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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Η παρούσα μελέτη εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Φυσιολογίας του τομέα 

Βασικών Επιστημών της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, στο 

διάστημα 2005-2009. Θα ήθελα να ευχαριστήσω από βάθους καρδιάς όλους όσους 

συνέβαλλαν στην παραγματοποίηση της διδακτορικής διατριβής. Συγκεκριμένα, 

Την Επίκουρο Καθηγήτρια Φυσιολογίας κ.Αποστολία Χατζηευθυμίου, για 

όλη τη συμβολή της στην εκπόνηση της παρούσας μελέτης. Αποτελεί για μένα κάτι 

περισσότερο από επιβλέπουσα, καθώς στάθηκε δίπλα μου σε δύσκολες και 

ευχάριστες στιγμές. Μου έμαθε να μην δέχομαι τίποτα ως δεδομένο και να είμαι 

ανοιχτή σε προκλήσεις και σε διαφορετικές επιστημονικές προσεγγίσεις. Με την 

επιστημονική της εγγυρότητα και το ασίγαστο πάθος της για την έρευνα υπήρξε 

μέντορας και παράδειγμα ζωής. Είναι πολύ λίγα τα ευχαριστώ που μπορώ να 

εκφράσω για όλες τις ατελείωτες ώρες δουλειάς που μοιραστήκαμε και γι αυτό θα 

περιοριστώ να την ευχαριστήσω που μου έμαθε πώς να είμαι μαθήτρια στο 

ερευνητικό πεδίο. 

Την Επίκουρο Καθηγήτρια Φυσιολογίας κ.Ευφροσύνη Παρασκευά, για τις 

γνώσεις της που τόσο απλόχερα μοιράστηκε μαζί μου. Μου έδειξε ότι το κύτταρο 

είναι κάτι περισσότερο από ένα μυστήριο και αξίζει πραγματικά να κάνει κάποιος το 

ταξίδι της διερεύνησής του. Την ευχαριστώ θερμά για την πολύτιμη βοήθειά της τόσο 

σε τεχνικά όσο και σε θεωρητικά ζητήματα. 

Τον Καθηγητή Φυσιολογίας κ.Π.Α.Μολυβδά για τις πολύτιμες συμβουλές και 

την επιστημονική αρωγή του. Καθ’ όλη τη διάρκεια της διατριβής μου ήταν πρόθυμος 

να με κατευθύνει στα πραγματικά ερωτήματα της έρευνας και να μοιραστεί μαζί μου 

την πολύτιμη εμπειρία του στο επιστημονικό πεδίο. 

Τον Καθηγητή Πνευμονολογίας κ.Κωνσταντίνο Γουργουλιάνη, για την 

αμέριστη και πολύτιμη βοήθειά του που κατέστησαν δυνατή την πραγματοποίηση της 

παρούσας έρευνας. 

Τον Καθηγητή Εργαστηριακής Ανοσολογίας κ.Αναστάσιο Γερμενή, τον 

ερευνητή, υπότροφο M.Curie κ. Βάϊο Καρανίκα και τα μέλη του Εργαστηρίου 

Ανοσολογίας και Ιστοσυμβατότητας για την εξαιρετικά σημαντική συμβολή και 

συνεργασία τους, κυρίως στη δημιουργία και τη δημοσίευση των επιστημονικών 

εργασιών που προέκυψαν από την παρούσα διατριβή. 

Τα μέλη της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής για τον χρόνο που μου 

διέθεσαν και για τις επικοδομητικές του παρατηρήσεις. 
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Τα μέλη ΔΕΠ του Εργαστηρίου Φυσιολογίας κ.Χρυσή Χατζόγλου για την 

αμέριστη υποστήριξη και τους κ.Σωτήρη Ζαρογιάννη και κ.Ισαάκ Αηδονίδη για την 

άψογη συνεργασία.  

Τα μέλη του Εργαστηρίου Βιοχημείας κ.Γιώργο Σίμο, κ.Παναγιώτη Λιάκο, 

κ.Ηλία Μυλωνή, κ.Γεωργία Χαχάμη για την σημαντική βοήθειά τους και τις 

επιστημονικές τους συμβουλές. 

Τον τεχνικό του Εργαστηρίου Φυσιολογίας κ.Ιωάννη Μακαντάση για την 

εξαιρετική τεχνική υποστήριξή του και τη βοήθειά του με τα πειραματόζωα. 

Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω την οικογένειά μου, τον σύζυγο και το παιδί 

μου για την απεριόριστη υπομονή που έδειξαν όλα αυτά τα χρόνια. Χωρίς την αγάπη 

και τη συμπαράστασή τους η παρούσα μελέτη δεν θα ήταν δυνατό να 

πραγματοποιηθεί. Επίσης, τους γονείς μου στους οποίους χρωστώ τις γνώσεις μου. 
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            Στον Γιώργο,  

που είναι πάντα η έμπνευση της ζωής μου 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            Στον Θάνο, 

                                       που με συντοφεύει σε όλα μου τα βήματα 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 
 

Επώνυμο:  Σταματίου 
Όνομα : Ροδόπη 
Όνομα πατρός : Χρήστος  
Ημερομηνία γέννησης : 10/04/1980 
Τόπος γέννησης : Θεσσαλονίκη 
Οικογενειακή κατάσταση: έγγαμος με ένα παιδί 
 
 
Διεύθυνση κατοικίας : Ομορφοχώρι Λάρισας, Δήμος Πλατυκάμπου 
Τηλέφωνο κατοικίας : 2410-575341 
Κινητό τηλέφωνο: 6974356274 
Email: rodopist24@yahoo.com,  

rstamatiou@med.uth.gr.  
 
 
ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ 
 
1998: 

Αποφοίτηση από το 4ο Γενικό Λύκειο Λάρισας .Βαθμός απολυτηρίου 19.2/20 
 
1999-2004: 

Φοίτηση στο τμήμα Βιολογίας της Σχολής Θετικών Επιστημών του 
Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης  

 
2002-2003:  

Εκπόνηση πτυχιακής ερευνητικής εργασίας στον τομέα Φυσιολογίας του 
τμήματος Βιολογίας του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης,   
με θέμα: “Επίδραση ρυπογόνων παραγόντων σε ενδοκυτταρικούς 
μηχανισμούς μεταγωγής μηνύματος σε κύτταρα γονάδας του μυδιού Mytilus 
galloprovincialis”, υπό την επίβλεψη της Καθηγήτριας κ. Μ. Καλογιάννη-
Δημητριάδη. 
Βαθμός εργασίας 10/10 

 
2004: 

Αποφοίτηση από το τμήμα Βιολογίας του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου 
Θεσσαλονίκης με βαθμό πτυχίου 7.24 “Λίαν Καλώς”. 

 
11/2005: 

Έναρξη εκπόνησης διδακτορικής διατριβής στο Εργαστήριο Φυσιολογίας του 
Τομέα Βασικών Επιστημών του τμήματος Ιατρικής Λάρισας του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, με θέμα: “Παράγοντες που επηρεάζουν τον 
πολλαπλασιασμό κυττάρων του αναπνευστικού συστήματος”, υπό την 
επίβλεψη των: 

κ. Πασχάλη-Αδάμ Μολυβδά, Καθηγητής  
κ. Αποστολία Χατζηευθημίου, Επίκουρος Καθηγήτρια 
κ. Ευφροσύνη Παρασκευά, Επίκουρος Καθηγήτρια 

 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110

mailto:rodopist24@yahoo.com�
mailto:rstamatiou@med.uth.gr�


 19 

ΔΙΔΑΚΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
 
2004-σήμερα: 

Διδασκαλία Βιολογίας σε φροντιστήρια μέσης εκπαίδευσης, για την 
προετοιμασία μαθητών της B και Γ Λυκείου για τις Πανελλήνιες 
εξετάσεις και για την συμμετοχή τους σε διαγωνισμούς Βιολογίας.  
 

2005-σήμερα: 
Συμμετοχή στις εργαστηριακές ασκήσεις Φυσιολογίας Ι και ΙΙ των 
φοιτητών του τμήματος Ιατρικής Λάρισας του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας  

 
2006: 

Συμμετοχή στα εργαστήρια του μαθήματος “Βιοφυσική Μεμβρανών” του 
μεταπτυχιακού προγράμματος “Κλινικές Εφαρμογές Μοριακής Ιατρικής” του 
τμήματος Ιατρικής Λάρισας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας  

 
2006: 

Συμμετοχή στην εκπόνηση πτυχιακής ερευνητικής εργασίας στο εργαστήριο 
Φυσιολογίας του τμήματος Ιατρικής Λάρισας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 
από την κ. Χριστίνα Μπουτουρέλη, φοιτήτρια του τμήματος Βιοχημείας- 
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας (εαρινό εξάμηνο 2006) 

 
 
ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 
 
Kaloyanni M., Stamatiou R., Dailianis S. 
Zinc and 17β-estradiol induce modifications in Na+ /H+ exchanger and pyruvate 
kinase activity through protein kinase C in isolated mantle/gonad cells of Mytilus 
galloprovincialis. 
Comparative Biochemistry and Physiology. Toxicol Pharmacol C, 2005. 141:257-266 
 
Stamatiou R., Paraskeva E., Boukas K., Gourgoulianis K.I., Molyvdas P.A., 
Hatziefthimiou A. 
Azithromycin has an anti-proliferative and autophagic effect on airway smooth 
muscle cells 
European Respiratory Journal, 2009. 34:721-730 
 
Stamatiou R, Boukas K, Paraskeva E, Molyvdas PA, Hatziefthimiou A. 
Azithromycin reduces the viability of human bronchial smooth muscle cells 
Journal of Antibiotics, 2010. in press 
 
R. Stamatiou, E. Paraskeva, M. Pieper, K. Gourgoulianis, P-A Molyvdas and A. 
Hatziefthimiou The effect of muscarinic receptors agonists, cytokines and growth 
factors on airway smooth muscle proliferation. Υπό έγκριση.  

Η εργασία αυτή έχει γίνει με χρηματοδότητση από την Boehringer Ingelheim Pharma 
GmbH & Co. KG, Biberach an der Riss, Germany και έχει κατατεθεί στην εταιρεία 
προκειμένου να ληφθεί η τελική έγκριση για να αποσταλεί προς δημοσίευση. 
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ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ- ΣΥΝΕΔΡΙΑ 
 
Απρίλιος 2006: 
Διήμερο εργασίας με θέμα “Μεθοδολογία της Έρευνας”, στα πλαίσια του 
προγράμματος ΕΠΕΑΕΚ<<Αναμόρφωση προγράμματος προπτυχιακών σπουδών>>, 
σε συνεργασία με την Ελληνική Εταιρεία Κοινωνικής Ιατρικής  
 
Σεπτέμβριος 2006: 
Συνέδριο “Ημέρες Πνευμονολογίας”, της Πνευμονολογικής Εταιρείας Ελλάδος σε 
συνεργασία με την Πνευμονολογική Κλινική του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 
Λάρισας.  
Παρουσίαση εργασίας με θέμα “Η επίδραση των γεννητικών ορμονών στην 
επαναδιαμόρφωση των αεραγωγών”. 
 
2006-2007:  
Διαλέξεις του μεταπτυχιακού προγράμματος “Κλινικές Εφαρμογές Μοριακής 
Ιατρικής” του τμήματος Ιατρικής Λάρισας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας  
 
Δεκέμβριος 2007: 
16o Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσημάτων Θώρακος, 
Παρουσίαση εργασιών με τίτλους: 
“Η αζιθρομυκίνη ελαττώνει τον πολλαπλασιασμό των λείων μυικών κυττάρων των 
αεραγωγών” 
Σταματίου Ρ., Παρασκευά Ε., Γουργουλίανης Κ., Μολυβδάς Π.Α., Χατζηευθυμίου Α. 
“Η τεστοστερόνη επάγει τον πολλαπλασιασμό των λείων μυικών κυττάρων των 
αεραγωγών”. 
Σταματίου Ρ., Παρασκευά Ε., Παπαγιάννη Μ.., Μολυβδάς Π.Α., Χατζηευθυμίου Α. 
 
Δεκέμβριος 2007:  
Σεμινάριο “Στατιστική Ανάλυση Ιατρικών Δεδομένων με το SPSS”. Οργάνωση 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Ιατρικής, Εργαστήριο Βιομαθηματικών. 
 
Νοέμβριος 2008: 
17o Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσημάτων Θώρακος 
Παρουσίαση εργασίας με τίτλο 
“Η αζιθρομυκίνη προκαλεί αυτοφαγία στα λεία μυικά κύτταρα των αεραγωγών”. 
Σταματίου Ρ., Παρασκευά Ε., Γουργουλιάνης Κ., Μολυβδάς Π.Α., Χατζηευθυμίου Α. 
 
Απρίλιος 2009: 
Θεματική διημερίδα “Κυτταρική επικοινωνία και σηματοδότηση”. Οργάνωση από 
την Ελληνική Εταιρεία Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας (ΕΕΒΜΒ), υπό την 
αιγίδα του Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης. 
 
Νοέμβριος 2009: 
18o Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσημάτων Θώρακος 
Παρουσίαση αναρτημένης εργασίας με τίτλο 
“Η αζιθρομυκίνη ελαττώνει τη βιωσιμότητα λείων μυικών κυττάρων βρόγχων 
ανθρώπου”  
Σταματίου Ρ., Μπούκας Κ., Παρασκευά Ε., Μολυβδάς Π.Α., Χατζηευθυμίου Α. 
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ΒΡΑΒΕΙΑ 
 
Έπαινος “καλύτερης αναρτημένης εργασίας” από την Ελληνική Πνευμονολογική 
Εταιρεία για την εργασία που παρουσιάστηκε στα πλαίσια του 18oυ Πανελλήνιου 
Συνεδρίου Νοσημάτων Θώρακος με τίτλο 
“Η αζιθρομυκίνη ελαττώνει τη βιωσιμότητα λείων μυικών κυττάρων βρόγχων 
ανθρώπου”  
Σταματίου Ρ., Μπούκας Κ., Παρασκευά Ε., Μολυβδάς Π.Α., Χατζηευθυμίου Α. 
 
ΕΙΔΙΚΕΣ ΓΝΩΣΕΙΣ  
 
Άριστη γνώση Αγγλικών : 

o Certificate of Proficiency in English, University of Cambridge 
o Certificate of Proficiency in English, University of Michigan 
o Αναγνωρισμένη επάρκεια γνώσης της Αγγλικής γλώσσας από το Υπουργείο 

Παιδείας και Θρησκευμάτων 
 
Πολύ καλή γνώση Γερμανικών:  

o Zertificat Deutsch als Fremdsprache, Goethe Institut 
 
Πολύ καλή γνώση χρήσης Ηλεκτρονικού Υπολογιστή και στατιστικών 
προγραμμάτων Sigma plot, SPSS, Graph Prism. 
 
Άδεια διδασκαλίας Βιολογίας από το γραφείο δευτεροβάθμιας εκπαίδευσης 
Νομαρχίας Λάρισας. 
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ΛΜΚ: Λεία Μυικά κύτταρα 

ΧΑΠ: Χρόνια Αποφρακτική Πνευμονοπάθεια 

ΡΙ3Κ: phosphatidiloinositol -3 kinase, κινάση της 3- φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

ΜΑΡΚ: mitogen activated protein kinases, κινάσες που ενεργοποιούνται από 

μιτογόνα ερεθίσματα 

RTK: receptor tyrosine kinase, υποδοχείς κινάσης τυροσίνης  

GPCR: G protein coupled receptors, υποδοχείς που συνδέονται με G πρωτεΐνες  

mTOR: mammalian target of rapamycin, στόχος της ραπαμυκίνης σε θηλαστικά 

MLCK: myosin light chain kinase, κινάση της ελαφράς αλύσου της μυοσίνης  

PKC: protein kinase C, πρωτεινική κινάση C 

ERK: extracellular signal regulated kinases, κινάσες που ενεργοποιούνται από 

εξωκυττάρια ερεθίσματα 

JNK: c-Jun N-terminal kinases 

AR: androgen receptor, υποδοχέας ανδρογόνων 

ER: estrogen receptor, υποδοχέας οιστρογόνων 

NR3C4: nuclear receptor subfamily 3 group 4 member C, πυρηνικός υποδοχέας της 

υποοικογένειας 3 της ομάδας 4 μέλος C 

IL-1β: interleukin-1β, ιντερλευκίνη-1β 

TNFα: tumor necrosis factor α, παράγοντας νέκρωσης όγκων α 

TGF: transforming growth factor, αυξητικός παράγοντας μεταμόρφωσης  

bFGF: basic fibroblast growth factor, βασικός αυξητικός παράγοντας των 

ινοβλαστών 

PDGF: platelet derived growth factor, αυξητικός παράγοντας που απομονώνεται από 

αιμοπετάλια 

EGF: elongation growth factor, αυξητικός παράγοντας επιμήκυνσης  

TACE: TNFα converting enzyme, ένζυμο μετατροπής του παράγοντα νέκρωσης 

όγκων α 

NF-κΒ: nuclear factor κΒ, πυρηνικός παράγοντας κΒ  

LC3: light chain 3, ελαφριά αλυσίδα 3 

3MA: 3 methyladenine, 3 μεθυλοαδενίνη 

DMEM-F12: Dulbecco’s modified Eagle’s /Ham’s F12, θρεπτικό υλικό για ΛΜΚ 

FBS: fetal bovine serum, ορός εμβρύου βοός  

PS: penicillin/streptomycin, πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη 

BSA: bovine serum albumine, αλβουμίνη ορού βοός  
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PBS: phosphate buffered saline, φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα 

EDTA: ethylenodiamine, αιθυλενοδιαμίνη 

DMSO: dimethylsulfoxide, διμεθυλοσουλφοξείδιο 

TCA: trichloroacetic acid, τριχλωροοξικό οξύ 

SDS: sodium dodecyl sulfate, σουλφοξείδιο του νατρίου 

cpm: counts per minute, κρούσεις ανά λεπτό 

PMSF: phenylmethylsulfoxide, φαινυλμεθυλσουλφοξείδιο 

APS: υπερθειϊκό αμμώνιο 

TEMED: τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη 

ECL: enchanced chemilumminosity, προκαλούμενη χημειοφωταύγεια 

ACh: ακετυλοχολίνη 

CCh: καρβαχόλη 
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Στους αεραγωγούς τα λεία μυικά κύτταρα (ΛΜΚ) καλύπτουν τα τοιχώματα 

τους και επιτελούν κύριο ρόλο στη φυσιολογική τους λειτουργία. Τα κύτταρα αυτά 

είναι υπεύθυνα για τη ρύθμιση της διαμέτρου των αεραγωγών, καθώς μέσω της 

σύσπασης και της χάλασής τους ελέγχουν την ποσότητα του αέρα που φτάνει στους 

πνεύμονες. Εκτός όμως από τη λειτουργία τους αυτή είναι σημαντικό η μάζα τους να 

βρίσκεται σε συγκεκριμένα φυσιολογικά όρια ώστε να μην μεταβάλλεται η 

φυσιολογική δομή του τοιχώματος των αεραγωγών και η λειτουργία. Το πάχος της 

στοιβάδας των ΛΜΚ καθορίζεται από τον αριθμό και/η το μέγεθος τους. Διάφοροι 

παράγοντες τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις μπορούν να 

επηρεάσουν τον αριθμό των ΛΜΚ στο τοίχωμα των αεραγωγών. Υπάρχουν 

παράγοντες που ενεργοποιούν σηματοδοτικά μονοπάτια στα ΛΜΚ, οδηγούν στην 

έκφραση γονιδίων και ελέγχουν τον πολλαπλασιασμό τους. Επίσης υπάρχουν 

παράγοντες που οδηγούν σε διαδικασίες που συμμετέχουν στην επιβίωση ή στον 

κυτταρικό θάνατο. Η αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών (remodeling), 

που εμφανίζεται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις του αναπνευστικού, 

χαρακτηρίζεται από μεταβολή στην δομή των αεραγωγών και μεταξύ άλλων 

περιλαμβάνει και υπερπλασία-υπερτροφία των ΛΜΚ. Κλινικές μελέτες έχουν δείξει 

ότι χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού, όπως το άσθμα, η χρόνια αποφρακτική 

πνευμονοπάθεια και η κυστική ίνωση εμφανίζουν διαφορές ως προς τη συχνότητα ή 

την βαρύτητα της νόσου που σχετίζονται με το φύλο. Σε παθήσεις του αναπνευστικού 

όπου παρατηρείται αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών, παρατηρείται 

αυξημένη χολινεργική διαβίβαση στους αεραγωγούς ενώ επίσης μπορεί εκκρίνονται 

ένα πλήθος φλεγμονωδών παραγόντων, μερικοί από τους οποίους έχουν δειχθεί ότι 

επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό κυττάρων του αναπνευστικού. Επιπλέον, στην 

προσπάθεια του αεραγωγού να επιδιορθωθούν οι προκαλούμενες από τη φλεγμονή 

βλάβες στα τοιχώματά του εκκρίνονται αυξητικοί παράγοντες που επάγουν τον 

πολλαπλασιασμό κυττάρων. Στην θεραπεία των παθήσεων που προαναφέρθηκαν, 

συχνά χρησιμοποιούνται ως αντιβιοτικά και ως αντιφλεγμονώδεις παράγοντες οι 

μακρολίδες. Μελέτες δείχνουν ότι οι μακρολίδες έχουν επιπρόσθετες δράσεις στην 

ενεργοποίηση ενδοκυττάριων μηχανισμών και μπορούν να επηρεάσουν την 

βιωσιμότητα των κυττάρων. 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της επίδρασης των γεννητικών 

ορμονών (τεστοστερόνη, οιστραδιόλη), των μουσκαρινικών αγωνιστών 

(ακετυλοχολίνη, καρβαχόλη), των κυτταροκινών (Ιντερλευκίνη-1β, παράγοντας 
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νέκρωσης όγκων α), των αυξητικών παραγόντων (αυξητικός παράγοντας 

μεταμόρφωσης, βασικός αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών και αυξητικός 

παράγοντας που απομονώνεται από αιμοπετάλια) και των μακρολιδών 

(αζιθρομυκίνη) στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών. Η δράση των 

παραπάνω παραγόντων μελετήθηκε σε δύο διαφορετικές κυτταρικές σειρές ΛΜΚ, 

που ανήκουν τόσο σε διαφορετικά είδη οργανισμών, όσο και σε διαφορετικά τμήματα 

του αναπνευστικού συστήματος. Η επιλογή των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού και 

βρόγχων ανθρώπου έγινε προκειμένου να διερευνηθεί αν υπάρχουν διαφορές στην 

ενεργοποίηση μηχανισμών που ελέγχουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων μεταξύ 

διαφορετικών οργανισμών και μεταξύ ανώτερου και κατώτερου τμήματος του 

αναπνευστικού συστήματος. Επίσης μελετήθηκαν τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

μεσολαβούν την επίδραση των παραγόντων που προαναφέρθηκαν στον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ, όπως το σηματοδοτικό μονοπάτι της κινάσης της 3 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης και των ΜΑΡ κινασών, τα οποία συμμετέχουν στην ρύθμιση 

του πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ και η πρό κληση αυτοφαγίας και απόπτωσης στα 

κύτταρα αυτά.  

Η διερεύνηση της επίδρασης των παραγόντων αυτών (γεννητικές ορμόνες, 

χολινεργικοί αγωνιστές, κυτταροκίνες, αυξητικοί παράγοντες και μακρολίδες) στον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών καθώς και των σηματοδοτικών 

μονοπατιών που εμπλέκονται στην επίδραση τους αυτή μπορεί να συμβάλλει στην 

κατανόηση της παθογένειας των νόσων του αναπνευστικού και στην περαιτέρω 

αποτελεσματική θεραπευτική τους αντιμετώπιση.  

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 29 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1. Λείες μυικές ίνες. 

Οι λείες μυικές ίνες βρίσκονται στα τοιχώματα των κοίλων οργάνων και στα 

σπλάχνα. Το όνομά τους προέρχεται από την απουσία σε αυτές γράμμωσης , η οποία 

παρατηρείται στους σκελετικούς μύες. Εμφανίζουν αυτόματη ηλεκτρική και 

μηχανική δραστηριότητα, η οποία μπορεί να τροποποιηθεί από διάφορα ερεθίσματα, 

όπως ορμόνες αλλά και από τη λειτουργία του αυτόνομου νευρικού συστήματος. Η 

ταχύτητα της σύσπασής των λείων μυών είναι πολύ μικρό τερη από  αυτή των 

γραμμωτών, μπορούν όμως να διατηρήσουν τη σύσπαση μακροχρόνια με χαμηλή 

κατανάλωση ενέργειας και σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως για παράδειγμα στους 

αεραγωγούς και μπορούν να βρίσκονται πάντοτε σε κάποιο βαθμό συστολής(1, 2).  

