_ilika_methodoi
	9_apotelesmata
	10_sizitisi
	11_bibliografia
	12_parartima
	13_publised_data