Οι λείοι μυς αποτελούνται από λεία μυικά κύτταρα (ΛΜΚ) τα οποία 

συνδέονται μεταξύ τους μηχανικά με ισχυρούς δεσμούς και χασματικές συνδέσεις με 

μειωμένη αντίσταση (1). Τα ΛΜΚ έχουν διάμετρο 2 με 5μm , ένα μόνο κεντρικό 

πυρήνα και τα περισσότερα λεπταίνουν στα άκρα. Όταν παρατηρούνται σε οπτικό 

μικροσκόπιο εμφανίζουν χαρακτηριστική επιμήκη μορφή και σε μονοστιβάδα σε 

καλλιέργειες εμφανίζουν μορφή λόφων και κοιλάδων (hills and valleys) ( Eικόνα 1), 

(2). Τα ΛΜΚ εμφανίζουν 2 διακριτούς φαινοτύπους, έναν ‘συνθετικό’, στον οποίο τα 

κύτταρα είναι πεπλατυσμένα και μπορούν και διαιρούνται με φυσιολογικό ρυθμό, και 

έναν ‘συσταλτό’, στον οποίο τα κύτταρα είναι επιμήκη και ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού τους είναι περιορισμένος (3, 4). Οι διαφορετικοί φαινότυποι 

αντικατοπτρίζουν και την διαφορετική λειτουργικότητα των κυττάρων, η οποία 

ελέγχεται από την διαφορά στην έκφραση συγκεκριμένων δομικών και λειτουργικών 

πρωτεϊνών, αλλά και από την παρουσία υποδοχέων. Επίσης, διαφορά υπάρχει και στα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που εμφανίζονται ενεργοποιημένα στους δύο φαινοτύπους, 

‘συνθετικό’ και τον ‘συσταλτό’, και που οδηγούν στην φαινοτυπική αλλαγή (5, 6, 7, 

8). Η μετατροπή του ενός φαινοτύπου στον άλλο εξαρτάται από τις συνθήκες που 

επικρατούν στο περιβάλλον του κυττάρου, για παράδειγμα η απουσία ορού ή άλλων 

αυξητικών παραγόντων αυξάνει το ποσοστό των ΛΜΚ που εμφανίζουν τον 

‘συσταλτό’ φαινότυπο (9). 
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Εικόνα 1.
Καλλιέργεια ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, όπως φαίνεται με οπτικό ανάστροφο
μικροσκόπιο

 

1.1. Λεία μυικά κύτταρα (ΛΜΚ) αεραγωγών 

Στο αναπνευστικό σύστημα, λεία μυικά κύτταρα εμφανίζονται στους 

πνεύμονες αλλά και στο τοίχωμα των αεραγωγών. Οι αεραγωγοί, αρχίζουν από τον 

λάρυγγα και καταλήγουν στις κυψελίδες των πνευμόνων και επιτελούν τρεις κύριες 

λειτουργίες: 1) αποτελούν διαύλους για τη δίοδο του αέρα, 2) προστατεύουν τους 

πνεύμονες από ξένα σώματα και 3) υγραίνουν και θερμαίνουν τον αέρα, (Εικόνα 2). 

Τα ΛΜΚ των αεραγωγών ρυθμίζουν τη διάμετρο των αεραγωγών και επομένως και 

την ποσότητα του αέρα που φτάνει στους πνεύμονες. Την λειτουργία τους αυτή την 

επιτελο ύν κυρίως μέσω της σύσπασης και της χάλασης το υς,  αλλά δεν πρέπει να 

παραβλέπεται ο ρόλος του αριθμού των ΛΜΚ στους αεραγωγούς. Αν τα ΛΜΚ των  

τοιχωμάτων των αεραγωγών αυξηθούν υπερβολικά σε αριθμό, τότε το τοίχωμα θα 

γίνει πιο παχύ με αποτέλεσμα η διάμετρος του αεραγωγού να μικρύνει και να 

δυσκολεύει τη ροή του αέρα. Το ισοζύγιο πολλαπλασιασμού/ θανάτου των κυττάρων 

αυτών ρυθμίζει τον φυσιολογικό αριθμό τους στους αεραγωγούς.  
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Εικόνα 2.
Ανατομία του πνεύμονα, όπου διακρίνονται οι αεραγωγοί. 
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.healthforself.today.com.  

 

1.2 Αναδιαμόρφωση (remodeling) του τοιχώματος των αεραγωγών 

Σε πολλές χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος, όπως στο άσθμα 

και στη χρόνια αναπνευστική πνευμονοπάθεια (ΧΑΠ), παρατηρείται αναδιαμόρφωση 

του τοιχώματος των αεραγωγών (10, 11). Η αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των 

αεραγωγών αποτελεί ένα σύνθετο φαινόμενο το οποίο περιλαμβάνει ένα πλήθος 

δομικών αλλαγών, όπως πάχυνση της βασικής μεμβράνης, αύξηση του αριθμού και 

του μεγέθους των αγγείων και υπερπλασία και υπερτροφία των λείων μυών (12). Οι 

μεταβολές αυτές οδηγούν σε περιορισμό της διαμέτρου των αεραγωγών και 

ελαττωμένη ποσότητα αέρα που εισέρχεται τελικά στους πνεύμονες. Η σημασία 

επομένως, της ύπαρξης φυσιολογικού αριθμού ΛΜΚ στους αεραγωγούς είναι 

ιδιαίτερη.  

 

2 Πολλαπλασιασμός λείων μυικών κυττάρων (ΛΜΚ) 
Υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό των 

ΛΜΚ. Οι παράγοντες αυτοί μεσολαβούν τη δράση τους ενεργοποιώντας σηματοδοτικά 

μονοπάτια, όπως το μονοπάτι της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (3-
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phoshatidiloinositol kinase, ΡΙ3K) ή των ενεργοποιούμενων από μιτογόνα κινασών 

(mitogen activated protein kinases, ΜΑΡK). Τα μονοπάτια αυτά επάγουν τη μεταγραφή 

και τη μετάφραση γονιδίων, που οδηγούν τελικά το κύτταρο σε αντιγραφή του DNA 

του και μιτωτικό διπλασιασμό του (13, 14). Στην αντίθετη περίπτωση η έκφραση 

συγκεκριμένων γονιδίων μπορεί να οδηγήσει το κύτταρο σε σταμάτημα της διαίρεσης, 

μέσω διαδικασιών όπως η αυτοφαγία ή ακόμη και θάνατο κυρίως μέσω απόπτωσης 

(15, 16). Η ενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών που εμπλέκονται στον 

πολλαπλασιασμό ή τον θάνατο του κυττάρου προϋποθέτει αρχικά την δέσμευση του 

παράγοντα σε συγκεκριμένους υποδοχείς που βρίσκονται συνήθως στην κυτταρική 

μεμβράνη. Στη συνέχεια, πυροδοτείται ένας καταρράκτης φωσφορυλιώσεων 

πρωτεϊνών, οι οποίες με τον τρόπο αυτό ενεργοποιούνται ή απενεργοποιούνται. Η 

τελική απόκριση του κυττάρου στο εκάστοτε ερέθισμα εξαρτάται από τη φύση, τη 

διάρκεια και την ένταση του ερεθίσματος, αλλά και από την κατάσταση στην οποία 

βρίσκεται το κύτταρο όταν δέχεται το ερέθισμα (17). 

2.1 Σηματοδοτικά μονοπάτια που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ 

των αεραγωγών 

2.1.1 Μονοπάτι της ΡΙ3 κινάσης  

Η οικογένεια των κινασών της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΙ3Κ) οργανώνεται 

σε 3 κατηγορίες, την I, II, και III αντίστοιχα. Οι κινάσες αυτές φωσφορυλιώνουν την 

3’-ινοσιτόλη σε μια ποικιλία μορίων φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης που συνδέονται με τη 

μεμβράνη του κυττάρου. Κάθε κλάση έχει διαφορετικά μοναδικά υποστρώματα 

δράσης και παράγει συγκεκριμένα λιπίδια που αποτελούν δεύτερους μηνύτορες. 

Επιπλέον, οι κινάσες των διαφορετικών ομάδων ανταποκρίνονται και σε διαφορετικά 

ερεθίσματα. Η ενεργοποίηση και η δυνατότητα ρύθμισης συγκεκριμένων ΡΙ3 κινασών 

εξαρτάται από τις ρυθμιστικές και καταλυτικές ισομορφές των κινασών που υπάρχουν 

στο κύτταρο και  οι οποίες σχηματίζουν ετεροδιμερή (18). 

Οι κινάσες της κλάσης I και II ενεργοποιούνται από την αλληλεπίδραση μορίων 

με υποδοχείς της κινάσης της τυροσίνης (receptor tyrosine kinases (RTK) ή με 

υποδοχείς που συνδέονται με G πρωτεΐνες (G-protein coupled receptors, GPCR) και 

συμμετέχουν σε κυτταρικές διεργασίες όπως η επιβίωση και η ανάπτυξη του κυττάρου, 

η σύνθεση πρωτεϊνών, η μίτωση και η κινητικότητα των κυττάρων. Στα μονοπάτια 

αυτά εμπλέκεται η φωσφορυλίωση της Akt πρωτεΐνης του σηματοδοτικού μονοπατιού 

της ΡΙ3Κ (19). Οι κινάσες της κλάσης III της ΡΙ3Κ ενεργοποιούνται από την σύνδεση 

μορίων σε  μεμβρανικούς υποδοχείς διαφορετικούς από αυτούς που έχουν ήδη 
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αναφερθεί. Οι κινάσες της κλάσης III της ΡΙ3Κ συμμετέχουν στην κυκλοφορία 

κυστιδίων και πρωτεϊνών και εμπλέκονται στην έκκριση των λυσοσωμικών ενζύμων σε 

μονοπάτια ενδοκύττωσης (20, 21). Σημαντική είναι επίσης η ενεργοποίηση αυτού του 

σηματοδοτικού μονοπατιού στην επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών 

κυττάρων, καθώς τα γονίδια των κινασών της ΡΙ3Κ θεωρούνται πρωτο-ογκογονίδια και 

ενεργοποιούνται σε μεγάλο βαθμό σε καρκινικούς όγκους (22) (Πίνακας 1).  

Δημιουργία
κυστιδίων,

ενδοκύττωση,
φαγοκύττωση

PI(3)PΆγνωστοι
υποδοχείς

Ρυθμιστική+καταλυ
τική υπομονάδα

ΙΙΙ

άγνωστοςPI(3)P
PI(3, 4) P2

Άγνωστοι
υποδοχείς

Μόνο καταλυτική
υπομονάδα

ΙΙ

Πολλαπλασιασμός,
διαφοροποίηση,

καρκίνος

PI(3)P
PI(3, 4)P2
PI(3,4,5)P3

G-πρωτείνες,
RTKs

Ρυθμιστική+καταλυ
τική υπομονάδα

Ι
ΙΑ, ΙΒ

ΡόλοςΠαραγωγήΕνεργοποίηση
από

ΔομήΚλάση

ΡΙ3Κ

Πίνακας 1.
Κατηγοριοποίηση των κινασών του μονοπατιού της ΡΙ3Κ. 

 
2.1.1.1 Αναστολείς του μονοπατιού της ΡΙ3Κ 

Η Wortmannin (C23H24O8 ), είναι ένας στεροειδής μεταβολίτης των μυκήτων 

Penicillium funiculosum και Talaromyces (Penicillium) wortmannii (23) και δρα ως 

αναστολέας του μονοπατιού της ΡΙ3Κ. Εμφανίζει την ίδια συγγένεια και για τις 3 

κλάσεις των κινασών του μονοπατιού και όταν χρησιμοποιείται σε μεγάλες 

συγκεντρώσεις έχει την ιδιότητα να αναστέλλει τη δράση και άλλων ενζύμων που 

σχετίζονται με την ΡΙ3Κ, όπως του mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), της 

πρωτεϊνικής κινάσης C, ορισμένων ΡΙ4 κινασών και της κινάσης της ελαφράς αλύσου 

της μυοσίνης (myosin light chain kinase, MLCK) (24, 25). Ακόμη, έχει αναφερθεί η 

αναστολή από τη Wortmannin των μονοπατιών των polo-like κινασών. Η συγκέντρωση 

(IC50) στην οποία προκαλεί αναστολή του μονοπατιού της ΡΙ3Κ είναι περίπου 5 nM 

(26). Από πειράματα που έγιναν στο εργαστήριο Φυσιολογίας σε καλλιέργειες ΛΜΚ 
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αεραγωγών έχει βρεθεί ότι η Wortmannin αναστέλλει πλήρως το μονοπάτι της ΡΙ3Κ σε 

συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 500nM. 

Ένας άλλος αναστολέας με υψηλή ειδικότητα για το μονοπάτι της ΡΙ3Κ είναι 

και το LY294002 (C19H17NO3). Εμποδίζει τη φωσφορυλίωση και την ενεργοποίηση 

της Akt πρωτεΐνης του μονοπατιού, ενώ η συγκέντρωση στην οποία εκμηδενίζει την 

δραστικότητα των κινασών της ΡΙ3Κ είναι 50 μM. Πειράματα που έγιναν στο 

εργαστήριο Φυσιολογίας σε καλλιέργειες ΛΜΚ αεραγωγών έδειξαν ότι η 

συγκέντρωση 20μΜ, είναι αρκετή για να υπάρχει αναστολή της ενεργοποίησης του 

μονοπατιού της ΡΙ3Κ. Το LY294002, παρόλο που έχει δράση παρόμοια με της 

Wortmannin, προτιμάται σε πειράματα που μελετούν την ενεργοποίηση μόνο του 

μονοπατιού της ΡΙ3Κ, γιατί σε αντίθεση με τη Wortmannin δεν αναστέλλει άλλα 

λιπίδια και πρωτεϊνικές κινάσες, όπως την PI4Κ, την πρωτεϊνική κινάση C (PKC) ή 

την c-Src (27).  

2.1.2 Μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών 

Ένα άλλο βασικό σηματοδοτικό μονοπάτι που εμπλέκεται στον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ είναι το μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών. Το μονοπάτι αυτό 

ενεργοποιείται όταν τα κύτταρα αναγνωρίζουν εξωγενή ερεθίσματα και 

ανταποκρίνονται σε αυτά. Οι πρωτεϊνικές κινάσες που ενεργοποιούνται από μιτογόνα 

ερεθίσματα [Mitogen-activated protein (MAP) kinases] είναι ειδικές πρωτεϊνικές 

κινάσες σερίνης /θρεονίνης, οι οποίες ανταποκρίνονται σε εξωκυττάρια ερεθίσματα, 

που δρουν ως μιτογόνα. Οι ΜΑΡΚ ρυθμίζουν κυτταρικές δραστηριότητες, όπως την 

έκφραση γονιδίων, τη μίτωση, τη διαφοροποίηση, την κινητικότητα, τον 

πολλαπλασιασμό και την επιβίωση ή τον αποπτωτικό θάνατο των κυττάρων (28, 29, 

30). Μέχρι σήμερα έχουν χαρακτηριστεί έξι διαφορετικές ομάδες ΜΑΡ κινασών σε 

κύτταρα θηλαστικών: 

1. Οι κινάσες που ρυθμίζονται από εξωκυττάρια μηνύματα (extracellular signal-

regulated kinases, ERK1, ERK2). Οι συγκεκριμένες κινάσες είναι γνωστές και 

ως κλασικές ΜΑΡ κινάσες, βασικό μέλος τους είναι η p42/44 και το μονοπάτι 

τους ενεργοποιείται ως απόκριση σε αυξητικούς παράγοντες και σε εστέρες 

(που συμμετέχουν στην ενεργοποίηση ογκογένεσης). Το μονοπάτι αυτό 

ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των κυττάρων (31, 32).  
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2. Οι c-Jun N-terminal κινάσες (JNKs), που αλλιώς χαρακτηρίζονται ως 

MAPK8, MAPK9, MAPK10 και ανήκουν στο μονοπάτι που ενεργοποιείται 

σε συνθήκες στρες του κυττάρου (33). 

3. Οι κινάσες p38, που εμφανίζονται σε τέσσερεις ισομορφές: α)p38-α ή 

MAPK14, β)p38-β ή MAPK11, γ)p38-γ ή MAPK12 ή ERK6 και δ)p38-δ ή 

MAPK13 ή SAPK4 (34). Το σηματοδοτικό μονοπάτι αυτών των κινασών 

ενεργοποιείται, όπως και το μονοπάτι των JNK, ως απόκριση σε στρεσογόνα 

ερεθίσματα, όπως είναι οι φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, η υπεριώδης 

ακτινοβολία, η υψηλή θερμοκρασία και το ωσμοτικό σοκ. Και τα δύο 

μονοπάτια συμμετέχουν στην κυτταρική διαφοροποίηση και τον αποπτωτικό 

θάνατο (35). Η ενεργοποίηση των p38 είναι απαραίτητη για μια φυσιολογική 

ανοσολογική και φλεγμονώδη απόκριση του κυττάρου, καθώς εμφανίζεται σε 

μακροφάγα, ουδετερόφιλα και Τ λεμφοκύτταρα ως απόκριση σε ένα πλήθος 

εξωκυττάριων φλεγμονωδών παραγόντων, όπως χυμοκίνες, κυτταροκίνες και 

βακτηριακούς λιποπολυσακχαρίτες (36). Το μονοπάτι των p38 MAP κινασών 

ελέγχει την έκφραση κυτταροκινών, μεταγραφικών παραγόντων και 

υποδοχέων της κυτταρικής επιφάνειας (37).  

4. Οι κινάσες που ρυθμίζονται από εξωκυττάρια μηνύματα 5 (extracellular 

signal-regulated kinases, ERK5 ή MAPK7), αποτελούν μια από τις νεότερες 

κατηγορίες των ΜΑΡ κινασών και ενεργοποιούνται τόσο από αυξητικούς 

παράγοντες όσο και από στρεσογόνα ερεθίσματα. Συμμετέχουν στην ρύθμιση 

του πολλαπλασιασμού των κυττάρων.  

5. Οι κινάσες που ρυθμίζονται από εξωκυττάρια μηνύματα 3, 4 (extracellular 

signal-regulated kinases, ERK3 ή MAPK6 και ERK4 ή MAPK4), οι οποίες 

διαφέρουν ελαφρώς στη δομή από τις κλασικές ΜΑΡ κινάσες. Οι κινάσες 

αυτές είναι κυρίως κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, που συνδεέονται με άλλα 

μόρια κινασών μετακινούνται στον πυρήνα και επάγουν την έκφραση 

γονιδίων (38).  

6. Τέλος, οι κινάσες που ρυθμίζονται από εξωκυττάρια μηνύματα 7, 8 

(extracellular signal-regulated kinases, ERK7 και ERK8 ή ΜΑΡΚ15). Αυτές 

αποτελούν το νεότερο μέλος των ΜΑΡ κινασών και συμπεριφέρονται όπως οι 

κλασικές ΜΑΡΚ. Δομικά ομοιάζουν με τις ERK3/4 (38).  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110

http://en.wikipedia.org/wiki/C-Jun_N-terminal_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK8�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK9�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK10�
http://en.wikipedia.org/wiki/P38_mitogen-activated_protein_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK14�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK11�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MAPK12&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=MAPK13&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/wiki/C-Jun_N-terminal_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK7�
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK7�
http://en.wikipedia.org/wiki/MAPK4�
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases�


 36 

Από τις παραπάνω κινάσες του ευρύτερου μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών , οι 

τρεις πρώτες κατηγορίες είναι οι πιο καλά μελετημένες. Στην παρούσα μελέτη 

διερευνήθηκε η ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών στο σύνολο του, 

καθώς και η επιμέρους ενεργοποίηση των κινασών p42/44 και p38. Οι κινάσες αυτές 

ενεργοποιούνται ως απόκριση σε μιτογόνα και στρεσογόνα ερεθίσματα αντίστοιχα. 

2.1.2.1 Αναστολείς του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών 

Το PD98059 (2′-amino-3′methoxyflavone), είναι ένας γενικός αναστολέας του 

μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών. Έχει βρεθεί ότι αναστέλλει την ενεργοποίηση κυρίως 

των κλασικών ΜΑΡ κινασών, δηλαδή των ERK1 και 2, οι οποίες ενεργοποιούνται ως 

απόκριση σε εξωκυττάρια σήματα, όπως είναι οι αυξητικοί παράγοντες (39, 40). Ο 

αναστολέας αυτός συνδέεται στην μη φωσφορυλιωμένη ανενεργή μορφή της κινάσης 

και παρεμποδίζει τη φωσφορυλίωσή της. Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ότι οι 

συγκεντρώσεις του PD98059 στις οποίες εμφανίζει ενεργότητα κυμαίνονται μεταξύ 2 

και 50μΜ, ανάλογα με το ποιες κινάσες του μονοπατιού μας ενδιαφέρει να 

ανασταλούν. Ωστόσο από πειράματα που έγιναν στο εργαστήριο Φυσιολογίας σε 

καλλιέργειες ΛΜΚ αεραγωγών βρέθηκε ότι πλήρης αναστολή του μονοπατιού των 

ΜΑΡ κινασών επιτυγχάνεται από υψηλότερες συγκεντρώσεις του αναστολέα της 

τάξης των 100μΜ.  Το PD98059 εμφανίζει υψηλή εξειδίκευση, ως προς τα μονοπάτια 

των ERK1 και 2 ΜΑΡ κινασών που αναστέλλει. Δεν μπορεί να επηρεάσει το 

σηματοδοτικό μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών που ενεργοποιείται από στρεσογόνα 

ερεθίσματα ή φλεγμονώδεις παράγοντες, παράγοντες που ενεργοποιούν κυρίως το 

μονοπάτι των p38 ΜΑΡ κινασών (41). Επομένως, το PD98059 αποτελεί αναστολέα 

του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών που εμπλέκεται στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων. 

Τα κύτταρα ενεργοποιούν ή καταστέλλουν τα παραπάνω σηματοδοτικά 

μονοπάτια ως απόκριση σε ερεθίσματα που δέχονται από το εξωτερικό τους 

περιβάλλον. Η φύση και ο τρόπος δράσης αυτών των ερεθισμάτων ποικίλει, αλλά 

σχεδόν όλα δεσμεύονται σε ειδικούς υποδοχείς των κυττάρων προκειμένου να 

επηρεάσουν τις λειτουργίες τους. Τα ερεθίσματα που μελετήθηκαν στην παρούσα 

εργασία θα μπορούσαν να ταξινομηθούν σε δύο μεγάλες κατηγορίες :  

 Ερεθίσματα που επάγουν τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ αεραγωγών, και 

 Ερεθίσματα που αναστέλουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων.  
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Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν οι γεννητικές ορμόνες, οι μουσκαρινικοί 

αγωνιστές, οι φλεγμονώδεις και οι αυξητικοί παράγοντες, ενώ στη δεύτερη το 

αντιβιοτικό αζιθρομυκίνη. Οι παράγοντες αυτοί επιλεχθήκαν λόγω της ιδιαίτερης 

σχέσης τους με την αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών που παρατηρείται 

σε χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος.  

 

3. Γεννητικές ορμόνες  
Οι γεννητικές ορμόνες διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στη λειτουργία του 

οργανισμού, τόσο σε φυσιολογικές, όσο και σε παθολογικές καταστάσεις. 

Συμμετέχουν στον καθορισμό της σωματικής διάπλασης, της νοητικής ικανότητας 

και της ψυχολογικής ταυτότητας των δύο φύλων. Στην πραγματικότητα δεν υπάρχει 

όργανο, σύστημα ή λειτουργία του ανθρώπου που να μην επηρεάζεται από τις 

ορμόνες του φύλου, καθώς κάθε σύστημα ή λειτουργία σχετίζεται με το γεννητικό 

σύστημα (1). Οι γεννητικές ορμόνες εμπλέκονται σε μια πληθώρα φυσιολογικών 

αποκρίσεων και η δράση τους φαίνεται να μεσολαβείται είτε μέσω ενεργοποίησης 

γονιδίων-στόχων (γενωμική δράση), είτε μέσω απευθείας ενεργοποίησης 

σηματοδοτικών μονοπατιών (μη γενωμική δράση). 

Η κλασσική δράση των γεννητικών ορμονών (γενωμική δράση) περιλαμβάνει 

την δέσμευση τους σε ενδοκυττάριους υποδοχείς, την μετακίνηση τους στον πυρήνα 

και τον έλεγχο της έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται σε φυσιολογικές αποκρίσεις. 

Οι δράσεις αυτές χαρακτηρίζονται από ιδιαίτερη ευαισθησία σε ανταγωνιστές της 

μεταγραφής και μετάφρασης όπως στην ακτινομυκίνη D και κυκλοεξαμίδη. Η δράση 

των γεννητικών ορμονών μέσω των κλασσικών τους υποδοχέων εμφανίζεται με 

χρονική υστέρηση καθώς προϋποθέτει την επαγωγή γονιδίων (42).  

Τα χαρακτηριστικά των γενωμικών δράσεων είναι: 

 Προκαλούνται μέσω σύνδεσης των γεννητικών ορμονών σε κλασσικούς 

υποδοχείς.  

 Πραγματοποιούνται με την μετακίνηση υποδοχέα-ορμόνης στον κυτταρικό 

πυρήνα  

 Παρουσιάζουν χρονική υστέρηση γιατί απαιτούν την σύνθεση RNA και 

πρωτεϊνών  

 Αναστέλλονται παρουσία αναστολέων RNA και/ή πρωτεϊνικής σύνθεσης.  
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Εκτός όμως από την κλασσική δράση των γεννητικών ορμονών μέσω 

υποδοχέων περιγράφεται και η μη γενωμική τους δράση. Ως μη γενωμική ορίζεται 

κάθε δράση η οποία δεν επηρεάζει άμεσα την έκφραση γονιδίων. Η μη γενωμική 

δράση προκαλεί άμεσα και γρήγορα αποτελέσματα, όπως την ενεργοποίηση 

καταρράκτη σημάτων. Καταρράκτες σημάτων περιλαμβάνουν την είσοδο Ca2+ στο 

κύτταρο, την αύξηση του cAMP, την ενεργοποίηση των MAP κινασών και άλλους 

κλασσικούς δεύτερους αγγελιοφόρους (43, 44). Η ενεργοποίηση αυτών των 

καταρρακτών μπορεί να επηρεάζει το γονιδίωμα μέσω ρύθμισης της έκφρασης 

μεταγραφικών παραγόντων, αλλά και μέσω ενεργοποίησης πρωτεϊνικών κινασών, 

όπως η πρωτεϊνικές κινάσες Α και C (44).  

Τα χαρακτηριστικά των μη γενωμικών δράσεων είναι: 

 Είναι πολύ γρήγορες  

 Δεν προκαλούν άμεσα τη σύνθεση RNA και πρωτεϊνών  

 Συμβαίνουν παρουσία αναστολέων RNA και/ή πρωτεϊνικής σύνθεσης.  

 Συμβαίνουν όταν γίνεται χρήση στεροειδών ορμονών συνδεδεμένων με μόρια 

που αδυνατούν να διαπεράσουν την κυτταρική μεμβράνη (όπως τεστοστερόνη 

συνδεδεμένη με αλβουμίνη). 

 Παρατηρούνται σε κύτταρα χωρίς πυρήνα, πχ ερυθροκύτταρα. 

 Προκαλούνται από στεροειδείς ορμόνες μέσω σύνδεσης σε υποδοχείς που 

αδυνατούν να ενεργοποιήσουν μεταγραφικές διαδικασίες. Τέτοιοι είναι 

υποδοχείς που διαθέτουν μεταλλάξεις, οι οποίες προκαλούν αλλαγές στη δομή 

και τη λειτουργία τους.  

Οι υποδοχείς με τους οποίους συνδέονται οι γεννητικές ορμόνες προκειμένου 

να μεσολαβήσουν τη γενωμική τους δράση, διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες, 

στους υποδοχείς ανδρογόνων (androgen receptors, AR) και τους υποδοχείς 

οιστρογόνων (estrogen receptors, ER).  

3.1 Υποδοχείς ανδρογόνων 

Ο υποδοχέας ανδρογόνων (AR) αποτελεί τύπο πυρηνικού υποδοχέα (NR3C4, 

nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) (45) και ενεργοποιείται από τη 

σύνδεση σε αυτόν των ανδρογόνων, τεστοστερόνη ή διϋδροτεστοστερόνη (46). 

Υπάρχουν δύο τύποι του υποδοχέα ο AR-Α και ο AR-B, οι οποίοι είναι εξίσου 
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λειτουργικοί και παρουσιάζουν μικρές δομικές διαφορές μεταξύ τους (47). Σε 

ορισμένους κυτταρικούς τύπους η τεστοστερόνη συνδέεται απευθείας στον υποδοχέα 

των ανδρογόνων, ενώ σε άλλους προκειμένου να συνδεθεί στον υποδοχέα χρειάζεται 

να μετατραπεί σε διϋδροτεστοστερόνη (48). 

Ο κύριος τρόπος δράσης των ανδρογόνων  μετά την σύνδεση τους στον 

υποδοχέα τους είναι η ρύθμιση της μεταγραφής γονιδίων (49). Ειδικότερα, η σύνδεση 

του ανδρογόνου στον υποδοχέα, έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή της διαμόρφωσης 

του υποδοχέα, η οποία οδηγεί σε μετατόπιση του υποδοχέα από το κυτταρόπλασμα 

στον πυρήνα του κυττάρου, όπου και διμερίζεται. Στη συνέχεια, το διμερές του 

υποδοχέα δεσμεύεται σε συγκεκριμένη αλληλουχία του DNA, η οποία είναι γνωστή 

ως στοιχείο ορμονικής απόκρισης (hormone response element). Η αλληλεπίδραση 

των υποδοχέων των ανδρογόνων με άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες, έχει ως αποτέλεσμα 

την ενεργοποίηση ή την απενεργοποίηση της μεταγραφής συγκεκριμένων γονιδίων-

στόχων (50). Στις μη γενωμικές δράσεις των ανδρογόνων δεν παρατηρείται 

αλληλεπίδραση του υποδοχέα των ανδρογόνων με το DNA του κυττάρου. Ο 

μεμβρανικός υποδοχέας αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες μεταγωγής σήματος στο 

κυτταρόπλασμα και η σύνδεση του ανδρογόνου σε αυτόν οδηγεί σε γρήγορες αλλαγές 

της κυτταρικής λειτουργίας ανεξάρτητες της γονιδιακής μεταγραφής, όπως για 

παράδειγμα αλλαγές στη διακίνηση ιόντων. Η ρύθμιση αυτών των σηματοδοτικών 

μονοπατιών μπορεί να οδηγήσει σε έμμεσες αλλαγές της μεταγραφής γονιδίων, όπως 

στην φωσφορυλίωση άλλων μεταγραφικών παραγόντων αλλά και στην ενεργοποίηση 

σηματοδοτικών μονοπατιών, όπως αυτά των ΜΑΡ κινασών και της ΡΙ3 κινάσης (51, 

52, 53).  

3.2 Υποδοχείς οιστρογόνων 

Ο υποδοχέας οιστρογόνων (ER) ανήκει σε μια ομάδα υποδοχέων που 

ενεργοποιούνται από την 17β-οιστραδιόλη. Υπάρχουν δύο τύποι υποδοχέων 

οιστρογόνων: 1) ο υποδοχέας που ανήκει στην οικογένεια των πυρηνικών 

ενδοκυττάριων υποδοχέων που συνδέονται με ορμόνες (estrogen receptor, ER). Ο 

υποδοχέας αυτός εμφανίζει δύο ισομορφές τον ER-α και τον ER-β οι οποίες 

εμφανίζονται σε διαφορετικές αναλογίες στους ιστούς (πχ στον πνεύμονα υπάρχει 

μόνο η ισομορφή ER- β), και 2) ο υποδοχέας οιστρογόνων που συνδέεται με G-

πρωτεΐνες (estrogen G protein coupled receptor GPR30 ή GPER) και βρίσκεται στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη (54). Οι υποδοχείς των οιστρογόνων μπορεί να 
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αποτελούν μεταγραφικό παράγοντα που συνδέεται στο DNA και ελέγχει την 

έκφραση γονιδίων (γενωμική δράση), ή μπορεί να μεσολαβούν λειτουργίες 

ανεξάρτητες της πρόσδεσης τους στο DNA (μη γενωμική δράση) (55).  

Όσον αφορά τη γενωμική δράση των οιστρογόνων, ο υποδοχέας τους, που 

βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα (αν και θραύσματα του έχουν βρεθεί στον πυρήνα των 

κυττάρων) (56), μετά την σύνδεσή του με την ορμόνη, σχηματίζει διμερή, τα οποία 

μπορεί να είναι ομο- ή ετερο-διμερή των δύο ισομορφών του (57). Τα διμερή αυτά 

μετακινούνται στον πυρήνα και συνδέονται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες του DNA, 

οι οποίες είναι γνωστές ως στοιχεία απόκρισης σε ορμόνες. Το σύμπλοκο που 

σχηματίζεται, ενεργοποιεί μεταγραφικούς παράγοντες που ρυθμίζουν την έκφραση 

γονιδίων, ή ακόμα αποτελεί μεταγραφικό παράγοντα και το ίδιο .  Η μη γενωμική 

δράση μεσολαβείται με τη σύνδεση των οιστρογόνων στην επιφάνεια της 

πλασματικής μεμβράνης (58, 59). Η σύνδεση αυτή προκαλεί ενεργοποίηση άλλων 

πρωτεϊνών, όπως της καλβεολίνης-1, διάφορων G πρωτεϊνών, υποδοχέων της κινάσης 

της τυροσίνης (RTKs) ή άλλων υποδοχέων (πχ. Src) (55, 58). Η οιστραδιόλη έχει 

βρεθεί ότι ενεργοποιεί και υποδοχείς που συνδέονται με G πρωτεΐνες (GPR30), όπως 

έχει προαναφερθεί (60), χωρίς όμως να έχει διευκρινιστεί ο ρόλος και η θέση αυτού 

του υποδοχέα (61). Η ενεργοποίηση των υποδοχέων που συνδέονται με G πρωτεΐνες 

οδηγεί σε άμεσες κυτταρικές αποκρίσεις, όπως αύξηση των επιπέδων Ca2+ στο 

κύτταρο και απελευθέρωση μονοξειδίου του αζώτου (62). Τόσο η γενωμική όσο και η 

μη γενωμική δράση των υποδοχέων των οιστρογόνων προκαλεί την ενεργοποίηση 

σηματοδοτικών μονοπατιών, όπως το μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών και της ΡΙ3Κ (63).  

3.3 Υποδοχείς ορμονών στα ΛΜΚ αεραγωγών 

Τα ΛΜΚ αεραγωγών εκφράζουν διάφορους τύπους υποδοχέων των γεννητικών 

ορμονών Συγκεκριμένα, έχουν βρεθεί τόσο υποδοχείς ανδρογόνων (64) όσο και 

υποδοχείς οιστρογόνων (54). Παρόλο όμως που οι γεννητικές ορμόνες εμφανίζουν 

διαφορετική κατανομή στα δύο φύλα, αλλά και διαφορετικές συγκεντρώσεις οι οποίες 

μεταβάλλονται κατά τη διάρκεια της ζωής του ατόμου (1) δεν έχουν εντοπιστεί 

διαφορές σε σχέση με το φύλο στην έκφραση των υποδοχέων στα ΛΜΚ του 

αναπνευστικού. Ωστόσο η συχνότητα εμφάνισης και η βαρύτητα διάφορων παθήσεων 

του αναπνευστικού εμφανίζουν διακυμάνσεις σε άτομα διαφορετικού φύλου (65, 66, 

67). Ανάμεσα στις παθήσεις αυτές συμπεριλαμβάνονται και χρόνιες νόσοι του 

αναπνευστικού, με κυριότερο το άσθμα (68, 69, 70). 
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3.4 Τεστοστερόνη 

Η τεστοστερόνη αποτελεί την κύρια ορμόνη του άνδρα και οι δράσεις της 

μπορούν να διακριθούν σε δράσεις κατά το στάδιο της εμβρυικής ζωής και μετά τη 

γέννηση του ατόμου.  

Δράση της τεστοστερόνης κατά την εμβρυική ζωή: Η τεστοστερόνη αρχίζει να 

παράγεται από τους όρχεις του αρσενικού εμβρύου κατά την 7η εβδομάδα της κύησης 

και είναι υπεύθυνη για την ανάπτυξη των γενετικών οργάνων του άρρενος.   

Δράση της τεστοστερόνης μετά την γέννηση: Η τεστοστερόνη οδηγεί στην 

ανάπτυξη των πρωτευόντων και δευτερευόντων χαρακτηριστικών του φύλου του 

άρρενος. Ακόμη, προκαλεί αύξηση της μυικής μάζας των ανδρών κατά 50% περίπου 

περισσότερο σε σχέση με τη γυναίκα. Συμμετέχει στην αύξηση οστών, λόγω της 

γενικής αναβολικής της δράσης στις πρωτεΐνες του σώματος. Με τη δράση της στην 

κατακράτηση ασβεστίου προκαλεί αύξηση της ολικής οργανικής ουσίας των οστών, 

αυξάνοντας έτσι το μέγεθος και την αντοχή τους. Επίσης, εξασκεί ειδική δράση στην 

πύελο όπου προκαλεί στένωση του κάτω στομίου της, επιμήκυνση και διαμόρφωση 

της πυέλου σε χωνοειδή μορφή σε αντίθεση με την ωοειδή μορφή της γυναικείας 

πυέλου. Όσον αφορά τη λειτουργία των κυττάρων γενικότερα, η τεστοστερόνη 

αυξάνει τον βασικό μεταβολισμό, προάγοντας τελικά την αύξηση της 

δραστηριότητας όλων των κυττάρων του σώματος. Τέλος, προκαλεί αύξηση του 

αριθμού των ερυθροκυττάρων, καθώς στον μέσο άνδρα, ο αριθμός των 

ερυθροκυττάρων είναι περίπου κατά 700.000 ανά mm3 μεγαλύτερος σε σχέση με τη 

μέση γυναίκα.  

3.5 Οιστρογόνα 

Τα οιστρογόνα, με κυριότερο αντιπρόσωπο την οιστραδιόλη, εκκρίνονται σε 

ελάχιστα ποσά κατά την παιδική ηλικία, ενώ κατά την ήβη, το ποσό τους γίνεται 

20πλάσιο ή και περισσότερο, καθώς οι γοναδοτροπίνες της υπόφυσης προκαλούν την 

αυξημένη τους έκκριση. Τα γεννητικά όργανα των θήλεων μεταβάλλονται με την 

ηλικία, καθώς αυξάνο υν σε μέγεθο ς,  και αλλάζει η μο ρφή των επιθηλίων το υς.  Τα 

οιστρογόνα προκαλούν αναστολή της αύξησης του σώματος στις γυναίκες, πολύ 

νωρίτερα από τους άντρες. Ακόμη, αυξάνουν τη δραστηριότητα των οστεοβλαστών 

και επιταχύνουν τη σύνδεση των επιφύσεων με τις διαφύσεις των αυλοειδών οστών. 

Εμφανίζουν ακόμη δράσεις παρόμοιες με την τεστοστερόνη, σε πολύ μικρότερη όμως 
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ένταση. Δηλαδή, τα οιστρογόνα προκαλούν ελαφρά αύξηση στο ολικό ποσό των 

πρωτεϊνών του σώματος και του μεταβολισμού, ενώ δεν επηρεάζουν ιδιαίτερα την 

κατανομή του τριχώματος. Επιπλέον, αποτέλεσμα της δράσης των οιστρογόνων είναι 

η εναπόθεση αυξημένης ποσότητας λίπους στον υποδόριο ιστό, αλλά και στους 

μηρούς και γλουτούς, η αυξημένη αγγείωση και η μαλακή υφή του δέρματος και η 

κατακράτηση νατρίου και νερού από τα ουροφόρα σωληνάρια των νεφρών. 

Η ποσότητα των οιστρογόνων μέσα στο σώμα των γυναικών μεταβάλλεται 

κατά τη διάρκεια του καταμήνιου κύκλου. Ωστόσο, μετά την εμμηνόπαυση η 

παραγωγή τους σταματά. Η ελάττωση αυτή προκαλεί διάφορα προβλήματα, όπως 

οστεοπόρωση, λόγω μειωμένης δραστηριότητας των οστεοβλαστών, ελλάτωσης του 

οργανικού υποστρώματος των οστών και ελλατωμένης εναπόθεσης ασβεστίου και 

φωσφορικών αλάτων στα οστά, αλλά και επιδείνωση παθολογικών καταστάσεων, 

όπως το άσθμα (71, 72).  

3.6 Γεννητικές ορμόνες στην φυσιολογία και παθοφυσιολογία νόσων του 

αναπνευστικού.  

 Οι γεννητικές ορμόνες επιλέχθηκαν για την παρούσα μελέτη γιατί αποτελούν 

ιδιαίτερα σημαντικό παράγοντα με πολύπλοκη δράση στο αναπνευστικό σύστημα. 

Υπάρχουν μελέτες που δείχνουν ότι οι γεννητικές ορμόνες επηρεάζουν την 

ανταποκρισιμότητα των αεραγωγών σε παράγοντες που προκαλούν σύσπαση. Η 

τεστοστερόνη έχει βρεθεί ότι προκαλεί χάλαση των αεραγωγών που βρίσκονται σε 

σύσπαση με ακετυλοχολίνη ή καρβαχόλη μέσω απελευθέρωσης μονοξειδίου του 

αζώτου από το επιθήλιο των αεραγωγών (64, 73). Τα οιστρογόνα επηρεάζουν την 

απόκριση των αεραγωγών σε ερεθίσματα, καθώς μειώνουν την ανταποκρισιμότητα 

σε αλλεργιογόνα, αλλά και ελαττώνουν την προκαλούμενη από ακετυλοχολίνη 

σύσπαση (74, 75, 76).  

Σε χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού εμφανίζεται διαφοροποίηση ανάμεσα 

στα δύο  φύλα ό σο ν αφο ρά στη συχνό τητα αλλά και στη βαρύτητα της νόσου. 

Συγκεκριμένα, μελέτες δείχνουν ότι το σύνδρομο αναπνευστικής δυσχέρειας 

εμφανίζεται συχνότερα στα νεογέννητα αγόρια σε σχέση με τα κορίτσια (75). Το 

γεγονός αυτό σε συνδυασμό με τον εντοπισμό με ανοσοϊστοχημεία υψηλότερων 

επιπέδων υποδοχέων ανδρογόνων σε εμβρυϊκό πνεύμονα αγοριών σε σύγκριση με τον 

ενήλικο πνεύμονα, αποτελεί μια ένδειξη ότι τα ανδρογόνα μπορεί να καθυστερούν 
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την ανάπτυξη του εμβρυϊκού πνεύμονα. Επίσης, έρευνες δείχνουν ότι το βρογχικό 

άσθμα εμφανίζεται με μεγαλύτερη συχνότητα στα αγόρια (76), ενώ η συχνότητα του 

άσθματος αυξάνει στο γυναικείο φύλο κατά την αναπαραγωγική ηλικία (77). Η 

συχνότητα και η βαρύτητα των ασθματικών κρίσεων εμφανίζει διαφορές κατά τη 

διάρκεια των φάσεων του εμμήνου κύκλου στις γυναίκες (78, 79), αλλά και μετά την 

εμμηνόπαυση (80, 81).  

Επιπλέον, σε διάφορες παθήσεις του αναπνευστικού οι ασθενείς 

παρουσιάζουν τροποποίηση των ορμονικών επιπέδων. Σε αυτές τις περιπτώσεις 

ανήκουν η αναπνευστική ανεπάρκεια, η πνευμονική ίνωση και η χρόνια αποφρακτική  

πνευμονοπάθεια, στις οποίες τα επίπεδα τεστοστερόνης στον ορό των ασθενών έχουν 

βρεθεί μειωμένα (82, 83, 84, 85). Όσον αφορά τη ΧΑΠ, υπάρχει η πεποίθηση ότι  

εμφανίζεται πιο συχνά στους άντρες παρά στις γυναίκες, λόγω της υψηλότερης 

συχνότητας της καπνιστικής συνήθειας σε αυτούς αλλά και λόγω της έκθεσής τους σε 

προϊόντα του καπνού κατά την εργασία τους. Ωστόσο, οι γυναίκες είναι πιο 

επιρρεπείς στη ΧΑΠ που σχετίζεται με το κάπνισμα σε σχέση με τους άντρες. Στις 

γυναίκες είναι πιο αυξημένος ο ρυθμός επιδείνωσης της πνευμονικής λειτουργίας που 

σχετίζεται με την ΧΑΠ, αλλά και τα επίπεδα θνησιμότητας (86, 87, 88, 89, 90, 91).  

Τέλος, έχει παρατηρηθεί διαφορά στην επιβίωση ατόμων διαφορετικού φύλου που 

πάσχουν από κυστική ίνωση. Συγκεκριμένα, στις γυναίκες τόσο η πνευμονική 

λειτουργία όσο και η πιθανότητα επιβίωσης ήταν μειωμένη σε σχέση με την 

αντίστοιχη των ανδρών ασθενών (91, 92, 93, 94).   

Είναι επομένως αναγκαίο να γίνει απόλυτη διερεύνηση του ρόλου και του 

μηχανισμού δράσης των γεννητικών ορμονών στη λειτουργία αλλά και στην 

παθοφυσιολογία του αναπνευστικού συστήματος.  

 

4. Μουσκαρινικοί υποδοχείς  
 Μια ακόμη κατηγορία υποδοχέων που παίζει πολύ σημαντικό ρόλο για την 

ρύθμιση των κυτταρικών λειτουργιών των ΛΜΚ είναι οι μουσκαρινικοί υποδοχείς. Οι 

μουσκαρινικοί υποδοχείς αποτελούν μια ομάδα υποδοχέων στους οποίους συνδέονται 

οι μουσκαρινικοί αγωνιστές ακετυλοχολίνη, καρβαχόλη και μεταχολίνη. Οι υποδοχείς 

αυτοί ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων που συνδέονται με G- πρωτεΐνες και 

έχουν ταυτοποιηθεί 5 διαφορετικοί τύποι υποδοχέων: Μ1, Μ2, Μ3, Μ4 και Μ5. Το 

είδος και η αναλογία των τύπων των υποδοχέων ποικίλει ανάλογα με το είδος του 
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οργανισμού, τον ιστό και την κατάσταση στην οποία βρίσκεται το κύτταρο. Έτσι, οι 

Μ2, Μ3 και Μ4 υποδοχείς βρίσκονται σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, ενώ ΛΜΚ 

βρόγχων ανθρώπου εκφράζουν μόνο τους M2 και M3 μουσκαρινικούς υποδοχείς 

(95).  

Ο Μ1 υποδοχέας εντοπίζεται κυρίως στο κεντρικό νευρικό σύστημα και σε 

εξωκρινείς αδένες (96, 97). Συνδέεται με την Gq πρωτεΐνη (98), η οποία συμμετέχει 

σε ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C και του μονοπατιού της ΡΙ3Κ. Ωστόσο, σε 

ορισμένους ιστούς, όπως εξωκρινείς αδένες, ο Μ1 υποδοχέας μπορεί να βρεθεί 

συνδεδεμένος με την Gi (inhibitory) ή την Gs (stimulatory) πρωτεΐνη, προκαλώντας 

την τροποποίηση των επιπέδων του cAMP. Οι Μ2 υποδοχείς συνδέονται με την Gi 

πρωτεΐνη, η οποία ανταγωνίζεται τη δράση της Gs πρωτεΐνης, ενώ οι Μ3 υποδοχείς 

συνδέονται με την Gq πρωτεΐνη η οποία ενεργοποιεί σηματοδοτικά μονοπάτια 

παρόμοια με αυτά των Μ1 υποδοχέων. Οι Μ3 μουσκαρινικοί υποδοχείς εντοπίζονται 

σε διάφορα όργανα του σώματος, αλλά κυρίως σε λείους μυς και αδένες.  Στο 

αναπνευστικό σύστημα, οι Μ2 υποδοχείς υπάρχουν προσυναπτικά στις 

παρασυμπαθητικές νευρικές ίνες, όπου ελέγχουν την απελευθέρωση του 

νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη, ενώ οι Μ3 εντοπίζονται κυρίως μετασυναπτικά στο 

ΛΜΚ (99). Οι Μ4 υποδοχείς εντοπίζονται κυρίως στο κεντρικό νευρικό σύστημα και 

συνδέονται με Gi πρωτεΐνη. Οι Μ5, παρόλο που η ακριβής θέση τους δεν έχει ακόμα 

διευκρινιστεί μοιάζουν λειτουργικά με τους Μ1 και Μ3 μουσκαρινικούς υποδοχείς. 

Στο αναπνευστικό σύστημα έχουν βρεθεί Μ2 και Μ3 υποδοχείς σε  λείους μυς 

αεραγωγών, αλλά και Μ4 υποδοχείς στο τοίχωμα κυψελίδων κουνελιού αλλά όχι σε 

άλλα είδη (95) (Πίνακας 2). 

Η σύνδεση μουσκαρινικών αγωνιστών στους Μ2 ή Μ3 κυρίως υποδοχείς 

οδηγεί στην ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών και σε ενεργοποίηση των 

σηματοδοτικών μονοπατιών των ΜΑΡ κινασών και της ΡΙ3Κ (100). Η ενεργοποίηση 

αυτών των μονοπατιών έχει ως αποτέλεσμα την αντιγραφή του DNA, τον 

πολλαπλασιασμό και την έκφραση διαφόρων πρωτεϊνών. Οι μουσκαρινικοί υποδοχείς 

έχει βρεθεί ότι μπορούν να αλληλεπιδράσουν και με άλλα είδη υποδοχέων που 

υπάρχουν στα κύτταρα, όπως τους υποδοχείς της κινάσης τυροσίνης (RTKs) ή με 

τους υποδοχείς των κυτταροκινών (100). Το γεγονός αυτό καθιστά τον ρόλο αυτών 

των υποδοχέων ακόμη πιο πολύπλοκο (Εικόνα 3).  
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Σε παθολογικές καταστάσεις του αναπνευστικού συστήματος έχουν βρεθεί 

διαφοροποιήσεις ως προς την ποσότητα και τη λειτουργία των υποδοχέων αυτών. 

Έτσι, σε ανθρώπους με ήπιο άσθμα έχουν παρατηρηθεί δυσλειτουργικοί 

μουσκαρινικοί υποδοχείς (101), ενώ έχει βρεθεί ότι στο άσθμα και τη ΧΑΠ 

παρατηρείται αυξημένη ποσότητα του μουσκαρινικού αγωνιστή ακετυλοχολίνη 

(102). Η αύξηση αυτή μπορεί να οφείλεται σε αυξημένη απελευθέρωσή της λόγω 

ενεργοποίησης αντακλαστικών από τη φλεγμονή που υπάρχει στις παθήσεις αυτές 

(Εικόνα 4). Ένας ακόμα πιθανός λόγος της αυξημένης ποσότητας ακετυλοχολίνης 

είναι η ελάττωση της έκφρασης και της λειτουργίας των Μ2 μουσκαρινικών 

υποδοχέων που υπάρχουν προσυναπτικά και ρυθμίζουν την απελευθέρωση του 

νευροδιαβιβαστή (Εικόνα 5). 

 

Εικόνα 3. 
Σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από τους μουσκαρινικούς υποδοχείς
και από τους υποδοχείς κινάσης τυροσίνης (RTKs).
Εικόνα από τους Gosens et al 2007, προσαρμοσμένη.  
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Φλεγμονή του αεραγωγού

Επιθήλιο

ΚΝΣ

Παρασυμπαθητικό
γάγγλιο

ΛΜΚ
Κύτταρο που
παράγει βλέννα

Εικόνα 4. 
Δράση των μουσκαρινικών υποδοχέων κατά τη διάρκεια της φλεγμονής.
Εικόνα από τους Gosens et al 2007 προσαρμοσμένη. 

 

 

 

ινσουλίνη

όζον

Έλλειψη
βιταμίνης Α

ΑΝΤΙΓΌΝΟ

ηωσινόφιλα

Ιός

ιντερφερόνη

Μακροφάγα

νευραμινιδάση

Εικόνα 5. 
Ρύθμιση της έκφρασης των Μ2 μουσκαρινικών υποδοχέων.
Εικόνα από τους Coulson and Fryer 2003 προσαρμοσμένη. 

έκφραση
γονιδίου
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Πίνακας 2. Τύποι και δράση των μουσκαρινικών υποδοχέων 

Τύπος Λειτουργία Δράση Αγωνιστές 

 

 

Μ1 

-Ρύθμιση μετασυναπτικού 

δυναμικού διέγερσης (EPSP)σε 

αυτόνομα γάγγλια 

-Έκκριση αδένων 

-Δράση στο ΚΝΣ 

-Gq 

-(Gi) 

-(Gs) 

-αργό EPSP. 

-↓ K+ 

αγωγιμότητα 

ακετυλοχολίνη       

οξοτρεμορίνη         

μουσκαρίνη             

καρβαχόλη 

 

 

Μ2 

-χαμηλός καρδιακός ρυθμός 

-ελάττωση δυνάμεων συστολής 

στους κόλπους της καρδιάς 

-δράση στο ΚΝΣ 

-Gi 

-↑ K+ 

αγωγιμότητα 

-↓ Ca2+ 

αγωγιμότητα 

ακετυλοχολίνη       

οξοτρεμορίνη     

μουσκαρίνη        

καρβαχόλη         

μεθαχολίνη 

 

 

Μ3 

- σύσπαση λείων μυών 

-αύξηση ενδοκυττάριου 

ασβεστίου στο αγγειακό 

ενδοθήλιο 

-αγγειοδιαστολή 

- αυξημένη έκκριση αδένων 

-δράση στο ΚΝΣ 

 

-Gq 

 

ακετυλοχολίνη    

οξοτρεμορίνη     

πιλοκαρπίνη       

καρβαχόλη 

 

 

Μ4 

 

- ενίσχυση διακίνησης 

μηνυμάτων 

- δράση στο ΚΝΣ 

-Gi 

-↑ K+ 

αγωγιμότητα  

-↓ Ca2+ 

αγωγιμότητα 

 

ακετυλοχολίνη   

οξοτρεμορίνη            

καρβαχόλη 

Μ5 - δράση στο ΚΝΣ -Gq ακετυλοχολίνη            

καρβαχόλη 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110

http://en.wikipedia.org/wiki/Gq_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gi_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gs_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/EPSP�
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium�
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxotremorine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Muscarine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gi_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium�
http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium�
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxotremorine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Muscarine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gq_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxotremorine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Muscarine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gi_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Potassium�
http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium�
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxotremorine�
http://en.wikipedia.org/wiki/Gq_alpha_subunit�
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylcholine�


 48 

4.1 Μουσκαρινικοί αγωνιστές 

 Στους μουσκαρινικούς υποδοχείς συνδέονται οι μουσκαρινικοί αγωνιστές με 

κυριότερους την ακετυλοχολίνη και την καρβαχόλη. Η ακετυλοχολίνη αποτελεί 

νευροδιαβιβαστή τόσο του περιφερικού όσο και του κεντρικού νευρικού συστήματος 

σε μια μεγάλη ποικιλία οργανισμών, συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου. Στο 

αναπνευστικό σύστημα αποτελεί τον ενδογενή νευροδιαβιβαστή, που 

απελευθερώνεται από το παρασυμπαθητικό σύστημα και δρα στις λείες μυικές ίνες 

προκαλώντας τη σύσπασή τους. Η καρβαχόλη από την άλλη είναι μια χημική ουσία 

που ομοιάζει με την ακετυλοχολίνη ως προς τους υποδοχείς στους οποίους 

δεσμεύεται,  αλλά και ως προ ς τις δράσεις της.  Η βασική διαφο ρά μεταξύ των δύο 

μουσκαρινικών αγωνιστών είναι η ικανότητα της καρβαχόλης να αντιστέκεται στη 

δράση της ακετυλοχολινεστεράσης. Το συγκεκριμένο ένζυμο διασπά την 

ακετυλοχολίνη, συμμετέχοντας στον μεταβολισμό της και ελέγχοντας με τον τρόπο 

αυτό την συγκέντρωσή της. Αυτοί οι δύο μουσκαρινικοί αγωνιστές μπορούν να 

συνδεθούν σε όλους τους τύπους μουσκαρινικών υποδοχέων με την ίδια ευκολία, 

αλλά και σε νικοτινικούς υποδοχείς. Ωστόσο υπάρχουν κάποιες μελέτες που δείχνουν 

διαφορετική συμπεριφορά ανάμεσα στην ακετυλοχολίνη και την καρβαχόλη, κυρίως 

ως προς τα σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από τη σύνδεσή τους στον 

υποδοχέα (103).  

4.2 Αναστολείς των μουσκαρινικών υποδοχέων  

Στους μουσκαρινικούς υποδοχείς μπορούν να συνδεθούν ουσίες, οι οποίες 

παρεμποδίζουν τη δέσμευση των μουσκαρινικών αγωνιστών στους υποδοχείς. Η 

γκαλαμίνη (2,2',2''-[benzene-1,2,3-triyltris(oxy)]tris(N,N-diethylethanamine) αποτελεί 

αλλοστερικό ανταγωνιστή των μουσκαρινικών υποδοχέων. Συνδέεται στους 

μουσκαρινικούς υποδοχείς, με σειρά ευαισθησίας Μ2>Μ1, Μ4>Μ3, Μ5 υποδοχείς. 

Η σύνδεσή της αυτή παρεμποδίζει την σύνδεση της ακετυλοχολίνης στους υποδοχείς 

και επομένως αναστέλλει τη δράση της (104). Στη συγκέντρωση των 10mM 

χρησιμοποιείται ως αναστολέας κυρίως των Μ2 υποδοχέων για τους οποίους 

εμφανίζει μεγαλύτερη συγγένεια. Στην κλινική πράξη χρησιμοποιείται ως 

μυοχαλαρωτικό (105), κυρίως κατά τη διάρκεια χειρουργικών επεμβάσεων. Επιδρά 

στο πνευμονογαστρικό νεύρο της καρδιάς , προκαλώντας ταχυκαρδία και 

περιστασιακά υπέρταση, ενώ ελαττώνει την αρνητική χρονοτροπική δράση της 

ακετυλοχολίνης στην καρδιά (106).  
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Ένας άλλος αναστολέας των μουσκαρινικών υποδοχέων είναι το τιοτρόπιο. 

Το τιοτρόπιο ανταγωνίζεται τη δράση των μουσκαρινικών αγωνιστών καθώς 

δεσμεύεται εξίσου στους Μ1, Μ2 και Μ3 μουσκαρινικούς υποδοχείς. Θεωρείται 

ανταγωνιστής των Μ1 και Μ3 υποδοχέων, καθώς η αποδέσμευσή του από αυτούς 

είναι 100 φορές πιο αργή από ότι στους Μ2 υποδοχείς (107, 108). Λόγω της μεγάλης 

διάρκειας της δράσης του και της αντιχολινεργικής του ικανότητας χρησιμοποιείται 

κλινικά ως βρογχοδιασταλτικό σε ασθενείς που πάσχουν από ΧΑΠ (107, 109, 110). 

Επιπλέον, το τιοτρόπιο έχει δειχθεί ότι αναστέλλει την αναδιαμόρφωση του 

τοιχώματος των αεραγωγών καθώς εμποδίζει την αύξηση της μάζας του λείου μυ 

τραχείας και την έκφραση της μυοσίνης σε μοντέλα άσθματος σε ινδικά χοιρίδια 

(111). Σε ινοβλάστες που λήφθηκαν με βιοψία και απομονώθηκαν από πνεύμονες 

ασθενών που έπασχαν από πνευμονική ίνωση αλλά και σε μυοϊνοβλάστες το 

τιοτρόπιο ελάττωσε τον επαγόμενο από ακετυλοχολίνη πολλαπλασιασμό (112). 

 

5. Φλεγμονώδεις και αυξητικοί παράγοντες  

 Σε χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος, όπως το 

άσθμα και τη ΧΑΠ παρατηρείται συχνά αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των 

αεραγωγών. Έχει βρεθεί ότι υπάρχει ισχυρή συσχέτιση μεταξύ της αναδιαμόρφωσης 

του τοιχώματος των αεραγωγών και της φλεγμονής που αναπτύσσεται στους 

αεραγωγούς (113). Παρόλο που ο παθογενετικός μηχανισμός που εμπλέκεται στην 

αναδιαμόρφωση των αεραγωγών δεν έχει ακόμη πλήρως διευκρινιστεί, ο μηχανισμός 

που προτείνεται είναι ο εξής: είναι πιθανό η καταστροφή των επιθηλιακών κυττάρων 

να οδηγεί στην έκκριση φλεγμονωδών και αυξητικών παραγόντων, σε μια 

προσπάθεια αποκατάστασης της ακεραιότητα του επιθηλίου. Οι παράγοντες αυτοί 

που εκκρίνονται οδηγούν τόσο στην πάχυνση της βασικής μεμβράνης όσο και τον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ (12) (Πίνακας 3). 
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IL-4, TNFα, TGF-β1, 
IFNγ , IFNβ

IL-1β, TNFα, TGF-β1, 
IL-6

Υποδοχείς
κυτταροκινών

Προσταγλαδίνη, 
β-αδρενεργικοί
αγωνιστές

Ισταμίνη,
ενδοθηλίνη1, 
θρομβοξάνη Α2, 
μουσκαρινικοί
αγωνιστές, ΑΤΡ, 
βραδυκινίνη

Υποδοχείς G-
πρωτεϊνών

PDGF, IGF-1, bFGF, 
EGF, NGF, ινσουλίνη

RTKs

Αντι-μιτογόναμιτογόνακατηγορία

Πίνακας 3.
Παράγοντες που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ του αναπνευστικού. 

 

Ως φλεγμονώδης παράγοντας χαρακτηρίζεται αυτός που εκκρίνεται από 

δομικά κύτταρα, όπως επιθηλιακά κύτταρα ή ΛΜΚ ή από κύτταρα που εξυπηρετούν 

την άμυνα του οργανισμού, όπως μακροφάγα και ηωσινόφιλα, κατά τη φλεγμονή. 

Φλεγμονώδεις παράγοντες είναι κυρίως οι κυτταροκίνες και οι χυμοκίνες (114, 115). 

Η δράση των ουσιών αυτών εξαρτάται από τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

ενεργοποιούν. Οι κυτταροκίνες μπορούν να επάγουν τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων ή να ενεργοποιούν μονοπάτια που εμπλέκονται στον κυτταρικό θάνατο, με 

κυριότερο το μονοπάτι που ενεργοποιείται κατά την απόπτωση (116). Στην παρούσα 

μελέτη διερευνήθηκε η δράση δύο βασικών παραγόντων της φλεγμονής, της 

ιντερλευκίνης- 1β (IL- 1β) και του παράγοντα νέκρωσης όγκων α (Tumor necrosis 

factor α, TNF α), καθώς οι παράγοντες αυτοί εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ (Πίνακας 3). 

Στην αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών εμπλέκονται επίσης 

και διάφοροι αυξητικοί παράγοντες, όπως ο αυξητικός παράγοντας που προέρχεται 

από τα αιμοπετάλια (platelet-derived growth factor, PDGF), ο επιδερμικός αυξητικός 

παράγοντας (epidermal growth factor, EGF), ο αυξητικός παράγοντας που ομοιάζει 

με την ινσουλίνη (insulin-like growth factor-1, IGF-1), ο αυξητικός παράγοντας 

μεταμόρφωσης (transforming growth factor, TGF) και ο βασικός αυξητικός 
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παράγοντας των ινοβλαστών (basic fibroblast growth factor, bFGF) (117). Οι 

παράγοντες αυτοί χαρακτηρίζονται ως αυξητικοί γιατί επάγουν τον πολλαπλασιασμό 

ή την διαφοροποίηση κυττάρων μέσω ενεργοποίησης σηματοδοτικών μονοπατιών 

όπως των ΜΑΡ κινασών και της ΡΙ3Κ (118, 119, 120, 121). Οι παράγοντες αυτοί, 

όπως και οι κυτταροκίνες που προαναφέρθηκαν, εκκρίνονται από δομικά κύτταρα ή 

από κύτταρα της φλεγμονής.  

5.1 Κυτταροκίνες και υποδοχείς τους  

5.1.1 Υποδοχείς κυτταροκινών  

 Οι κυτταροκίνες δεσμεύονται σε ειδικούς υποδοχείς. Οι υποδοχείς αυτοί 

κατατάσσονται σε κατηγορίες ανάλογα με την στερεοδομή και την κυτταροκίνη που 

δεσμεύουν. Έτσι υπάρχουν υποδοχείς για ιντερλευκίνες, ιντερφερόνες, χυμοκίνες και 

για τον παράγοντα νέκρωσης των όγκων. Οι δύο  κυτταροκίνες που μελετήθηκαν, η 

ιντερλευκίνη-1β και ο TNFα για να επιδράσουν στη λειτουργία των κυττάρων 

χρειάζεται να συνδεθούν με ειδικούς υποδοχείς της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. 

Οι υποδοχείς είναι διαφορετικοί για την καθεμία κυτταροκίνη. Η ιντερλευκίνη-1β 

συνδέεται σε τους ειδικούς για αυτή υποδοχείς, τους υποδοχείς της ιντερλευκίνης-1 

τύπου Ι και τύπου ΙΙ. Ο υποδοχέας  της ιντερλευκίνης-1 τύπου Ι είναι υπεύθυνος 

κυρίως για τη μεσολάβηση της φλεγμονώδους δράσης της ιντερλευκίνης, ενώ ο 

τύπου ΙΙ μπορεί να δράσει ως καταστολέας της δράσης της ιντερλευκίνης-1 (122, 

123) (Εικόνα 6). Ο υποδοχέας του TNFα επίσης εμφανίζεται με δύο μορφές, τον 

TNF-R1 και τον TNF-R2. Ο TNF-R1 εκφράζεται στους περισσότερους ιστούς και 

μπορεί να ενεργοποιηθεί και από τις δύο μορφές του TNFα, δηλαδή την μορφή του 

TNFα που συνδέεται στην κυτταρική μεμβράνη ή την τριμερή διαλυτή μορφή. Ο 

TNF-R2 εντοπίζεται μόνο σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και 

αλληλεπιδρά μόνο με την μορφή του TNFα που συνδέεται στην κυτταρική μεμβράνη. 

Όταν οι υποδοχείς συνδεθούν με την κυτταροκίνη παίρνουν τη μορφή τριμερούς και 

ενεργοποιούν ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια (124, 125) (Εικόνα 7). 
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απόπτωση

•Πολλαπλασιασμός
•φλεγμονή

Εικόνα 6.
Σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από την ιντερλευκίνη 1β (IL-1β)
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.biomedcentral.com

Προ- IL-1β
Κασπάση 1

 

απόπτωση απόπτωση•Πολλαπλασιασμός
•φλεγμονή

Εικόνα 7.
Σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από τον TNFα.
Εικόνα από τους Russo et al 2005, προσαρμοσμένη. 
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5.1.2 Κυτταροκίνες  

 Από τις κυτταροκίνες, η ιντερλευκίνη-1β ανήκει στην ευρύτερη οικογένεια 

της ιντερλευκίνης-1, είναι μια από τις πρώτες κυτταροκίνες που ανακαλύφθηκαν και 

παίξει ρόλο στην εμφάνιση του πυρετού και στην ενεργοποίηση των λεμφοκυττάρων 

(126). Η κυτταροκίνη αυτή παράγεται από μακροφάγα, μονοκύτταρα, ινοβλάστες και 

δενδριτικά κύτταρα και αποτελεί σημαντικό τμήμα της φλεγμονώδους απόκρισης σε 

μολύνσεις. Συγκεκριμένα, αυξάνει την έκφραση μορίων προσκόλλησης στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, προκειμένου να συμμετέχουν στην κινητοποίηση των 

λεμφοκυττάρων έναντι των παθογόνων μικροβίων. Επιπλέον, η παραγωγή της 

ιντερλευκίνης-1β σε περιφερικούς ιστούς έχει συνδεθεί με την υπεραλγησία 

(αυξημένη ευαισθησία στον πόνο) που σχετίζεται με τον πυρετό (127). Η πρωτεΐνη 

παράγεται σε μια ανενεργή μορφή (προ-ιντερλευκίνη-1β) η οποία με μετα-

μεταφραστική τροποποίηση μετατρέπεται στην ενεργή μορφή με τη βοήθεια τους 

ενζύμου κασπάση-1 (Εικόνα 6). 

 Ο παράγοντας νέκρωσης όγκων α (Tumor necrosis factor α, TNFα), παράγεται 

κυρίως από τα μακροφάγα, αλλά και από μια ποικιλία άλλων κυττάρων, όπως τα 

ενδοθηλιακά, νευρικά, ΛΜΚ και ινοβλάστες. Μεγάλα ποσά TNFα εκκρίνονται ως 

απόκριση σε λιποπολυσακχαρίτες, ή άλλα βακτηριακά προϊόντα και ως απόκριση 

στην ιντερλευκίνη-1 (128). Ο TNFα παράγεται κυρίως ως διαμεμβρανική πρωτεΐνη, 

οργανωμένη σε σταθερά ομοτριμερή (129, 130), η οποία μετατρέπεται στην διαλυτή 

μορφή της ομοτριμερούς πρωτεΐνης (sTNF) μέσω δράσης μιας πρωτεολυτικής 

μεταλλοπρωτεάσης, του ενζύμου που μετατρέπει τον TNFα (TNF alpha converting 

enzyme, TACE) (131). Η διαλυτή τριμερής μορφή του TNFα σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις έχει την τάση να αποδιοργανώνεται σε μονομερή και να χάνει την 

δραστικότητά του. Ο TNFα συνδέεται στον υποδοχέα του και ενεργοποιεί 

σηματοδοτικά μονοπάτια όπως τον μεταγραφικό παράγοντα NF-κB, ο οποίος ελέγχει 

την έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην επιβίωση του κυττάρου, στον 

πολλαπλασιασμό του, στην φλεγμονώδη αντίδραση και στην παρεμπόδιση της 

απόπτωσης. Εναλλακτικά, ο TNFα μπορεί να ενεργοποιήσει το μονοπάτι των ΜΑΡ 

κινασών, προκαλώντας μικρή ενεργοποίηση των κλασικών ΜΑΡ κινασών, μέτρια 

ενεργοποίηση της p38 ΜΑΡ κινάσης και ισχυρή ενεργοποίηση του μονοπατιού των 

JNK κινασών που σχετίζονται με αποκρίσεις σε στρεσογόνα ερεθίσματα. Τα 

μονοπάτια αυτά εμπλέκονται στην κυτταρική διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασμό 
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και είναι γενικά προ-αποπτωτικά. Τέλος, η σύνδεση του TNFα στον υποδοχέα του 

είναι δυνατόν να προάγει τον κυτταρικό θάνατο, μέσω αποπτωτικών μηχανισμών 

(124, 125, 132) (Εικόνα 7). 

5.2 Αυξητικοί παράγοντες και υποδοχείς τους  

5.2.1 Υποδοχείς αυξητικών παραγόντων 

 Οι αυξητικοί παράγοντες δεσμεύονται σε υποδοχείς της πλασματικής 

μεμβράνης των κυττάρων οι οποίοι ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων της 

κινάσης της τυροσίνης (Receptor tyrosine kinases, RTKs). Έχουν αναγνωριστεί 

περίπου 20 διαφορετικές κλάσεις RTK, ανάλογα με τον παράγοντα που δεσμεύεται 

σε αυτούς (133). Οι υποδοχείς αυτοί έχουν την ικανότητα να αυτοφωσφορυλιώνονται 

μετά τη σύνδεση του παράγοντα σε αυτούς (134). Η διεργασία αυτή πυρροδοτεί έναν 

καταρράκτη αντιδράσεων που οδηγεί τελικά στην ενεργοποίηση σηματοδοτικών 

μονοπατιών, όπως το μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών, τόσο τις κλασικές ΜΑΡ κινάσες, 

αλλά και την p38 ΜΑΡ κινάση (135, 136, 137, 138), όπως και το μονοπάτι της ΡΙ3Κ 

(139, 140, 120, 121). Στην οικογένεια των RTKs δεσμεύονται διάφοροι αυξητικοί 

παράγοντες, εκ των οποίων μελετήθηκαν οι TGF, bFGF και PDGF, οι οποίοι 

δεσμεύονται σε διαφορετικούς τύπους υποδοχέων της οικογένειας αυτής. Οι 

παράγοντες αυτοί επελέγησαν καθώς απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια της 

φλεγμονής και επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών (Πίνακας 

3).  

5.2.2 Αυξητικοί παράγοντες  

 Ο TGF-β είναι μια εκκρινόμενη πρωτεΐνη που εμφανίζεται σε τρεις 

ισομορφές, την TGF-β1, TGF-β2 και TGF-β3. Η ώριμη μορφή του TGF-β προκύπτει 

μετά από πρωτεολυτική επεξεργασία της πρόδρομης μορφής του. Η ώριμη μορφή 

διμερίζεται προκειμένου να γίνει ενεργή (141). Η δράση το υ εμφανίζει μεγάλη 

ποικιλία, καθώς ελέγχει τον πολλαπλασιασμό και την κυτταρική διαφοροποίηση, 

παίζει ρόλο στην άμυνα του οργανισμού, όπως και στην εκδήλωση διάφορων 

παθήσεων. Μπορεί όμως να δράσει και ως αναστολέας του πολλαπλασιασμού 

κυττάρων , αλλά και ως επαγωγέας απόπτωσης. Αυτός ο αυξητικός παράγοντας έχει 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, καθώς εμποδίζει τη μετάβαση 

από την G1 φάση της μίτωσης (142). Υπάρχουν δύο είδη υποδοχέα για τον TGF, ο 

υποδοχέας τύπου Ι και τύπου ΙΙ. Ο TGF δεσμεύεται στον υποδοχέα τύπου ΙΙ, ο οποίος 
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φωσφορυλιώνει τον υποδοχέα τύπου Ι, που με τη σειρά του οδηγεί σε ενεργοποίηση 

άλλων πρωτεϊνών σε σηματοδοτικά μονοπάτια (143). Τόσο στην ενεργοποίηση όσο 

και στη δράση του TGF εμπλέκονται πολλά μονοπάτια, τα οποία αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους, καθιστώντας την διερεύνηση της επίδρασης του παράγοντα αυτού στα 

κύτταρα ιδιαίτερα δύσκολη. Για το λόγο αυτό παρατηρούνται αντικρουόμενα 

αποτελέσματα όσον αφορά την επίδραση του TGF στην κυτταρική λειτουργία. Τα 

αποτελέσματα των μελετών αυτών εξαρτώνται από το είδος των κυττάρων αλλά και 

από τις συνθήκες της καλλιέργειας.  

 Ο bFGF ανήκει στη μεγαλύτερη οικογένεια αυξητικών παραγόντων (144). Σε 

φυσιολογικούς ιστούς εντοπίζεται στη βασική μεμβράνη και σε συγκεκριμένες 

περιοχές των αγγείων. Υπάρχουν διάφορες ισομορφές του υποδοχέα του (fibroblast 

growth factor receptor, FGFR), οι οποίες μοιάζουν δομικά αλλά διαφέρουν στην 

ικανότητα πρόσδεσης μορίων (145, 146). Η σύνδεση του bFGF στον υποδοχέα του 

ενεργοποιεί σηματοδοτικά μονοπάτια που συμμετέχουν στην αγγειογένεση κατά τη 

διάρκεια επούλωσης τραυμάτων ή τη δημιουργία όγκων (147, 148). Επιπλέον έχει 

βρεθεί ότι ο bFGF εμποδίζει τη διαφοροποίηση εμβρυονικών βλαστοκυττάρων 

ανθρώπου, παρόλο που ο μηχανισμός δράσης του παραμένει αδιευκρίνιστος (149).  

 Τέλος, ο αυξητικός παράγοντας PDGF ανήκει σε μια οικογένεια αυξητικών 

παραγόντων με 4 διαφορετικά μέλη, PDGF-A, -B, -C και –D. Στις μονομερείς μορφές 

τους είναι ανενεργοί και ενεργοποιούνται μόνο όταν σχηματίσουν ομο- ή ετεροδιμερή 

(PDGF-AA, -AB, -BB, -CC, -DD). Ο PDGF συνδέεται σε RTKs που ονομάζονται 

PDGF-α και β, και προκειμένου να γίνει η σύνδεση των υποδοχέων με το διμερές του 

αυξητικού παράγοντα, διμερίζονται και οι υποδοχείς, οδηγώντας στον σχηματισμό 3 

πιθανών συνδυασμών υποδοχέων (-αα, -ββ και –αβ). Ο α τύπος του υποδοχέα 

δεσμεύει τις ισομορφές PDGF-AA, PDGF-BB και PDGF-AB, ενώ ο β τύπος τις  

PDGF-BB και PDGF-AB. Η έκφραση των υποδοχέων και των ισομορφών του 

αυξητικού παράγοντα είναι ανεξάρτητη μεταξύ τους, οδηγώντας σε ένα πλήθος 

συνδυασμών και αλληλεπιδράσεων στα κύτταρα στα οποία βρίσκονται και δρουν. 

Εξάλλου διαφορετικά εξωγενή ερεθίσματα, όπως η φλεγμονή, ή η κυτταρική 

ανάπτυξη ή η διαφοροποίηση προκαλούν την έκφραση διαφορετικών υποδοχέων 

PDGF που μεσολαβούν τη δράση διαφορετικών ισομορφών του αυξητικού 

παράγοντα (150, 151, 152, 153). Η σύνδεση του PDGF στον υποδοχέα και ο 

διμερισμός του υποδοχέα οδηγεί στην αυτοφωσφορυλίωσή του, που με τη σειρά της 
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ενεργοποιεί σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως το μονοπάτι της ΡΙ3Κ. Ο PDGF 

συμμετέχει με αυτόν τον τρόπο σε κυτταρικές λειτουργίες όπως είναι ο 

πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση, η μετανάστευση και η ανάπτυξη των κυττάρων. 

Κυρίως δρα ως μιτογόνο ερέθισμα, καθώς βοηθά το κύτταρο να προχωρήσει πέρα 

από την G1 φάση του κυτταρικού κύκλου σε διαίρεση. Ο PDGF έχει συνδεθεί με 

αγγειογένεση σε παθολογικές καταστάσεις, με κακοήθειες και με ινώσεις (154). 

 

6. Μακρολίδες 

Οι μακρολίδες είναι μια οικογένεια αντιβιοτικών που καλύπτουν ένα ευρύ 

φάσμα αντιμικροβιακής δράσης. Οι γνωστότερες και πιο συχνά χορηγούμενες 

μακρολίδες είναι η ερυθρομυκίνη, η ροξιθρομυκίνη, η κλαριθρομυκίνη και η 

αζιθρομυκίνη. Χρησιμοποιούνται ως βακτηριοστατικοί παράγοντες σε διάφορες 

λοιμώξεις του οργανισμού, καθώς αναστέλλουν την πρωτεΐνοσύνθεση σε βακτήρια 

(155). Σε χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού χρησιμοποιούνται λόγω της 

αντιφλεγμονώδους δράσης τους. Έχει βρεθεί ότι οι μακρολίδες αναστέλλουν τη 

φλεγμονώδη αντίδραση, καταστέλλοντας κυρίως την απελευθέρωση φλεγμονωδών 

παραγόντων, όπως ιντερλευκίνη-1β και TNF-α (156, 157). Παράλληλα ελαττώνουν 

την χρόνια παραγωγή βλέννας στους αεραγωγούς (158, 159). Οι μακρολίδες φαίνεται 

να παίζουν επιπλέον ρόλο ανεξάρτητα από την βακτηριοστατική ή αντιφλεγμονώδη 

δράση τους. Συγκεκριμένα η ερυθρομυκίνη επηρεάζει την σύσπαση των λείων μυών 

του πεπτικού σωλήνα (160, 161, 162), της ουροδόχου κύστης (163) και του 

μυομητρίου (164, 165, 166). Η επίδραση της ερυθρομυκίνης μεσολαβείται από 

αλλαγές στην είσοδο ιόντων ασβεστίου στο κύτταρο (167, 168). Άλλες μακρολίδες 

μπορούν να επηρεάσουν τη λειτουργία της Na+–K+ ATPάσης στο σπλαχνικό επιθήλιο 

(169) και στο συκώτι (170). Η αζιθρομυκίνη προκαλεί χάλαση σε λείες μυικές ίνες 

τραχείας κουνελιού που βρίσκονται σε σύσπαση με καρβαχόλη ή 80mM KCl (171).  

Mελέτες δείχνουν ότι οι μακρολίδες μπορούν να επηρεάσουν τον 

πολλαπλασιασμό κυττάρων, όπως τα επιθηλιακά και τα ΛΜΚ. Συγκεκριμένα, η 

ροξιθρομυκίνη, η ραπαμυκίνη, αλλά και το σταθερό ανάλογό της SAR943 

αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό σε ΛΜΚ στεφανιαίας αρτηρίας ανθρώπου (172), 

επιθηλιακών και ΛΜΚ αεραγωγών (173), αλλά και σε ηπατοκύτταρα (174). Άλλες 
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μακρολίδες, όπως η ερυθρομυκίνη αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

goblet στο ρινικό επιθήλιο αρουραίου και σε μονοκύτταρα ανθρώπου (175, 176), ενώ 

η αζιθρομυκίνη και η κλαριθρομυκίνη επάγουν την απόπτωση σε ενεργοποιημένα 

λεμφοκύτταρα (177) και σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου (178). Λαμβάνοντας υπόψιν 

τις μελέτες αυτές, κρίθηκε σκόπιμο να διερευνηθεί η δράση της μακρολίδης 

αζιθρομυκίνη στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ αεραγωγών. 

6.1 Αζιθρομυκίνη 

 Η αζιθρομυκίνη ανήκει στις αζαλίδες, μια υποκατηγορία των μακρολιδών. 

Ομοιάζει δομικά με την ερυθρομυκίνη, από την οποία και παράγεται, με τη διαφορά 

ότι ο δακτύλιος της λακτόνης της αζιθρομυκίνης αποτελείται από 15 άτομα. 

Χρησιμοποιείται για την καταπολέμηση βακτηριακών λοιμώξεων, κυρίως σε άτομα 

με αδύναμο ανοσοποιητικό σύστημα, καθώς δεσμεύεται στην 50S υπομονάδα των 

βακτηριακών ριβοσωμάτων και παρεμποδίζει τη μετάφραση και επομένως την 

πρωτεΐνοσύνθεση, χωρίς να επιδρά στα νουκλεικά οξέα. Το αντιμικροβιακό της 

φάσμα είναι παρόμοιο με αυτό της ερυθρομυκίνης, περιλαμβάνοντας διάφορα μέλη 

της οικογένειας των στρεπτόκοκκων, σταφυλόκοκκων, μυκοπλασμάτων και 

χλαμυδίων,  είναι όμως πιο δραστική έναντι σε Gram αρνητικά βακτήρια, όπως η 

Haemophilus influenzae. Η αζιθρομυκίνη είναι ευρέως χρησιμοποιούμενο αντιβιοτικό 

κυρίως λόγω της έλλειψης παρενεργειών, καθώς απορροφάται ταχύτητα και 

αποθηκεύεται στα φαγοκύτταρα που την μεταφέρουν στις θέσεις της λοίμωξης, 

επιτυχάνοντας έτσι πολλαπλάσιες συγκεντρώσεις της μακρολίδης σε συγκεκριμένους 

ιστούς, σε σχέση με τη συγκέντρωσή της στο πλάσμα. Έτσι χρησιμοποιείται σε 

χαμηλές δόσεις για μεγάλο χρονικό διάστημα σε ασθενείς που πάσχουν από χρόνιες 

παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος, στις οποίες εμφανίζεται φλεγμονή (179, 

180, 181, 182, 183). Οι ασθενείς αυτοί εμφανίζουν βελτίωση της κλινικής τους 

εικόνας, η οποία όμως δεν μπορεί να αποδοθεί μόνο στην βακτηριοστατική και 

αντιφλεγμονώδη δράση της αζιθρομυκίνης.  

6.2 Κυτταρικές αποκρίσεις  που ενεργοποιούνται από την αζιθρομυκίνη 

 Η αζιθρομυίνη αποτελεί ερέθισμα για το ΛΜΚ το οποίο μπορεί να οδηγήσει 

σε ενεργοποίηση μονοπατιών, τα οποία με τη σειρά τους θα βοηθήσουν το κύτταρο 

να επιβιώσει παρουσία του ερεθίσματος ή στην αντίθετη περίπτωση θα το οδηγήσουν 

σε κυτταρικό θάνατο. Τα κύτταρα που δέχονται στρεσογόνα ερεθίσματα, όπως 
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χημικές ουσίες ή στέρηση θρεπτικών συστατικών, έχουν την ικανότητα να 

αποικοδομούν κυτταρικά συστατικά με τη βοήθεια λυσοσωμικών ενζύμων, 

προκειμένου να εξασφαλίσουν ενέργεια ή υλικά. Η καταβολική αυτή διαδικασία 

ονομάζεται αυτοφαγία, καθώς το κύτταρο φαίνεται να τρέφεται με τον εαυτό του. Η 

αυτοφαγία εμφανίζεται ως φυσιολογική λειτουργία στους περισσότερους κυτταρικούς 

τύπους, καθώς συμμετέχει στην ανακύκλωση πρωτεϊνών και οργανιδίων, κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης του κυττάρου, της κυτταρικής διαφοροποίησης και των 

ομοιστατικών διεργασιών του, βοηθώντας τη διατήρηση ισορροπίας ανάμεσα στη 

σύνθεση και την αποικοδόμηση κυτταρικών προϊόντων. Η αυτοφαγία βοηθά το 

κύτταρο να ανταπεξέλθει σε αντίξοες συνθήκες, όπως τα στρεσογόνα ερεθίσματα. 

Ξεκινά με τη δημιουργία κυστιδίων που περικλείονται από απλή ή διπλή μεμβράνη 

και σχηματίζουν τα αρχικά φαγοφόρα. Στη συνέχεια, στα κυστίδια αυτά 

εγκολπώνονται οι πρωτεΐνες ή τα οργανίδια τα οποία θα αποδιοργανωθούν και το 

αυτοφαγόσωμα πλέον, ενώνεται με ένα λυσόσωμα, σχηματίζοντας έτσι ένα 

αυτοφαγολυσόσωμα, του οποίου οι όξινες λυσοσωμικές υδρολάσες θα καταστρέψουν 

το περιεχόμενο του (184, 185, 186, 187) (Εικόνα 8). 

 Η διαδικασία της αυτοφαγίας, αλλά και τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

ενεργοποιούνται κατά τη διάρκειά της παραμένουν αδιευκρίνιστα. (Εικόνα 9). Έχει 

ωστόσο βρεθεί η συμμετοχή κάποιων συγκεκριμένων πρωτεϊνών, οι οποίες και 

χαρακτηρίζονται ως αυτοφαγικές πρωτεΐνες, καθώς ενεργοποιούνται κατά την 

αυτοφαγία. Συγκεκριμένα, προκειμένου να δημιουργηθούν τα αυτοφαγοσώματα 

πρέπει να δημιουργηθούν πλασματικές μεμβράνες και η διαδικασία αυτή απαιτεί την 

ενεργοποίηση των κλάσης ΙΙΙ κινασών του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, με σημαντικότερη 

από αυτές την πρωτεΐνη beclin-1 ή Atg 6 (autophagy-related gene-6). Η πρωτεΐνη 

αυτή ενεργοποιεί με τη σειρά της την Bcl-2, η οποία φωσφορυλιώνεται και προκαλεί 

έναν καταρράκτη αντιδράσεων με τελικό σκοπό τη δημιουργία του αυτοφαγικού 

κυστιδίου (188, 189, 190). Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης αυτής παρεμποδίζεται από 

τον αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μεθυλοαδενίνη (3-ΜΑ) (191), ενώ γενικοί 

αναστολείς του μονοπατιού της ΡΙ3Κ θα μπορούσαν να αναστείλουν και αυτό το 

αυτοφαγικό μονοπάτι (192). Επιπλέον, προκειμένου να προχωρήσει η αυτοφαγία 

είναι απαραίτητη η λειτουργία και άλλων σηματοδοτικών μονοπατιών, όπως το 

μονοπάτι της πρωτεΐνης LC3 (light chain 3) ή Atg 8, καθώς και η ενεργοποίηση 

πρωτεασών (193). Η LC 3 είναι μια πρωτεΐνη που εμφανίζει δράση ανάλογη της 
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ουμπικουιτίνης, βοηθώντας στην αποδιοργάνωση των διαφόρων μορίων και 

σχετίζεται με τη δημιουργία μικροσωληνίσκων στο κύτταρο. 

φαγοφόρο

Όξινες
υδρολάσες

Όξινες
υδρολάσες

αυτοφαγόσωμα αυτοφαγολυσόσωμα

λυσόσωμα

Εικόνα 8.
Δημιουργία και λειτουργία αυτοφαγικών κυστιδίων. Η αρχική μεμβράνη (φαγοφόρο) 
επεκτείνεται και εγκολπώνει πρωτεΐνες και οργανίδια, δημιουργώντας το αυτοφαγόσωμα. Αυτό
στη συνέχεια ενώνεται με το λυσόσωμα και το περιεχόμενό του διαλύεται μέσα στο
αυτοφαγολυσόσωμα.

 

Beclin-1

αυτοφαγίαmTOR

MAP LC3

Σχηματισμός
κυστιδίου

Atg12/ Atg5

Atg 16

Κινάσες III PI3K

Bcl 2

Επέκταση
μεμβράνης

αυτοφαγοσώματος

Μονοπάτι Akt

Μεγαλομοριακές
πρωτεΐνες

G proteins

Μονοπάτι Akt, 
MAPK

υποξίαενέργεια

stress

 

Εικόνα 9. Σηματοδοτικά μονοπάτια που οδηγούν σε αυτοφαγία. 
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6.2.1 Σχέση αυτοφαγίας - απόπτωσης  

Παρόλο που οι μηχανισμοί και ο ρόλος της αυτοφαγίας δεν έχουν γίνει ακόμη 

πλήρως κατανοητά, φαίνεται πως η αυτοφαγία θα μπορούσε να αποτελεί μηχανισμό 

επιβίωσης του κυττάρου σε αντίξοες συνθήκες. Ωστόσο, η αυτοφαγία συχνά οδηγεί 

τα κύτταρα σε θάνατο, ενεργοποιώντας κυρίως αποπτωτικούς μηχανισμούς. Έτσι θα 

μπορούσε ίσως να συμπεριληφθεί στους τύπους προγραμματισμένου κυτταρικού 

θανάτου και να χαρακτηριστεί ως αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος, ή 

κυτταροπλασματικός κυτταρικός θάνατος ή κυτταρικός θάνατος τύπου ΙΙ (185, 194). 

Η αυτοφαγία ωστόσο εμφανίζει διακριτές διαφορές με την απόπτωση, κατά την οποία 

εμφανίζεται διάσπαση του κυττάρου σε αποπτωτικά σωματίδια, κατακερματισμός του 

πυρήνα, συμπύκνωση της χρωματίνης και καταστροφή του χρωμοσωμικού DNA 

(195) (Εικόνα 10). Υπάρχουν μελέτες που δείχνουν ότι η αυτοφαγία μπορεί να 

οδηγήσει σε αποπτωτικό θάνατο (196, 197, 198), ενώ το αν το ερέθισμα που δέχεται 

το κύτταρο θα το οδηγήσει σε αυτοφαγία, μέσω της οποίας θα επιβιώσει, ή σε 

απόπτωση και θάνατο εξαρτάται από τη φύση, την ένταση και τη διάρκεια του 

ερεθίσματος, καθώς και από την ενεργειακή κατάσταση στην οποία βρισκόταν το 

κύτταρο όταν δέχτηκε το ερέθισμα (199). 

πυρήνας

Συρρίκνωση
του κυττάρου

πύκνωση
Κατακερματισμός
του πυρήνα

Αποπτωτικό
σωματίδιο φαγοκύτωση

κυστίδια

Εικόνα 10.
Κυτταρικός θάνατος με απόπτωση. 
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.wikipedia.org
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Η παρούσα μελέτη επιχειρεί να απαντήσει σε ερωτήματα που αφορούν την 

λειτουργία των ΛΜΚ των αεραγωγών και συγκεκριμένα. 

 Κατά πόσο οι γεννητικές ορμόνες, τεστοστερόνη και οιστραδιόλη επηρεάζουν 

τον αριθμό των ΛΜΚ των αεραγωγών και αν η δράση τους αυτή εξαρτάται 

από το φύλο. 

 Ποιος είναι ο ρόλος των μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό 

των ΛΜΚ, μέσω ποιων υποδοχέων και σηματοδοτικών μονοπατιών 

μεσολαβείται η δράση τους. 

 Πώς οι φλεγμονώδεις και οι αυξητικοί παράγοντες που εκκρίνονται στους 

αεραγωγούς σε χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού επηρεάζουν τη μάζα των 

ΛΜΚ. 

 Με ποιο τρόπο, πέραν της βακτηριοστατικής και αντιφλεγμονώδους δράσης 

του, το αντιβιοτικό αζιθρομυκίνη επηρεάζει τα ΛΜΚ των αεραγωγών και κατ’ 

επέκταση και την φυσιολογική δομή και λειτουργία του αεραγωγού. 

 Σε ποιο βαθμό όλα τα ανωτέρω συμμετέχουν στην αναδιαμόρφωση της 

στοιβάδας των ΛΜΚ των αεραγωγών. 

Στόχος της μελέτης αυτής είναι να διερευνήσει τη δράση των προαναφερθέντων 

παραγόντων στα ΛΜΚ των αεραγωγών και να προτείνει μηχανισμούς μέσω των 

οποίων μεσολαβείται η δράση αυτή. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

1 Δημιουργία και διατήρηση πρωτογενών καλλιεργειών ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού και βρόγχων ανθρώπου. 
1.1 Xειρισμός πειραματόζωων  

Ως πηγή των Λείων Μυικών Κυττάρων, χρησιμοποιήθηκαν ενήλικα θηλυκά και 

αρσενικά κουνέλια, τα οποία διατηρήθηκαν σε ξεχωριστά κλουβιά κάτω από ελεγχόμενες 

συνθήκες και τους παρεχόταν τροφή και νερό, ως τη μέρα της θανάτωσής τους. Ο χειρισμός 

των ζώων έγινε σύμφωνα με ηθικές και συνταγματικές οδηγίες. Τα ζώα θανατώθηκαν με 

ενδοφλέβια χορήγηση πεντοθάλης (Abbott, Illinois, USA ).  

1.2 Απομόνωση Λείων Μυικών Κυττάρων τραχείας κουνελιού 

Μετά την θανάτωση των ζώων, απομακρύνθηκαν οι ιστοί που βρίσκονται στην 

περιοχή της τραχείας, η τραχεία αφαιρέθηκε κάτω από κατά το δυνατόν ασηπτικές συνθήκες 

και τοποθετήθηκε σε αποστειρωμένο διάλυμα Krebs χαμηλής περιεκτικότητας ασβεστίου 

(Πίνακας 4), σε θερμοκρασία 4oC. Ακολούθησαν διαδοχικές πλύσεις του ιστού, ώστε να 

απομακρυνθεί κατά το δυνατόν περισσότερο αίμα. Σε αποστειρωμένο θάλαμο νηματικής 

ροής, αφαιρέθηκε το λίπος και υπολείμματα ιστών που περιέβαλαν την τραχεία και στη 

συνέχεια κόπηκε ο χόνδρος απέναντι από τις λείες μυικές ίνες, έτσι ώστε να ανοίξει η 

τραχεία κατά μήκος. Το επιθήλιο απομακρύνθηκε με αποστειρωμένο βαμβακοφόρο στυλεό 

(Εικόνα 11). 

Οι λείες μυικές ίνες απομακρύνθηκαν από τον χόνδρο και αφού ακολούθησαν 

πλύσεις με αποστειρωμένο διάλυμα Krebs χαμηλής περιεκτικότητας ασβεστίου, 

μεταφέρθηκαν σε 2ml του πρώτου διαλύματος ενζυμικού διαχωρισμού (Πίνακας 4) και 

επωάστηκαν για 30 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 37oC με συνεχή ανάδευση. Μετά το τέλος 

της επώασης το εναιώρημα των κυττάρων φυγοκεντρήθηκε 2 φορές στις 1200 στροφές ανά 

λεπτό, για 10 λεπτά στους 4oC. Ανάμεσα στις δύο φυγοκεντρήσεις το υπερκείμενο 

απομακρύνθηκε και το ίζημα επαναιωρήθηκε σε νέο διάλυμα Krebs χαμηλής 

περιεκτικότητας ασβεστίου. Μετά την δεύτερη φυγοκέντρηση, το εναιώρημα μεταφέρθηκε 

στο δεύτερο διάλυμα ενζυμικού διαχωρισμού (Πίνακας 4) και επωάστηκε για 60 λεπτά σε 

υδατόλουτρο στους 37oC με συνεχή ανάδευση. Έπειτα, το εναιώρημα των λείων μυικών 

ινών φυγοκεντρήθηκε εκ νέου 2 φορές στις 1200 στροφές ανά λεπτό, για 10 λεπτά στους 

4oC. Μεταξύ των φυγοκεντρήσεων, το υπερκείμενο απομακρύνθηκε και το ίζημα 

επαναιωρήθηκε σε θρεπτικό διάλυμα Dulbecco’s modified Eagle’s /Ham’s F12 (DMEM-
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F12, GIBCO), το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 10% ορό εμβρύου βοός (Fetal Bovine 

Serum-FBS),100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτομυκίνη (διάλυμα πενικιλίνης–

στρεπτομυκίνης, PS). Στο τέλος της δεύτερης φυγοκέντρησης, το ίζημα των κυττάρων 

επαναιωρήθηκε με ελαφριά ανάδευση προκειμένου να αποκολληθούν τα χαλαρά 

συνδεδεμένα κύτταρα των λείων μυικών ινών.  

 

Πίνακας 4. Διαλύματα απομόνωσης 

A. Διάλυμα Krebs χαμηλής περιεκτικότητας ασβεστίου 

Ουσία NaCl KCl MgSO4 glucose KH2PO4 Na2HPO4 NaHCO3 CaCl2 

Συγκέντρωση 

(mM) 

139 5.4 1.47 11 1.47 2.8 1.4 0.2 

 

B. Διαλύματα ενζυμικού διαχωρισμού 

2ml διάλυμα Krebs 

χαμηλού ασβεστίου 

Αλβουμίνη ορού βοός 

(BSA) 

Κολλαγενάση Ι Ελαστάση IV 

Πρώτο διάλυμα 

ενζυμικού διαχωρισμού 

0.25% 2mg/ml 10U/ml 

Δεύτερο διάλυμα 

ενζυμικού διαχωρισμού 

0.25% 1mg/ml 20U/ml 

Λείος μυς

χόνδροςεπιθήλιο

Εικόνα 11.
Ανατομία τραχείας
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.admit-online.info
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1.3 Καθιέρωση πρωτογενούς καλλιέργειας Λείων Μυικών Κυττάρων τραχείας 

κουνελιού 

Μετά την απομόνωση, τα ζωντανά κύτταρα του εναιωρήματος καταμετρήθηκαν σε 

οπτικό μικροσκόπιο Nikon YS2T, (Nikon Inc., Melville New York, USA), με τη χρήση 

αιμοκυτταρόμετρου (πλάκα Neubauer) έπειτα από χρώση με Trypan blue. Η χρωστική 

Trypan blue (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) χρωματίζει τα νεκρά κύτταρα, 

καθώς εισέρχεται από τις κατεστραμμένες κυτταρικές μεμβράνες. Το κυτταρικό εναιώρημα 

τοποθετήθηκε σε φλάσκα των 75 cm2 (περίπου 5x104 κύτταρα ανά 2 ml θρεπτικού υλικού), 

μαζί με θρεπτικό υλικό DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 10% ορό εμβρύου 

βοός (FBS), 100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτομυκίνη και τα κύτταρα επωάστηκαν 

στους 37oC παρουσία 5% CO2. 24 με 48 ώρες μετά την απομόνωση, το μεγαλύτερο ποσοστό 

των κυττάρων είχε προσκολληθεί στην επιφάνεια της φλάσκας, οπότε το θρεπτικό υλικό 

απομακρύνθηκε και αντικαταστάθηκε από νέο και η επώαση των κυττάρων συνεχίστηκε στις 

ίδιες συνθήκες, με περιοδική αλλαγή του θρεπτικού υλικού ανα 2 ημέρες. Όταν τα κύτταρα 

δημιούργησαν μονοστιβάδα η οποία κάλυπτε την επιφάνεια της φλάσκας αποκολλήθηκαν με 

0.2 % θρυψίνη. Ακολούθησαν επανακαλλιέργειες των κυττάρων σε φλάσκες ή σε τρυβλία 

καλλιεργειών. Τα πειράματα διεξήχθησαν όταν τα κύτταρα βρίσκονταν στην 3η με 6η 

ανακαλλιέργεια. 

 

1.4 Πάγωμα κυττάρων και επανέναρξη καλλιεργειών 

Κύτταρα της πρωτογενούς καλλιέργειας διατηρήθηκαν σε θερμοκρασία -80oC. Τα 

κύτταρα προς αποθήκευση, τα οποία ήταν προσκολλημένα ως μονοστιβάδα στην επιφάνεια 

φλάσκας, ξεπλύθηκαν 2 φορές με διάλυμα 1*PBS (Phosphate buffered saline). Στη συνέχεια 

προστέθηκε 1 ml 0.2% θρυψίνης–0.05% EDTA σε PBS και η φλάσκα επωάστηκε για 5 

λεπτά στους 37οC για να αποκολληθούν τα κύτταρα. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν σε 5ml 

θρεπτικού υλικού DMEM-F12 με 10% FBS και φυγοκεντρήθηκαν σε 1000 rpm, για 3 λεπτά. 

Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 2 ml θρεπτικού υλικού DMEM-F12, με 10% 

FBS, που περιείχε επιπλέον 10% DMSO (διμεθυλοσουλφοξίδιο, Sigma-Aldrich) και 

ακολούθησε μεταφορά σε ειδικούς μικροσωλήνες ψύξης (cryotubes, Greiner) και σταδιακή 

ψύξη τους στους -80oC. 

Η επανέναρξη καλλιεργειών από τα αποθηκευμένα κύτταρα έγινε ως εξής: Τα 

παγωμένα κύτταρα ξεπάγωσαν γρήγορα σε υδατόλουτρο στους 37oC, και στη συνέχεια 

προστέθηκαν 6ml θρεπτικού υλικού DMEM-F12 που περιείχε 10% FBS. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 1000rpm για 3 λεπτά και αφαίρεση του υπερκειμένου. Το 
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ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 10 ml θρεπτικού υλικού και μεταφέρθηκε σε 

φλάσκα για περαιτέρω επώαση στους 37oC σε 5% CO2. 

1.5 Καλλιέργεια Λείων Μυικών Κυττάρων βρόγχων ανθρώπου 

Χρησιμοποιήθηκαν πρωτογενείς καλλιέργειες ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου (cc-2576, 

Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland). Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε φλάσκα 75cm2 ,  μαζί 

με θρεπτικό υλικό DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 10% ορό εμβρύου βοός 

(FBS), 100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτομυκίνη και τα κύτταρα επωάστηκαν στους  

37oC παρουσία 5% CO2. Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν ως πειραματικό υλικό είχαν 

υποστεί 3-6 ανακαλλιέργειες.  

 

2 Κατεργασία των κυττάρων 
 

2.1 Κατεργασία των ΛΜΚ με επαγωγείς και αναστολείς του πολλαπλασιασμού τους. 

Τα κύτταρα που βρισκόταν σε καλλιέργεια πλύθηκαν 2 φορές με διάλυμα 1*PBS και 

στη συνέχεια επωάστηκαν για 24, 72 ώρες ή 7 ημέρες σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού 

(DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη,100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml 

στρεπτομυκίνη) στους 37oC παρουσία 5% CO2. Η στέρηση του ορού είχε ως στόχο τον κατά 

το δυνατό συγχρονισμό των κυττάρων, καθώς απουσία ορού τα κύτταρα σταματούν να 

πολλαπλασιάζοντε, παραμένουν όμως ζωντανά και διατηρούν τη δυναμική να αρχίσουν ξανά 

να διαιρούνται όταν δεχτούν το κατάλληλο ερέθισμα. Η στέρηση ορού για 7 ημέρες έγινε 

μόνο στην περίπτωση που μελετήθηκε η επίδραση ουσιών στον φαινότυπο των ΛΜΚ και 

ήταν αναγκαίος ο εμπλουτισμός της καλλιέργειας σε ΛΜΚ που δεν διαιρούνται. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν για 4, 24, 48, 72 ώρες με ουσίες οι οποίες επάγουν ή 

αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ. Οι ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν 

εμφανίζονται στον Πίνακα 5. 
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Πίνακας 5. Ουσίες που επάγουν ή αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό των λείων μυικών 

κυττάρων 

Ουσία Συγκέντρωση Δράση 

Τεστοστερόνη 10-8Μ Γεννητική ορμόνη 

Οιστραδιόλη 10-8Μ Γεννητική ορμόνη 

Φλουταμίδη 10-8Μ Αναστολέας υποδοχέων ανδρογόνων 

Αζιθρομυκίνη 10-7Μ- 10-5Μ Αντιβιοτικό 

Ακετυλοχολίνη 10-7Μ, 10-5Μ, 10-3Μ Μουσκαρινικός αγωνιστής 

Καρβαχόλη 10-9Μ, 3*10-7Μ, 10-5Μ Μουσκαρινικός αγωνιστής 

Tiotropium bromide 30*10-9M, 100*10-9M M2-M3 μουσκαρινικός ανταγωνιστής 

Gallamine 10-5M M2 μουσκαρινικός ανταγωνιστής 

LY294002 10*10-6Μ, 20*10-6Μ Αναστολέας του μονοπατιού της ΡΙ3Κ 

PD98059 10*10-6Μ, 100*10-6Μ Αναστολέας του μονοπατιού των ΜΑΡΚ 

Wortmannin 500*10-9Μ Αναστολέας του μονοπατιού της ΡΙ3Κ 

3-methyl-adenine 10-5Μ Αναστολέας της αυτοφαγίας  

 

 

3 Ενδοκυττάριος εντοπισμός πρωτεϊνών με έμμεσο ανοσοφθορισμό.  
3.1 Έμμεσος ανοσοφθορισμός  

Σε διάφορες περιοχές των ευκαρυωτικών κυττάρων υπάρχουν πρωτεΐνες οι οποίες 

εντοπίζονται στην πλασματική, στην πυρηνική μεμβράνη του κυττάρου ή ενδοκυττάρια. 

Προκειμένου να γίνει ανίχνευση των πρωτεϊνών αυτών χρησιμοποιήθηκε η τεχνική του 

έμμεσου ανοσοφθορισμού. Η τεχνική αυτή βασίζεται στο γεγονός ότι οι πρωτεΐνες των 

κυττάρων, δρουν ως αντιγόνα για συγκεκριμένα ειδικά αντισώματα. Επομένως, τα κύτταρα 

επωάστηκαν με ειδικά αντισώματα τα οποία αλληλεπίδρασαν με τα αντίστοιχα αντιγόνα 

τους. Ακολούθησε επώαση των κυττάρων με δεύτερα αντισώματα, τα οποία έφεραν 

συζευγμένες φθορίζουσες ομάδες, και συνδέθηκαν ειδικά με τα πρώτα, επιτρέποντας τον 

εντοπισμό των θέσεων των πρωτεϊνών στα κύτταρα (Εικόνα 12). Όταν στα κύτταρα 

επέδρασε φως με κατάλληλο μήκος κύματος, επιτεύχθηκε φθορισμός. Στη συνέχεια έγινε 

παρατήρηση σε μικροσκόπιο, το οποίο έφερε κατάλληλους φακούς και φίλτρα απορρόφησης 

του φωτός Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss Inc, New York, USA ) και φωτογράφηση του 

παρασκευάσματος με ειδική ψηφιακή κάμερα (Leica DFC 480, Leica Cameras, Solms, 

Germany). 
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Εικόνα 12.
Εντοπισμός πρωτεϊνών επιφανείας με έμμεσο ανοσοφθορισμό.
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.genscript.com.

 
Αναλυτικά, ΛΜΚ καλλιεργήθηκαν σε αποστειρωμένες καλυπτρίδες διαμέτρου 12mm 

μέχρι που τα κύτταρα να καλύπτουν το 50 με 60% της επιφάνειας της καλυπτρίδας. Στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες ξεπλύθηκαν με διάλυμα 1*PBS και τα κύτταρα μονιμοποιηθήκαν 

με διάλυμα 1*PBS-3% φορμαλδεΰδη για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε 

νέα πλύση με διάλυμα 1*PBS και επώαση των κυττάρων με διάλυμα 1*PBS -1% Τriton X-

100 για 15 λεπτά στους 40C, έτσι ώστε οι μεμβράνες των κυττάρων να γίνουν διαπερατές. 

Έπειτα, οι μη ειδικές θέσεις στις οποίες θα μπορούσε να συνδεθεί το αντίσωμα δεσμεύτηκαν 

από διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween 20-3% BSA για 1  ώρα ή για ολό κληρη τη νύχτα στο υς 

40C. Τα κύτταρα επωάστηκαν με το πρώτο αντίσωμα σε διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween-1% 

BSA, για μια ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου. Η περίσσεια του αντισώματος 

απομακρύνθηκε με 3 διαδοχικές πλύσεις με διάλυμα 1*PBS 0.1% Tween-1% BSA. 

Ακολούθησε επώαση με το δεύτερο αντίσωμα που ήταν συζευγμένο με την φθορίζουσα 

ουσία σε διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween-1% BSA, για 30 λεπτά στους 40C. Το αντίσωμα 

απομακρύνθηκε πάλι με 3 διαδοχικές πλύσεις με διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween-1% BSA. Στη 

συνέχεια η κάθε καλυπτρίδα εμβαπτίστηκε στιγμιαία σε H2O και αφού απομακρύνθηκε το 

νερό τοποθετήθηκε πάνω σε αντικειμενοφόρους πλάκες οι οποίες είχαν στην επιφάνειά τους 

2 μl vectashield (Vector laboratories) που περιείχε χρωστική DAPI για χρώση των πυρήνων 

των κυττάρων. Ακολούθησε σφράγισμα των καλυπτρίδων με διάφανο βερνίκι και τα 

παρασκευάσματα παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού (Zeiss Axioskop 40,Carl Zeiss 
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Inc, New York, USA ). Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν για τον εντοπισμό πρωτεϊνών 

με έμμεσο ανοσοφθορισμό φαίνονται στον Πίνακα 6. 

 

 

 

 

Πίνακας 6: πρωτεΐνες που ανιχνεύτηκαν με έμμεσο ανοσοφθορισμό 

 

Πρώτο αντίσωμα  αραίωση Δεύτερο αντίσωμα Πρωτεΐνη που ανιχνεύεται 

a-actin 1: 400 Anti-mouse IgG α-ακτίνη λείου μυός  

Desmin 1: 400 Anti-mouse IgG Δεσμίνη λείου μυός 

Beclin 1 1: 1000 Anti-rabbit IgG Πρωτείνη αυτοφαγίας  

LC 3 1: 1000 Anti-rabbit IgG Πρωτείνη αυτοφαγίας 

 

 

 

 

4 Εκτίμηση πολλαπλασιασμού σε ΛΜΚ  
Προκειμένου να εκτιμηθεί η επαγωγή ή αναστολή πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ 

χρησιμοποιήθηκαν οι εξής τεχνικές. 

4.1 Μέτρηση αριθμού κυττάρων με χρήση αιμοκυτταρόμετρου μετά από χρώση με 

χρωστική Trypan blue.  

Σε αυτή την τεχνική μετρήθηκαν τα ζωντανά και νεκρά κύτταρα (τα νεκρά 

απορροφούν τη χρωστική καθώς αυτή μπορεί και διαπερνά τις κατεστραμμένες κυτταρικές 

μεμβράνες και χρωματίζει τα κύτταρα κυανά) και έγινε αναγωγή σε αριθμό κυττάρων ανά 

ml κυτταρικού αιωρήματος, χρησιμοποιώντας τον τύπο: (α/8)* 5*104 

όπου α ο  αριθμός των κυττάρων που μετρήθηκαν σε 8  τετράγωνα του αιμοκυτταρόμετρου 

(πλάκα Neubauer, Εικόνα 13) 
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Εικόνα 13.
Αιμοκυτταρόμετρο (πλάκα Neubauer).
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα
www.commons.wikimedia.com

 
 

4.2 Μέτρηση ενσωμάτωσης –μεταβολισμού ΜΤS –τετραζολίου από ζωντανά ΛΜΚ. 

Η τεχνική Cell Titer AQueus One Solution assay, χρησιμοποιεί την χρωστική ΜΤS–

τετραζόλιο [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium], η οποία απορροφάται από τα κύτταρα. Η δεϋδρογονάση των μιτοχονδρίων 

των ζωντανών κυττάρων μετατρέπει το ΜΤS-τετραζολίο σε έγχρωμο προϊόν του (RNH-

N==CR'-N==NR', formazan) (Εικόνα 14). Η οπτική πυκνότητα του διαλύματος με τη 

χρωστική καταμετράται σε φωτόμετρο ELISA plate reader, κατάλληλο για πιάτα 96 θέσεων, 

στα 490 nm με αναφορά στα 630 nm. Η μετρούμενη οπτική πυκνότητα, που υποδηλώνει την 

ύπαρξη της μεταβολισμένης χρωστικής, είναι ανάλογη του αριθμού των ζωντανών κυττάρων 

που υπάρχουν σε κάθε θέση του πιάτου. Έχει γίνει κατασκευή πρότυπης καμπύλης οπτικής 

πυκνότητας–αριθμού κυττάρων, η οποία σε αριθμούς κυττάρων 1000 έως 20000 είναι 

γραμμική (Εικόνα 15). Στα πειράματα που έγιναν, μια ομάδα κυττάρων αποτελούσε την 

ομάδα ελέγχου (control), τα οποία ήταν κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού και 

επομένως δεν πολλαπλασιαζόταν, μια άλλη ομάδα κυττάρων επωάστηκαν με 10% FBS και 

επομένως εμφάνιζαν το μέγιστο πολλαπλασιασμό και η τρίτη ομάδα κυττάρων ήταν αυτά 

που επωάστηκαν με την εκάστοτε ουσία της οποίας η επίδραση μελετήθηκε. Άρα σε 

σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, εκτιμάται ο σχετικός αριθμός των κυττάρων και επομένως 

η ύπαρξη ή μη πολλαπλασιασμού, κάτω από τις πειραματικές συνθήκες που είχαν επιλεγεί. 
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Εικόνα 14.
Μεταβολισμός MTS-τετραζολίου
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.promega.com

 
Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν με πυκνότητα 2000 κύτταρα ανά θέση σε πιάτα ELISA 

96 θέσεων και επωάστηκαν για 24 ώρες με θρεπτικό υλικό DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-

γλουταμίνη, 10% ορό εμβρύου βοός (FBS), 100 U/ml πενικιλίνη και 100 g/ml 

στρεπτομυκίνη, στους 37oC παρουσία 5% CO2. Μετά το πέρας των 24 ωρών το μεγαλύτερο 

ποσοστό των κυττάρων (> 95%) βρισκόταν προσκολλημένα στην επιφάνεια του πιάτου. 

Ακολούθησαν 2 διαδοχικές πλύσεις των κυττάρων με διάλυμα 1*PBS προκειμένου να 

απομακρυνθεί το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας και ακολούθησε επώαση για 24 ή 72 ώρες 

με θρεπτικό υλικό DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 100 U/ml πενικιλίνη και 

100 g/ml στρεπτομυκίνη, χωρίς ορό, στους 37oC παρουσία 5% CO2. Με την αφαίρεση ορού 

εξασφαλίστηκε ο κατά το δυνατό συγχρονισμός των κυττάρων με σταμάτημα του 

πολλαπλασιασμού τους. Στη συνέχεια έγινε επώαση των κυττάρων με τους επαγωγείς ή τους 

αναστολείς του πολλαπλασιασμού για 24, 48, 72 ώρες.  

Μετά το τέλος της κατεργασίας τους προστέθηκε απευθείας σε κάθε θέση 20% 

διάλυμα ΜΤS –τετραζολίου και τα κύτταρα επωάστηκαν για 2 ώρες στους 37οC, παρουσία 

5% CO2. Τα πιάτα Elisa τοποθετήθηκαν στο φωτόμετρο και μετρήθηκε η οπτική πυκνότητα 

των κυττάρων. Στη συνέχεια, ακολούθησε μετατροπή της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων 

σε ποσοστό % της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων του control (δηλαδή η οπτική 

πυκνότητα των κυττάρων που επωάστηκαν απουσία ορού θεωρήθηκε 100%) και σύγκριση 

των ποσοστών. Στις πειραματικές συνθήκες υπήρχαν και κύτταρα τα οποία είχαν επωαστεί 
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με θρεπτικό που περιείχε ορό, τα οποία αποτελούσαν την θετική ομάδα ελέγχου, δηλαδή 

ήταν τα κύτταρα που εμφάνιζαν το μέγιστο της πολλαπλασιαστικής ικανότητάς τους. 

 

πρότυπη καμπύλη σε 
ΛΜΚ τραχείας κουνελιού
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Εικόνα 15.
Πρότυπες καμπύλες οπτικής πυκνότητας- αριθμού κυττάρων σε ΛΜΚ.

πρότυπη καμπύλη σε 
ΛΜΚ βρόγχω ν ανθρώ που

y = 44036x - 2238,6
R2 = 0,8668
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4.3 Μέτρηση ενσωμάτωσης ραδιενεργής θυμιδίνης (3H-methyl-thymidine) σε 

νεοσυντιθέμενο DNA των ΛΜΚ.  

Όταν τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται, πριν αρχίσει η διαίρεση του κυττάρου, κατά 

την S φάση του κυτταρικού κύκλου, τα κύτταρα αντιγράφουν το DNA τους, δημιουργώντας 

δύο πανομοιότυπα μόρια DNA, τα οποία αποτελούνται από μία παλιά και μία νέα αλυσίδα 

DNA, λόγω του τρόπου αντιγραφής του μορίου (Εικόνα 16). Επομένως, όταν στο θρεπτικό 

υλικό της καλλιέργειας προστίθεται τριτιομένη ραδιενεργός θυμιδίνη (3H-methyl-thymidine), 

θα ενσωματωθεί στα νεοσυντιθέμενα μόρια DNA και θα είναι δυνατό, μέσω της μέτρησης 

της ραδιενέργειας που έχει ενσωματωθεί στα κύτταρα να μετρήσουμε τα νέα μόρια DNA 

που συντέθηκαν κατά τον κυτταρικό κύκλο του κυττάρου, άρα να εκτιμήσουμε τον αριθμό 

των κυττάρων που πρόκειται να διαιρεθούν ή έχουν ήδη διαιρεθεί. 

Κύτταρο με διπλασιασμένο DNA

Σύνθεση DNA

Μίτωση

Εικόνα 16.
Σύνθεση DNA κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου
Εικόνες προσαρμοσμένες από τις ιστοσελίδες www.nobelprize.org και
www.dnareplication.info

 
Για το σκοπό αυτό τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας 12 θέσεων με 

πυκνότητα 63000 κύτταρα ανά θέση και επωάστηκαν για 24 ώρες με θρεπτικό υλικό 

DMEM-F12, το οποίο περιείχε L-γλουταμίνη, 10% ορό εμβρύου βοός (FBS), 100 U/ml 

πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτομυκίνη, στους 37 oC παρουσία 5% CO2. Μετά το πέρας των 

24 ωρών ακολούθησε στέρηση ορού για 72 ώρες, με τον ίδιο τρόπο που προαναφέρθηκε. 

Στη συνέχεια έγινε επώαση των κυττάρων με τους επαγωγείς ή τους αναστολείς του 

πολλαπλασιασμού για 24, 48, 72 ώρες. Τις τελευταίες 18 ώρες της επώασης των κυττάρων 

με τις διάφορες ουσίες, στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας προστέθηκαν απευθείας 2.5 
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mCi/ml ραδιενεργής θυμιδίνης και η επώαση συνεχίστηκε στις ίδιες συνθήκες. Μετά το 

τέλος της επώασης των κυττάρων, το θρεπτικό υλικό απομακρύνθηκε και προστέθηκε στα 

κύτταρα διάλυμα 10% τριχλωροοξικού οξέος (TCA), που βρισκόταν στους 4οC, για 15 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου να μονιμοποιηθούν τα κύτταρα. Στη συνέχεια το 

διάλυμα μονιμοποίησης απομακρύνθηκε και τα κύτταρα πλύθηκαν διαδοχικά 3 φορές με 

νερό βρύσης. Αφού απομακρύνθηκε το νερό, προστέθηκε διάλυμα 20% NaOH-1% SDS για 

15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να καταστραφούν οι πλασματικές μεμβράνες των 

κυττάρων και να ληφθεί το κυτταρικό εκχύλισμα. Το εκχύλισμα των κυττάρων αναδεύτηκε 

ελαφρώς και προστέθηκε διάλυμα υδροχλωρίου 12Ν για να εξουδετερωθεί η δράση του 

διαλύματος εκχύλισης.  

Τα εκχυλίσματα τοποθετήθηκαν σε σωληνάκια μέτρησης ραδιενέργειας (mini 

scintillation vials, Antisel) και προστέθηκε υγρό σπινθηρισμού σε αναλογία 1:4 (Ultima gold 

XR scintillation fluid, Perkin-Elmer). Ακολούθησε μέτρηση της ενσωματωμένης 

ραδιενεργής θυμιδίνης στο κάθε δείγμα σε μετρητή Wallac (β- counter). Η ενσωμάτωση της 

ραδιενέργειας εκφράστηκε από τον μετρητή ως κρούσεις ραδιενεργού υλικού ανά λεπτό 

μέτρησης (cpm, counts per minute). Ο αριθμός των κρούσεων ανά λεπτό είναι ανάλογος της 

ποσότητας της ραδιενεργής θυμιδίνης που έχει ενσωματωθεί στο νεοσυντιθέμενο DNA, άρα 

ανάλογος των νέων μορίων DNA των κυττάρων που διαιρούνται. Η εκτίμηση του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων έγινε σε σύγκριση με τις κρούσεις που μετρήθηκαν στα 

κύτταρα της ομάδας ελέγχου, όπως και στην προηγούμενη τεχνική, ενώ υπήρχαν και 

κύτταρα τα οποία έδιναν το μέγιστο του πολλαπλασιασμού τους καθώς είχαν επωαστεί σε 

θρεπτικό υλικό με 10% ορό. 

 

5 Ανάλυση πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση  
5.1 Εκχύλιση κυτταρικών πρωτεϊνών από ΛΜΚ  

Τα ΛΜΚ καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία διαμέτρου 10cm με τις υπό μελέτη ουσίες για 4 ή 24 

ώρες και στη συνέχεια έγινε πλύση του τρυβλίου με διάλυμα 1*PBS, που περιείχε 100μg/ml 

PMSF, το οποίο είναι αναστολέας των πρωτεασών. Ακολούθησε αποκόλληση των κυττάρων 

από την επιφάνεια του τρυβλίου με πίεση με ειδική σπάτουλα, με τη χρήση 50μl διαλύματος 

λύσης (Πίνακας 7). Το κυτταρικό εκχύλισμα μεταφέρθηκε σε σωλήνες τύπου eppendorf, και 

αφού επωάστηκε για 10 λεπτά σε πάγο, φυγοκεντρήθηκε στα 10000g για 30 λεπτά στους 

4οC. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, 5μl από το υπερκείμενο χρησιμοποιήθηκαν για 

μέτρηση ολικής πρωτεΐνης στα δείγματα, ενώ 150 μl του υπερκείμενου χρησιμοποιήθηκαν 
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για ανάλυση με ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικές συνθήκες, σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

(SDS-PΑGE) και ανοσοαποτύπωση. 

5.2 Μέτρηση συγκέντρωσης ολικής πρωτεΐνης  

Η μέτρηση της ποσότητας της ολικής πρωτεΐνης ενός δείγματος έγινε 

χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Bradford (τροποποιημένη από τον Bearden). Το αντιδραστήριο 

που χρησιμοποιήθηκε στη μέθοδο αυτή περιέχει τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue G250 

σε διαλύματος φωσφορικού οξέος και μεθανόλης (BioRad). Η χρωστική Coomasie Brilliant 

Blue G250 δημιουργεί σύμπλοκα με πρωτεΐνες σε όξινο περιβάλλον. Αυτή η δημιουργία 

συμπλόκων μεταβάλλει το μέγιστο απορρόφησης της χρωστικής από τα 465 nm στα 595 nm.  

Τα 5 μl  από το υπερκείμενο της φυγοκέντρησης του πρωτεϊνικού λύματος αναμίχθηκαν με 

795 μl νερό και 200μl από το αντιδραστήριο και η απορρόφηση του σχηματιζόμενου 

συμπλόκου μετρήθηκε σε φωτόμετρο στα 595 nm. Οι τιμές της απορρόφησης από το 

φωτόμετρο μετατράπηκαν σε συγκέντρωση πρωτεΐνης του δείγματος, με τη βοήθεια 

πρότυπης καμπύλης αναφοράς με αλβουμίνη (BSA). Η ολική πρωτεΐνη που υπάρχει σε κάθε 

δείγμα χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της ποσότητας κυτταρικού εκχυλίσματος που 

πρέπει να χρησιμοποιηθεί για την ηλεκτροφόρηση προκειμένου να υπάρχει αρκετή 

πρωτεΐνη.  

 

Πίνακας 7 : Διάλυμα λύσης ευκαρυωτικών κυττάρων και εκχύλισης κυτταρικών 

πρωτεϊνών  

 

 

 

 

Ουσία Τελική συγκέντρωση 

Tris-Cl pH 8.0 20 mM 

NaCl 150 mM 

Triton X-100 1% 

PMSF 100 μg/ml 

DTT 1 mM 

Na3VO4 1 mM 

β-glycerolphosphate 10 mM 
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5.3 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες, σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PΑGE) 

Οι πρωτεΐνες ενός δείγματος, που υποβάλλεται σε ηλεκτροφόρηση, διαχωρίζονται 

καθώς κινούνται διαμέσω των πόρων μιας πηκτής. Ο διαχωρισμός αυτός επιτυγχάνεται γιατί 

οι πρωτεΐνες ως φορτισμένα μόρια κινούνται υπό την επίδραση ηλεκτρικού φορτίου. Η 

ταχύτητα κίνησης των πρωτεϊνών (v) μέσα στην πηκτή, εξαρτάται από την ένταση του 

ηλεκτρικού πεδίου που εφαρμόζεται (Ε) και από το ηλεκτρικό φορτίο της πρωτεΐνης (q). Τα 

μεγέθη αυτά συσχετίζονται με την εξίσωση : 

   v = E * q / f 

όπου f: ο παράγοντας που εκφράζει την εξάρτηση από τη μάζα και το σχήμα στο χώρο της 

πρωτεΐνης, καθώς και το ιξώδες της πηκτής μέσα στην οποία κινείται η πρωτεΐνη.  

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έγινε σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου. Οι πηκτές 

αυτές σχηματίζονται καθώς το ακρυλαμίδιο (CH2=CH-CO-NH2) και το Ν,Ν μεθυλενο-

δισακρυλαμίδιο ή αλλιώς bis-ακρυλαμίδιο (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2) 

συνπολυμερίζονται, καθώς το  bis-ακρυλαμίδιο συνδέει τις σχηματιζόμενες αλυσίδες του 

ακρυλαμιδίου. Αποτέλεσμα αυτής της διεργασίας είναι ο σχηματισμός ενός πολυμερούς 

πλέγματος, του οποίου οι πόροι ποικίλουν σε μέγεθος, που εξαρτάται από τη συγκέντρωση 

των μονομερών στο διάλυμα. Το πλέγμα δημιουργείται μέσω του μηχανισμού των 

ελευθέρων ριζών, με την προσθήκη υπερθειϊκού αμμωνίου (NH4)2S2O8  (10%APS), το οποίο 

είναι απαραίτητο για την έναρξη του μηχανισμού, και της  τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνης 

(TEMED), η οποία είναι ένας φωτοχημικός καταλύτης που χρειάζεται για τη διάδοση του 

μηχανισμού.  

Στην ασυνεχή ηλεκτροφόρηση, η οποία χρησιμοποιήθηκε, δημιουργήθηκαν δύο 

διαφορετικές πηκτές. Η πηκτή επιστοίβαξης δημιουργήθηκε, έτσι ώστε να συμπυκνωθούν οι 

πρωτεΐνες του κάθε δείγματος σε μια πολύ λεπτή στοιβάδα, πριν αρχίσουν να διαχωρίζονται, 

ενώ η πηκτή διαχωρισμού ήταν η πηκτή στην οποία διαχωρίστηκαν τελικά οι πρωτεΐνες. Οι 

δύο πηκτές παρασκευάστηκαν από δύο διαφορετικά ως προς τη σύσταση και το pH τους 

διαλύματα, ενώ και το ρυθμιστικό διάλυμα των δοχείων ηλεκτροφόρησης ήταν διαφορετικό 

από αυτά των πηκτών. 

Οι αποδιατακτικές συνθήκες της ηλεκτροφόρησης εξασφαλίστηκαν με τη χρήση του 

απορρυπαντικού sodium dodecyl sulfate (SDS), το οποίο αποδιατάσει τις πρωτεΐνες, ενώ 

ταυτόχρονα συνδέεται με αυτές μέσω υδρόφοβων δεσμών, ανεξάρτητα της ιονικής ισχύος, 

σε καθορισμένα ποσά κατά βάρος (1.4 gr SDS/gr πρωτεΐνης). 
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Τα σύμπλοκα που σχηματίζονται από την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών με το SDS 

φέρουν καθαρό αρνητικό φορτίο και είναι επιμήκη. Επειδή όμως το φορτίο ανά μονάδα 

μάζας είναι περίπου σταθερό, η κίνηση των πολυπεπτιδικών αλυσίδων των πρωτεϊνών 

εξαρτάται αποκλειστικά μόνο από το μοριακό τους βάρος. 

 

5.4 Δημιουργία της πηκτής πολυακρυλαμιδίου  

Η πηκτή στην οποία έγινε η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών των κυτταρικών 

εκχυλισμάτων, αποτελούνταν από την πηκτή διαχωρισμού, η οποία είχε ύψος 7.5 cm και 

πάχο ς 1  mm και την πηκτή επιστο ίβαξης με ύψος 2 . 5  cm. Στην πηκτή επιστοίβαξης 

δημιουργήθηκαν θέσεις, στις οποίες προστέθηκε το κάθε δείγμα, καθώς τοποθετήθηκε στην 

πηκτή πλαστική οδοντωτή μήτρα, η οποία και αφαιρέθηκε μόλις ολοκληρώθηκε ο 

πολυμερισμός των μονομερών της πηκτής.   

Η σύσταση των διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στην ηλεκτροφόρηση 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 8 

 

Πίνακας 8:  

Διάλυμα δοχείων ηλεκτροφόρησης , pH 8.9 

ΟΥΣΙΑ TRIS ΓΛΥΚΙΝΗ EDTA SDS 

Συγκέντρωση 50 mM 0.38 M 2 mM 0.1% 

 

Πηκτή επιστοίβαξης, pH 6.8 

ΟΥΣΙΑ ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟ: 

BIS ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟ 

SDS TRIS-ΗCL EDTA APS TEMED 

Συγκέντρωση 4.5% 0.1% 0.125 Μ 2 mM 0.08% 0.04% 

 

Πηκτή διαχωρισμού, pH 8.8 

ΟΥΣΙΑ ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟ: 

BIS ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟ 

SDS TRIS-ΗCL EDTA APS TEMED 

Συγκέντρωση 8-12% 0.1% 0.375 Μ 2 mM 0.04% 0.04% 

 

5.5 Προετοιμασία των κυτταρικών εκχυλισμάτων  

Τα 150 μl δείγματος που είχαν ληφθεί από τα κυτταρικά εκχυλίσματα αναμίχθηκαν 

με ένα διάλυμα επιφόρτωσης (Tris-HCl pH6.8 62.5mM, SDS 2.3%, γλυκερόλη 10%, μπλε-
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βρωμοφαινόλης 0.05% w/v, DTT 25mM) σε αναλογία 1:3 και ακολούθησε βρασμός των 

δειγμάτων για 5 λεπτά στους 95ο C. Στη συνέχεια τα δείγματα τοποθετήθηκαν με σύριγγα 

τύπου Hamilton, στις ειδικές θέσεις της πηκτής επιστοίβαξης που είχαν δημιουργηθεί με τη 

χρήση της ειδικής μήτρας κατά την κατασκευή της πηκτής. Σε κάθε θέση τοποθετήθηκε 

ποσότητα δείγματος που περιείχε 30 ή 40 μg πρωτεΐνης. Στην πρώτη θέση επιφορτώθηκε 

μίγμα πρωτεϊνών-μαρτύρων με συγκεκριμένα μοριακά βάρη. 

5.6 Hλεκτροφόρηση της πηκτής  

Η ηλεκτροφορητική συσκευή συνδέθηκε με τροφοδοτικό μηχάνημα και η 

ηλεκτροφόρηση διενεργήθηκε σε 200Volt, 400mA, για 35 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Η ηλεκτροφόρηση θεωρήθηκε ολοκληρωμένη όταν το «μέτωπο» (μπλε γραμμή της 

χρωστικής) έφτασε στο χαμηλότερο άκρο της πηκτής (Εικόνα 17). 

1. ΛΜΚ σε καλλιέργεια
2. Ανακαλλιέργεια σε τρυβλίο
3. Εκχύλιση ολικής πρωτείνης
4. Αποδιάταξη πρωτεινών
5. Φόρτωση των δειγμάτων
6. Διαχωρισμός πρωτεινών

Εικόνα 17.
Aνάλυση κατά Western.
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.westernblotinfo.com

 
 

5.7 Μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης  

Οι πρωτεΐνες που υπήρχαν πάνω στην πηκτή και είχαν διαχωριστεί με την 

ηλεκτροφόρηση μεταφέρθηκαν σε μια μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Η μεταφορά των 

πρωτεϊνών έγινε καθώς το ηλεκτρικό πεδίο που εφαρμόστηκε μετακίνησε τις πρωτεΐνες που 

είναι μόρια αρνητικά φορτισμένα από την πηκτή πάνω στη μεμβράνη. Η μεταφορά αυτή 

έγινε σε υγρή φάση (Wet transfer), ως εξής : 

Η πηκτή διαχωρισμού, έξι διηθητικά χαρτιά 3mm Whatman στο μέγεθος της πηκτής 

και η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης εμβαπτίστηκαν στο διάλυμα μεταφοράς προκειμένου να 
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εξισορροπηθούν. Έπειτα, δημιουργήθηκε ένα «σάντουιτς» στη συσκευή μεταφοράς των 

πρωτεϊνών, το οποίο περιείχε διαδοχικά 3 χαρτιά Whatman, τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, 

την πηκτή και άλλα 3 χαρτιά Whatman. Η διάταξη αυτή τοποθετήθηκε στη συσκευή και η 

συσκευή πληρώθηκε με διάλυμα μεταφοράς (Tris 48mM, glycine 39mM, SDS 1.3mM, 

methanol 20%) (Εικόνα 18). 

Στη συνέχεια, ακολούθησε ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών  στα 100Volt, 350mA 

για 55 λεπτά, με συνεχή ανάδευση του διαλύματος, παρουσία πάγου για να διατηρείται 

χαμηλή η θερμοκρασία του διαλύματος. Όταν η μεταφορά ολοκληρώθηκε, η μεμβράνη 

χρωματίστηκε προσωρινά με χρωστική Ponceau S 0,2%, προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι η 

μεταφορά ήταν επιτυχής καθώς η συγκεκριμένη χρωστική χρωματίζει το σύνολο των 

πρωτεϊνών που έχουν μεταφερθεί στη μεμβράνη και επιτρέπει τον εντοπισμό των πρωτεϊνών 

πάνω σε αυτή. Η μεμβράνη ξεπλύθηκε με απεσταγμένο νερό και κατόπιν αποχρωματίστηκε 

με πλύση με διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween 20  

Εικόνα 18. 
Mεταφορά πρωτεϊνών
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα www.westernblotinfo.com

 
5.8 Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών  

Οι πρωτεΐνες που βρίσκονται καθηλωμένες στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης δρουν ως 

αντιγόνα και μπορούν να συνδεθούν ειδικά με κατάλληλα αντισώματα, τα οποία είναι ειδικά 

για τις συγκεκριμένες πρωτεΐνες. Η σύνδεση αντιγόνου- αντισώματος μπορεί να ανιχνευτεί 

με την προσθήκη ενός δεύτερου αντισώματος , το οποίο αναγνωρίζει και συνδέεται με της 

ανοσοσφαιρίνης IgG του πρώτου και παράλληλα είναι συζευγμένο με ένα ένζυμο δείκτη 
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(συνήθως το HRP). Το ένζυμο αυτό αντιδρά με υπόστρωμα που προστίθεται εξωγενώς και 

εκλύει φωταύγεια ή δίνει χαρακτηριστική αντίδραση χρώματος. 

Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με τις καθηλωμένες πρωτεΐνες, επωάστηκε για 20 

λεπτά σε διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween 20, που περιείχε 5% γάλα σε σκόνη, προκειμένου να 

κορεσθούν οι θέσεις δέσμευσης των πρωτεϊνών της μεμβράνης από τις πρωτεΐνες του 

γάλακτος. Με την δέσμευση αυτή αποφεύγεται οποιαδήποτε μη ειδική σύνδεση του 

αντισώματος που προστίθεται στη μεμβράνη. Στη συνέχεια, έγινε 1 πλύση της μεμβράνης με 

διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween 20, που διήρκησε 10 λεπτά, για να απομακρυνθεί η περίσσεια 

του διαλύματος κορεσμού.  

Η μεμβράνη επωάστηκε για 16 ώρες στους 4ο C με το πρώτο αντίσωμα σε κατάλληλη 

συγκέντρωση (Πίνακας 9) και κατόπιν ακολούθησαν 3 διαδοχικές πλύσεις των 10 λεπτών η 

καθεμία με διάλυμα 1*PBS-0.1% Tween 20,σε θερμοκρασία δωματίου, με συνεχή ανάδευση 

της μεμβράνης. Οι πλύσεις έγιναν προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια του 

αντισώματος που δεν δεσμεύτηκε στη μεμβράνη. Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάστηκε με 

το δεύτερο αντίσωμα για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Το δεύτερο αντίσωμα συνδέεται 

ειδικά με το πρώτο, όπως προαναφέρθηκε. Για να απομακρυνθεί η περίσσεια του δεύτερου 

αντισώματος ακολούθησε η διαδικασία των πλύσεων που περιγράφηκε παραπάνω. 

Το τελικό στάδιο της ανοσοαποτύπωσης των πρωτεϊνών είναι ο εντοπισμός των 

πρωτεϊνών πάνω στη μεμβράνη με χημειοφωταύγεια. Για το σκοπό αυτό η μεμβράνη 

επωάστηκε με διάλυμα 10ml λουμινόλης (1.25 mM σε 0.1Μ Tris-Cl pH 8.5), που περιείχε 

10μl 3% Η2Ο2 και 100 μl κουμαρικού οξέος (6.8 mM σε DMSO), για 1 λεπτό σε 

θερμοκρασία δωματίου (Εικόνα 19).  

Ακολούθησε έκθεση της μεμβράνης σε φωτογραφικό φιλμ (ECL Hyperfilm, 

Amersham). Προκειμένου να εμφανιστεί η εικόνα της πρωτεΐνης στο φιλμ ακολούθησε 

εμβάπτιση του φιλμ σε αντιδραστήρια εμφάνισης (3 λεπτά εμβάπτιση στο διάλυμα 

ανάπτυξης (Κοdak film developer), 3 λεπτά στο διάλυμα σταθεροποίησης (Kodak film 

fixer) και 3 λεπτά σε νερό). Με την τεχνική αυτή πάνω στο φιλμ αποτυπώθηκε  το φως που 

εκλύθηκε από την αντίδραση φωταύγειας που πραγματοποιήθηκε , άρα κατ’ επέκταση και 

η θέση της μεμβράνης όπου υπήρχε σύνδεση αντιγόνου – αντισώματος,. Δηλαδή στο 

σημείο όπου βρισκόταν καθηλωμένη η πρωτεΐνη (Εικόνα 20).  
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Εικόνα 19. 
Αντίδραση χημειοφωταύγειας.

 
Πίνακας 9 : Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν   

 

Πρώτο 

αντίσωμα 

αραίωση Δεύτερο αντίσωμα αραίωση Πρωτεΐνη που ανιχνεύεται 

Phospho-Akt 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Φωσφορυλιωμένη Akt  

(PI3K) 

Phospho-p42-44 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Φωσφορυλιωμένη p42/44  

(MAPK) 

Phospho- p38 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Φωσφορυλιωμένη p38  

(MAPK) 

LC3 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Light Chain 3  

αυτοφαγική πρωτεΐνη 

Beclin 1 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Beclin 1 

αυτοφαγική πρωτεΐνη 

Caspase 1 1:1000 Anti rabbit IgG 1:3000 Κασπάση 1 

αποπτωτική πρωτεΐνη 

β-actin 1:3000 Anti mouse IgG 1:3000 β-ακτίνη λείου μυός 
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Εικόνα 20. 
Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών
Εικόνα προσαρμοσμένη από την ιστοσελίδα
www.genscript.com.

 

6 Εντοπισμός ενδοκυττάριων λυσοσωμάτων  
6.1. Εντοπισμός λυσοσωμάτων με χρώση με Lysotracker red. 

Η χρωστική Lysotracker red (Molecular Probes, Invitrogen) είναι μια όξινη 

φθορίζουσα χρωστική, η οποία απορροφάται από ζωντανά κύτταρα και 

ενσωματώνεται στα λυσοσώματα των κυττάρων αυτών. Ο αριθμός των 

λυσοσωμάτων μπο ρεί να πο ικίλει σε ένα κύτταρο  ανάλο γα με τις συνθήκες 

ανάπτυξης του κυττάρου και τα ερεθίσματα που δέχεται σε συγκεκριμένη χρονική 

στιγμή. Συγκεκριμένα, τα ΛΜΚ επωάστηκαν με τις κατάλληλες ουσίες για 

συγκεκριμένο χρονικό διάστημα πάνω σε καλυπτρίδες και στη συνέχεια ακολούθησε 

αφαίρεση του θρεπτικού υλικού της καλλιέργειας και πλύση των κυττάρων με 

διάλυμα 1*PBS. Στη συνέχεια, στην καλλιέργεια προστέθηκε θρεπτικό υλικό που 

περιείχε την χρωστική Lysotracker red σε συγκέντρωση 75nM και τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 30 λεπτά στους 37oC, παρουσία 5% CO2. Μετά το τέλος της 

επώασης οι καλυπτρίδες με τα κύτταρα αφαιρέθηκαν από το πιάτο της καλλιέργειας 

και τοποθετήθηκαν πάνω σε αντικειμενοπφόρο πλάκα στην οποία υπήρχε μία 

σταγόνα 1*PBS, έτσι ώστε τα κύτταρα να βρίσκονται μεταξύ των επιφανειών της 

καλυπτρίδας και της αντικειμενοφόρου πλάκας. Οι καλυπτρίδες παρατηρήθηκαν σε 

μικροσκόπιο φθορισμού με ειδικό φίλτρο απορρόφησης (Zeiss Axioskop 40) και 

λήφθησαν φωτογραφίες με ειδική ψηφιακή κάμερα (Leica DFC 480).  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

1. Χαρακτηρισμός ΛΜΚ  
1.1 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ τραχείας κουνελιού  

1.1.1 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με αντίσωμα για την α- ακτίνη 

του λείου μυός. 

 Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν χαρακτηρίστηκαν ως ΛΜΚ ελέγχοντας 

την έκφραση της α-ακτίνης του κυτταροσκελετού με κατάλληλο αντίσωμα, με την 

τεχνική του έμμεσου ανοσοφθορισμόυ. Στα κύτταρα εντοπίστηκε α-ακτίνη λείου 

μυός, με την χαρακτηριστική για ΛΜΚ κατανομή της στον κυτταροσκελετό των 

κυττάρων. Οι πυρήνες των κυττάρων χρωματίστηκαν με χρωστική DAPI ειδική για 

πυρηνική χρώση, ώστε να διευκολυνθεί ο εντοπισμός των κυττάρων (Εικόνα 1). 

Εικόνα 1.
Χαρακτηρισμός ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με έμμεσο ανοσοφθορισμό, με
αντίσωμα κατά της α-ακτίνης του λείου μυός, και χρώση των πυρήνων των
κυττάρων με DAPI.

 
1.1.2 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με αντίσωμα για την δεσμίνη 

του λείου μυός. 

Τα ΛΜΚ εκφράζουν την πρωτεΐνη δεσμίνη στον κυτταροσκελετό τους και η 

εμφάνιση της πρωτεΐνης αυτής είναι χαρακτηριστική του συγκεκριμένου κυτταρικού 

τύπου. Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν εμφάνιζαν χαρακτηριστικό για ΛΜΚ 

πρότυπο δεσμίνης (Εικόνα 2).  
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Εικόνα 2.
Χαρακτηρισμός ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με έμμεσο ανοσοφθορισμό, με
αντίσωμα κατά της δεσμίνης του λείου μυός, και χρώση των πυρήνων των
κυττάρων με DAPI.

 
1.2 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

1.2.1 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με αντίσωμα για την α-ακτίνη 

του λείου μυός. 

Τα ανθρώπινα ΛΜΚ που χρησιμοποιήθηκαν, παρόλο που είχαν ήδη ελέγχει 

από την εταιρεία που τα απομόνωσε από βρόγχους ανθρώπου, ελέγχθηκαν για να 

επιβεβαιωθεί ότι όντως ανήκαν στον συγκεκριμένο κυτταρικό τύπο. Για τον 

χαρακτηρισμό τους χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα για την α-ακτίνη του λείου μυός και 

τα κύτταρα εμφάνιζαν χαρακτηριστικό για ΛΜΚ πρότυπο α-ακτίνης (Εικόνα 3)  

1.2.2 Χαρακτηρισμός ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με αντίσωμα για την δεσμίνη 

του λείου μυός. 

Τα ανθρώπινα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν εξέφραζαν δεσμίνη λείου 

μυός, όπως φαίνεται με χρήση αντισώματος για τη δεσμίνη και έμμεσο 

ανοσοφθορισμό (Εικόνα 4). 
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Εικόνα 3.
Χαρακτηρισμός ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με έμμεσο ανοσοφθορισμό με
αντίσωμα κατά της α-ακτίνης του λείου μυός, και χρώση των πυρήνων των
κυττάρων με DAPI.

 
 

Εικόνα 4.
Χαρακτηρισμός ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με έμμεσο ανοσοφθορισμό με
αντίσωμα κατά της δεσμίνης του λείου μυός, και χρώση των πυρήνων των
κυττάρων με DAPI.
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2 Επίδραση των διαφόρων συγκεντρώσεων ορού εμβρύου βοός (fetal 

bovine serum, FBS) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 
2.1 Επίδραση FBS στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

ΛΜΚ τραχείας κουνελιού επωάστηκαν με διαφορετικές συγκεντρώσεις ορού 

(0.1%, 1%, 5%, 10%) για 48h. Η επιλογή του χρόνου επώασης προκειμένου να 

γίνουν οι μετρήσεις έγινε με βάση τον χρόνο διπλασιασμού των κυττάρων που 

κυμαίνεται από 46 ως 52 ώρες. Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος ενσωμάτωσης 

ραδιενεργού θυμιδίνης (methyl-[3H] thymidine incorporation method), με την οποία 

μετρήθηκαν οι κρούσεις (cpm, counts per minute) ραδιενεργού υλικού στα δείγματα. 

Ο αριθμός των κρούσεων αντικατοπτρίζει την σύνθεση DNA κατά την S φάση του 

κυτταρικού κύκλου. Με τη μέθοδο αυτή προκύπτει ότι η ενσωμάτωση της 

ραδιενέργειας αυξάνεται με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, ακόμη και από την 

συγκέντρωση 0.1% ορού, μετά από επώαση των κυττάρων με ορό για 48 ώρες 

(Εικόνα 5). Συγκεκριμένα η μετρούμενη ενσωμάτωση ραδιενέργειας ήταν: 

2495±583cpm, 8370±2149cpm, 12524±3780cpm και 13694±3051cpm σε κύτταρα 

που επωάστηκαν με 0.1%, 1%, 5% και 10% FBS αντίστοιχα.  

Εικόνα 5.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων FBS στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01
σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν
απουσία FBS (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Επόμενο βήμα ήταν να διερευνηθεί αν τα κύτταρα που αντέγραψαν το DNA 

τους προχώρησαν και σε κυτταροδιαίρεση. Έτσι χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Cell 
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Titer 96® AQueous One Solution Assay, με την οποία έγινε εκτίμηση του αριθμού 

των κυττάρων στην καλλιέργεια. Όταν τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού επωάστηκαν με 

τις ίδιες συγκεντρώσεις ορού (0.1%, 1%, 5%, 10%) για 24, 48, 72 ώρες ο αριθμός των 

κυττάρων αυξήθηκε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, από την συγκέντρωση 1%FBS και 

πάνω. Η αύξηση αυτή του αριθμού των κυττάρων ήταν μεγαλύτερη καθώς αυξανόταν 

ο χρόνος επώασης των κυττάρων παρουσία FBS, ενώ η μέγιστη δράση παρατηρήθηκε 

από την συγκέντρωση 5% FBS (Εικόνα 6). Συγκεκριμένα, η οπτική πυκνότητα σε 

σύγκριση με την οπτική πυκνότητα το πρώτο 24ωρο των κυττάρων που 

καλλιεργήθηκαν απουσία ορού ήταν σε ποσοστά 113.3±3.71%, 132.7±7.81%, 

139±3.88% και 137.2±5.31%, σε κύτταρα που επωάστηκαν για 24h παρουσία 0.1%, 

1%, 5% και 10% FBS αντίστοιχα. Παρόμοια, τα ποσοστά μετά από 48 ώρες επώασης 

των κυττάρων παρουσία ορού ήταν 130.1±11.04%, 140.9±7.35 %, 190.6±23.81% και 

177±15.97% για κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία 0.1%, 1%, 5% και 10% FBS 

αντίστοιχα. Τα ποσοστά μετά από 72 ώρες επώασης των κυττάρων παρουσία ορού 

ήταν 144.1±9.43%, 176.9±13.85%, 270.4±15.36 % και 257±8.47% για κύτταρα που 

επωάστηκαν παρουσία 0.1%, 1%, 5% και 10% FBS αντίστοιχα.  
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Εικόνα 6.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων FBS στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με την
ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία FBS. (Οne-way 
ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται
από Bonferonni’s post test)  
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2.2 Επίδραση FBS στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Επώαση ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με 0.1, 1, 5, 10% ορού για 48h, είχε ως 

αποτέλεσμα δοσοεξαρτώμενη αύξηση της ενσωμάτωσης methyl-[3H] thymidine από 

τα κύτταρα, η οποία ήταν στατιστικά σημαντική από τη συγκέντρωση 3%FBS 

(Εικόνα 7). Συγκεκριμένα η μετρούμενη ενσωματωμένη ραδιενέργεια ήταν 

1709±443cpm, 2734±943cpm, 4234±1561cpm, 5651±2854cpm και 5150±1727 cpm 

σε κύτταρα που επωάστηκαν με 0.1%, 1%, 3%, 5% και 10% FBS αντίστοιχα.  

Εικόνα 7.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων FBS στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05
και **P<0.01 σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που
επωάστηκαν απουσία FBS (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Η επώαση των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με  τις ίδιες συγκεντρώσεις ορού 

είχε ως αποτέλεσμα και δοσοεξαρτώμενη αύξηση του αριθμού των κυττάρων, 

στατιστικά σημαντική από τη συγκέντρωση 0.1% ορού, ενώ η μέγιστη δράση 

παρατηρήθηκε από τη συγκέντρωση 5% ορού (Εικόνα 8). Συγκεκριμένα, η οπτική 

πυκνότητα αυξήθηκε σε ποσοστό 108.6±3.04%, 112.5±6.08 %, 128.2±5.92 % και 

137.3±6.11 %,σε κύτταρα που επωάστηκαν για 24h με 0.1%, 1%, 5% και 10% FBS 

αντίστοιχα. Οι τιμές για το δεύτερο και το τρίτο 24ώρο ήταν αντίστοιχα 118.2±6.78% 

και 123.4±8.78% για κύτταρα που επωάστηκαν με 0.1% ορό, 132.5±10.4% και 

145±10.09% για κύτταρα που επωάστηκαν με 1% ορό, 168.7±9.74% και 

207.6±7.29% για κύτταρα που επωάστηκαν με 5% ορό και τέλος 169.3±11.35% και 
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200.9±16.68 % για κύτταρα που επωάστηκαν με 10% ορό. Όπως και στα ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού, ο αριθμός των κυττάρων εκτιμήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer96® 

AQueous One Solution Assay.  
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Εικόνα 8.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων FBS στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με την
ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία FBS. (One-way 
ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται
από Bonferonni’s post test)  

3 Επίδραση γεννητικών ορμονών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

3.1 Επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

3.1.1 Επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού κουνελιού 

Μελετήθηκε η επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ που 

απομονώθηκαν από τραχεία ενήλικου αρσενικού κουνελιού. Τα κύτταρα αφού 

επωάστηκαν για 24 ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό προκειμένου να σταματήσει ο 

πολλαπλασιασμός τους και να συγχρονιστούν, επωάστηκαν με τεστοστερόνη για 24 

ώρες. Τα ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού παρουσίασαν αυξημένη ενσωμάτωση 

ραδιενεργής θυμιδίνης σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, από 486.02±99.39cpm 

στην ομάδα ελέγχου, δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού, σε 

3074.55±97.45cpm στα κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία 10-8Μ τεστοστερόνης, 

(Εικόνα 9).  
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Εικόνα 9.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας αρσενικού κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 
και ***P<0.001 σε σύγκριση με με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που
επωάστηκαν απουσία ορού (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

 

Όταν τα ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού επωάστηκαν για 24, 48, 72 

ώρες με 10-8Μ τεστοστερόνη ο αριθμός τους αυξήθηκε στατιστικώς σημαντικά μετά 

από 24h επώασης σε σύγκριση με τα κύτταρα της ομάδας ελέγχου. Η ομάδα ελέγχου 

(control) θεωρείται ότι περιέχει κύτταρα που δεν πολλαπλασιάζονται, καθώς αυτά 

βρίσκονται σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Συγκεκριμένα, η οπτική πυκνότητα των 

κυττάρων που επωάστηκαν παρουσία τεστοστερόνης ήταν 130.9±10.3 % στατιστικώς 

σημαντική σε σχέση με την ομάδα ελέγχου, ενώ ο ορός προκάλεσε αύξηση της τάξης 

του 131.79±2.59 %, δηλαδή η τεστοστερόνη οδήγησε σε αύξηση του αριθμού των 

κυττάρων ανάλογη με εκείνη που παρατηρήθηκε παρουσία 10% FBS. Παρόλο που η 

τεστοστερόνη φαίνεται να  προκάλεσε αύξηση του αριθμού των κυττάρων μετά από 

24 ώρες επώασης (Εικόνα 10), η δράση της αυτή περιορίστηκε στο πρώτο 24ώρο της 

επώασης, καθώς μετά από 48 ή 72h επώασης δεν εμφανίστηκε περαιτέρω αύξηση του 

αριθμού των κυττάρων.  
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Εικόνα 10.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας αρσενικού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και ***P<0.001 σε
σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία
ορού (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων
να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  

 

 

3.1.1.1 Επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού κουνελιού, παρουσία του αναστολέα των υποδοχέων ανδρογόνων, 

φλουταμίδη. 

Τα ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού πριν επωαστούν για 24 ώρες με 

τεστοστερόνη σε συγκέντρωση 10-8Μ, προεπωάστηκαν με φλουταμίδη 10-8Μ για 2 

ώρες. Η φλουταμίδη δεσμεύεται στους υποδοχείς ανδρογόνων των ΛΜΚ και 

εμποδίζει την σύνδεση της τεστοστερόνης στους υποδοχείς αυτούς, για τους οποίους 

εμφανίζει ειδικότητα. Παρατηρήθηκε, ότι η φλουταμίδη ελάττωσε στατιστικώς 

σημαντικά την επαγόμενη από τεστοστερόνη ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης 

στα κύτταρα, από 1374.29±460.85cpm σε 308.93±52.82cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με τεστοστερόνη σε σύγκριση με κύτταρα που επωάστηκαν με 

τεστοστερόνη και φλουταμίδη αντίστοιχα (Εικόνα 11). Ωστόσο, η φλουταμίδη δεν 

επηρέασε την ενσωμάτωση ραδιενέργειας στα κύτταρα που είχαν επωαστεί με  ή 

χωρίς 10%FBS.   
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Εικόνα 11.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ), παρουσία του αναστολέα του υποδοχέα ανδρογόνων
φλουταμίδη (10-8Μ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας αρσενικού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control και
##Ρ<0.01 σε σύγκριση με την επίδραση της τεστοστερόνης μόνης της στην ενσωμάτωση της
ραδιενεργού θυμιδίνης (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

 

Παρατηρήθηκε επιπλέον, ότι η φλουταμίδη ελάττωσε στατιστικώς σημαντικά 

την επαγόμενη από τεστοστερόνη αύξηση του αριθμού των κυττάρων, από 120± 

4.99% σε 95.45± 4.67% σε κύτταρα που επωάστηκαν με τεστοστερόνη σε σύγκριση 

με κύτταρα που επωάστηκαν με τεστοστερόνη και φλουταμίδη, μετά από 24 ώρες 

επώασης (Εικόνα 12). Ενώ ο ίδιος αναστολέας δεν επηρέασε τον αριθμό των 

κυττάρων που είχαν επωαστεί με θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, ελάττωσε τον επαγόμενο 

από 10% FBS πολλαπλασιασμό των κυττάρων, από 154.72±5.96% σε 134.63±7,4% 

σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό σε σύγκριση με κύτταρα που επωάστηκαν με 

ορό και φλουταμίδη.  
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Εικόνα 12.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ), παρουσία του αναστολέα του υποδοχέα
ανδρογόνων φλουταμίδη (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας αρσενικού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και ***P<0.001 σε
σύγκριση με το control και #Ρ<0.05, ##Ρ<0.01 σε σύγκριση με την επίδραση του ορού
ή της τεστοστερόνης μόνης στη οπτική πυκνότητα (One-way ANOVA με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Bonferonni’s post test)  

 

 

3.1.1.2 Σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από την τεστοστερόνη σε 

ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού. 

Στη συνέχεια μελετήθηκαν τα σηματοδοτικά μονοπάτια μέσω των οποίων 

μεσολαβείται η δράση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού κουνελιού. Χρησιμοποιήθηκαν αναστολείς δύο κύριων μεταβολικών 

μονοπατιών, τα οποία είναι ενεργοποιημένα σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται, του 

μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΙ3Κ) και του μονοπατιού 

των ΜΑΡ κινασών. Συγκεκριμένα, τα ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού 

προεπωάστηκαν για 1  ώρα με PD98059 (100μΜ), που είναι αναστολέας του 

μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών και για 15 λεπτά με LΥ294002 (20μΜ), που είναι 

αναστολέας του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, αντίστοιχα, πριν την προσθήκη του ορού και 

της τεστοστερόνης για 24 ώρες. Παρατηρήθηκε ότι και οι δύο αναστολείς 

προκάλεσαν ελάττωση της ενσωμάτωσης της ραδιενεργής θυμιδίνης στα κύτταρα που 

καλλιεργήθηκαν παρουσία 10%FBS (Εικόνα 13). Συγκεκριμένα η ενσωμάτωση της 

ραδιενεργής θυμιδίνης ήταν 13174.85±3856.9541cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν 

με ορό, 674.53±39.41cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό παρουσία PD98059 

και 1728.4±852.01cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό παρουσία LΥ294002 
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Εικόνα 13.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ), παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού των
ΜΑΡΚ PD98059 (100μΜ) και του μονοπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στην
ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το control και
#Ρ<0.05, σε σύγκριση με την επίδραση του ορού ή της τεστοστερόνης μόνης στην
ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

Επιπλέον, τόσο το PD98059 (100μΜ), όσο και το LΥ294002 (20μΜ), 

ελάττωσαν τον επαγόμενο από τεστοστερόνη πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ. 

Συγκεκριμένα η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 2115±548.17 cpm στα 

κύτταρα που καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες παρουσία τεστοστερόνης, 

198.93±46.28cpm στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες παρουσία 

τεστοστερόνης και PD98059 και 404.21±113.8cpm στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν 

για 24 ώρες παρουσία τεστοστερόνης και LΥ294002 (Εικόνα 13). Παρόμοια η οπτική 

πυκνότητα (εκφραζόμενη ως ποσοστό της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων της 

ομάδας ελέγχου) ήταν 124.4±2.52 % σε κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με 

τεστοστερόνη, 105±4.22 % σε κύτταρα που επωάστηκαν με τεστοστερόνη και 

PD98059 και σε 56.32±3.15 % σε κύτταρα που επωάστηκαν με τεστοστερόνη και 

LΥ294002 (Εικόνα 14).  
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Εικόνα 14.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ), παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού των
ΜΑΡΚ PD98059 (100μΜ) και του μονοπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στον
αριθμό των ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται
ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων.
**P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control και #Ρ<0.05 σε σύγκριση με την
επίδραση του ορού ή της τεστοστερόνης μόνης στη οπτική πυκνότητα (One-way 
ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται
από Bonferonni’s post test)  

 

3.1.2 Επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

θηλυκού κουνελιού 

Στην συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της τεστοστερόνης σε ΛΜΚ τραχείας 

που απομονώθηκαν από ενήλικο θηλυκό κουνέλι, προκειμένου να διευκρινιστεί αν η 

επίδραση της ορμόνης στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ εξαρτάται από το φύλο. 

Έτσι, κύτταρα τα οποία ήταν συγχρονισμένα και δεν πολλαπλασιαζόταν, επωάστηκαν 

με τεστοστερόνη (10-8Μ) για 24 ώρες και στη συνέχεια μετρήθηκε η ενσωμάτωση 

ραδιενέργειας. Η τεστοστερόνη (10-8Μ) προκάλεσε αύξηση της ενσωμάτωσης 

ραδιενεργής θυμιδίνης σε ΛΜΚ από τραχεία θηλυκών κουνελιών (Εικόνα 15). 

Συγκεκριμένα, στα κύτταρα της ομάδας ελέγχου η ενσωμάτωση της ραδιενεργού 

θυμιδίνης ήταν 227.8±114.5cpm, στα κύτταρα που επωάστηκαν με 10% FBS για 24 

ώρες 17316.96±222.33cpm και στα κύτταρα που επωάστηκαν με τεστοστερόνη για 

24 ώρες 3323.16±375.72cpm. 
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Εικόνα 15.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας θηλυκού κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM 
και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. ***P<0.001 σε
σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία
ορού (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 
 

Όταν τα ΛΜΚ τραχείας θηλυκού κουνελιού επωάστηκαν για 24, 48, 72 ώρες 

με τεστοστερόνη και στη συνέχεια μετρήθηκε η οπτική πυκνότητα των κυττάρων που 

αναλογεί στον αριθμό των κυττάρων στην καλλιέργεια, παρατηρήθηκε ανάλογη 

αύξηση του αριθμού των κυττάρων. Συγκεκριμένα, στα κύτταρα τα οποία 

επωάστηκαν με 10% FBS παρατηρήθηκε αύξηση της οπτικής πυκνότητας κατά 

132.5±3.03% της οπτικής πυκνότητας της ομάδας ελέγχου, δηλαδή των κυττάρων 

που επωάστηκαν απουσία ορού για 24 ώρες. Η τεστοστερόνη προκάλεσε επαγωγή 

του πολλαπλασιασμού των θηλυκών κυττάρων της τάξης του 126.53±7.53% σε 

σχέση με τα κύτταρα της ομάδας ελέγχου. Η δράση της αυτή ήταν παρόμοια με στα 

κύτταρα του αρσενικού κουνελιού και περιορίζεται στις πρώτες 24 ώρες, καθώς δεν 

παρατηρήθηκε καμία στατιστικά σημαντική επίδραση τις επόμενες ώρες της επώασης 

(Εικόνα 16). 
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Εικόνα 16.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας θηλυκού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 και ***P<0.001
σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν
απουσία ορού (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  

 

3.1.2.1 Επίδραση της τεστοστερόνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

θηλυκού κουνελιού, παρουσία του αναστολέα των υποδοχέων ανδρογόνων, 

φλουταμίδη 

Στη συνέχεια μελετήθηκε αν η δράση της τεστοστερόνης στον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ θηλυκού κουνελιού αναστέλλεται από την φλουταμίδη. 

Όταν τα κύτταρα προεπωάστηκαν για 2 ώρες με τον αναστολέα των υποδοχέων 

ανδρογόνων, φλουταμίδη (10-8Μ) και στη συνέχεια με τεστοστερόνη (10-8Μ) 

παρατηρήθηκε ελάττωση του επαγομένου από την τεστοστερόνη πολλαπλασιασμού 

των κυττάρων από 126.53±7.5% σε 99.71±5.25% (ποσοστό της οπτικής πυκνότητας 

της ομάδας ελέγχου το πρώτο 24ώρο). Ωστόσο, σε αντίθεση με τα ΛΜΚ αρσενικού 

κουνελιού η φλουταμίδη δεν επηρέασε τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων που 

επωάστηκαν παρουσία 10%FBS (132.5±3.05% σε κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με 

ορό και 120.86±3.37% παρουσία ορού και φλουταμίδης) (Εικόνα 17).  
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Εικόνα 17.
Επίδραση τεστοστερόνης (10-8Μ), παρουσία του αναστολέα του υποδοχέα ανδρογόνων
φλουταμίδη (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας θηλυκού κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control 
#Ρ<0.05 σε σύγκριση με την επίδραση του ορού ή της τεστοστερόνης μόνης στη οπτική
πυκνότητα (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 
 

 

3.2 Επίδραση της οιστραδιόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

3.2.1 Επίδραση της οιστραδιόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας θηλυκού 

κουνελιού 

Η κύρια γεννητική ορμόνη των θηλυκών ατόμων στα θηλαστικά είναι η 

οιστραδιόλη. Μετά τη μελέτη της επίδρασης της τεστοστερόνης στα ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, διερευνήθηκε η επίδραση της οιστραδιόλης στον ίδιο κυτταρικό τύπο. Η 

οιστραδιόλη 10-8Μ αύξησε σημαντικά την ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης στα 

κύτταρα από 496.86±131.35cpm της ομάδας ελέγχου σε 3885.54±1075.87cpm στα 

κύτταρα που επωάστηκαν για 24 ώρες με 10-8Μ οιστραδιόλη (Εικόνα 18).  

Παρόλη την αύξηση που προκάλεσε η οιστραδιόλη στην ενσωμάτωση 

ραδιενέργειας, δεν φάνηκε να επηρεάζει τον αριθμό των ΛΜΚ που απομονώθηκαν 

από τραχεία ενήλικου θηλυκού κουνελιού μετά από 24 ή 72 ώρες επώασης καθώς η 

οπτική πυκνότητα των κυττάρων αυξήθηκε κατά. 133.21±14.37% μετά από 24h και 

κατά 137.66±16.61% μετά από 72h (στατιστικά μη σημαντική διαφορά) σε σχέση με 

την ομάδα ελέγχου (Εικόνα 19).  
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Εικόνα 18.
Επίδραση οιστραδιόλης (10-8Μ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας θηλυκού κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM 
και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση
με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού
(unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 
 

 

0

100

200

300

estradiol 10-8M
N=6

10%FBS
control

24h 72h

**

O
D

 %
 o

f c
on

tr
ol

, 2
4h

Εικόνα 19.
Επίδραση οιστραδιόλης (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας θηλυκού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με
την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 100 

3.2.1.1 Σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από την οιστραδιόλη σε 

ΛΜΚ τραχείας θηλυκού κουνελιού. 

Στη συνέχεια μελετήθηκαν τα σηματοδοτικά μονοπάτια μέσω των οποίων 

μεσολαβείται η δράση της οιστραδιόλης στην ενσωμάτωση της ραδιενεργού 

θυμιδίνης. Τόσο ο αναστολέας του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών PD98059 

(100μΜ), όσο και ο αναστολέας του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LΥ294002 (20μΜ), 

ανέστειλαν την επαγομένη από την οιστραδιόλη ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης 

σε ΛΜΚ τραχείας θηλυκού κουνελιού (Εικόνα 20). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση 

ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 3885.54±1075.87cpm στα κύτταρα που επωάστηκαν 

μόνο με οιστραδιόλη. 486.27±85.85cpm στα κύτταρα που επωάστηκαν με 

οιστραδιόλη παρουσία PD98059 και 832.07±389.02cpm στα κύτταρα που 

επωάστηκαν με οιστραδιόλη παρουσία LΥ294002. 
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Εικόνα 20.
Επίδραση οιστραδιόλης (10-8Μ), παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού των
ΜΑΡΚ PD98059 (100μΜ) και του μονοπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στην
ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control και #Ρ<0.05, σε
σύγκριση με την επίδραση της οιστραδιόλης στην ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης
(unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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3.2.2 Επίδραση της οιστραδιόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού κουνελιού 

Μελετήθηκε η επίδραση της οιστραδιόλης σε κύτταρα που απομονώθηκαν και 

από τραχεία αρσενικού κουνελιού. Σε ΛΜΚ τραχείας αρσενικού κουνελιού η 

οιστραδιόλη εμφάνισε παρόμοια δράση με αυτή που εμφανιζόταν στα κύτταρα του 

θηλυκού κουνελιού. Δηλαδή, παρόλο που παρατηρήθηκε αύξηση της ενσωμάτωσης 

ραδιενέργειας από τα κύτταρα που επωάστηκαν για 24 ώρες με οιστραδιόλη 10-8Μ 

από 553.36±49.68cpm στην ομάδα ελέγχου σε 5551.68±1556.15 cpm στα κύτταρα 

που επωάστηκαν με οιστραδιόλη (Εικόνα 21), δεν παρατηρήθηκε αύξηση στον 

αριθμό  των κυττάρων πο υ επωάστηκαν για 2 4  ή 7 2  ώρες με την ο ρμό νη 

(113.04±7.64% στις 24h και 130.81±8.45% στις 72h, στατιστικά μη σημαντική 

διαφορά), (Εικόνα 22).  
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Εικόνα 21.
Επίδραση οιστραδιόλης (10-8Μ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας αρσενικού κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05
σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν
απουσία ορού (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 22.
Επίδραση οιστραδιόλης (10-8Μ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας αρσενικού
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε
σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (control) δηλαδή κύτταρα που επωάστηκαν
απουσία ορού (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

4 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών σε ΛΜΚ. 

4.1 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού 

4.1.1.1 Επίδραση ακετυλοχολίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. 

Ο μουσκαρινικός αγωνιστής ακετυλοχολίνη, ο οποίος συνδέεται με 

μουσκαρινικούς υποδοχείς σε ΛΜΚ αεραγωγών, χρησιμοποιήθηκε σε 3 διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 10-7, 10-5, και 10-3Μ. Οι συγκεντρώσεις αυτές επιλεχθήκαν καθώς η 10-

7Μ είναι η συγκέντρωση ακετυλοχολίνης που δεν έχει καμία επίδραση στη σύσπαση 

λείων μυικών ινών, σε πειράματα σύζευξης διέγερσης-συστολής, η 10-5Μ είναι η 

συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται το μισό της μέγιστης επίδρασης της 

ακετυλοχολίνης σε σύσπαση ΛΜΙ (IC50) και η 1 0-3Μ είναι η συγκέντρωση που 

εμφανίζει τη μέγιστη επίδραση στη σύσπαση, όπως έχει δειχθεί από πειράματα που 

έχουν γίνει στο εργαστήριο Φυσιολογίας στο παρελθόν.  
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Τα κύτταρα επωάστηκαν με τις 3 συγκεντρώσεις της ακετυλοχολίνης για 24, 48 

και 72 ώρες και μετρήθηκε η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης. Παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική αύξηση των νεοσυντιθέμενων μορίων DNA σε κύτταρα που 

επωάστηκαν και με τις 3 συγκεντρώσεις ακετυλοχολίνης για 24, 48 και 72 ώρες 

(Εικόνα 23). Συγκεκριμένα η μετρούμενη ενσωματωμένη ραδιενέργεια ήταν 

136±20cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού, 11508±3960cpm σε κύτταρα 

που επωάστηκαν με 10% FBS και 1690±374cpm, 1549±441cpm ή 1978±550cpm σε 

κύτταρα που επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη 10-7M, 10-5M ή 10-3M αντίστοιχα.  

Αντίθετα, όταν ο αριθμός των κυττάρων εκτιμήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 

96® AQueous One Solution Assay δεν παρατηρήθηκε καμία μεταβολή του αριθμού 

των κυττάρων (Εικόνα 24), παρόλο που τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν 

διατηρούσαν ικανότητα πολλαπλασιασμού τους, όπως φαίνεται από τη στατιστικά 

σημαντική αύξηση του αριθμού των κυττάρων όταν αυτά επωάστηκαν με 10% ορό 

(αύξηση της τάξης του 153.2±16.23% μετά από 48 ώρες και 237,2±17% μετά από 72 

ώρες επώασης). 

0

500

1000

control
10% FBS
ACh 10-7 M
ACh 10-5 M
ACh 10-3 M
N=4

2000
7000

12000
17000

**

cp
m

24h 48h 72h

**

** ** *

**

** ** **

**

**
** *

Εικόνα 23.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης (ACh) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01. σε σύγκριση με το control (unpaired 
t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 24.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης (ACh) στον αριθμό των
ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM 
και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και
**P<0.01 σε σύγκριση με το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post 
test)  

4.1.1.2 Επίδραση καρβαχόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Η καρβαχόλη είναι αγωνιστής των μουσκαρινικών υποδοχέων αλλά διαφέρει 

από την ακετυλοχολίνη στο ότι δεν διασπάται από την ακετυλοχολινεστεράση. Τα 

κύτταρα επωάστηκαν με 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις καρβαχόλης 10-9, 3*10-7 και 

10-5Μ, οι οποίες επελέγησαν για τους ίδιους λόγους με τις προαναφερθείσες 

συγκεντρώσεις της ακετυλοχολίνης. Δηλαδή, από πειράματα που έγιναν στο 

εργαστήριο Φυσιολογία στο παρελθόν και αφορούσαν τη σύζευξη διέγερσης- 

συστολής σε λείες μυικές ίνες τραχείας κουνελιού, βρέθηκε ότι η συγκέντρωση 10-9Μ 

καρβαχόλης  δεν έχει καμία επίδραση στη σύσπαση λείων μυικών ινών , η 3*10-7Μ 

είναι η συγκέντρωση στην οποία παρατηρείται το μισό της μέγιστης επίδρασης της 

καρβαχόλης  σε σύσπαση λείων μυικών ινών (IC50) και η 10-5Μ είναι η συγκέντρωση 

που εμφανίζει τη μέγιστη επίδραση στη σύσπαση. 

 Μετά από επώαση 24, 48 και 72 ωρών παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 

αύξηση στην ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης σε κύτταρα που επωάστηκαν ακόμα 

και με τη μικρότερη συγκέντρωση καρβαχόλης (Εικόνα 25). Συγκεκριμένα, η 

μετρούμενη ενσωματωμένη ραδιενέργεια ήταν 302±101cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν απουσία ορού, 13743±4383cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με 10% 
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FBS και 1479±662cpm, 2094±1029cpm ή 2468±472cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν 

με καρβαχόλη 10-9M, 3*10-7M ή 10-5M αντίστοιχα.  Ωστόσο οι ίδιες συνθήκες 

καλλιέργειας δεν οδήγησαν σε καμία μεταβολή στον αριθμό των κυττάρων , όπως 

αυτός μετρήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay (Εικόνα 

26). 

4.1.1.3 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον φαινότυπο ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. 

Παρόλο που η επώαση των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με τους μουσκαρινικούς 

αγωνιστές ακετυλοχολίνη και καρβαχόλη δεν επηρέασε τον αριθμό των κυττάρων, 

παρατηρήθηκε επίδρασή τους στη μορφολογία των κυττάρων (Εικόνα 27). 

Συγκεκριμένα, παρουσία ακετυλοχολίνης 10-7M ή καρβαχόλης 10-9M τα ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού απέκτησαν τον ‘συνθετικό’ φαινότυπο, που εμφάνιζαν κύτταρα 

που επωάστηκαν παρουσία  10% FBS, μετά από 30 ημέρες επώασης. Οι 

παρατηρούμενες μεταβολές της μορφολογίας των κυττάρων ήταν ορατές από τις 

πρώτες 48 ώρες της επώασης και γινόταν πιο εμφανείς σταδιακά με την πάροδο του 

χρόνου, καθώς εξαρτώνται από τον χρόνο της επώασης.  
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Εικόνα 25.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων καρβαχόλης (CCh) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01. σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 106 

 

0

100

200

300

control
10%FBS
CCh 10-9M
CCh 3*10-7M
CCh 10-5M
N=6

*

**

24h 48h 72h

OD
%

 o
f c

on
tro

l, 
24

h

Εικόνα 26.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων καρβαχόλης (CCh) στον αριθμό των ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε
σύγκριση με το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

Εικόνα 27.
Επίδραση ακετυλοχολίνης ή καρβαχόλης, μετά από 30 ημέρες επώασης, στη
μορφολογία ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, τα οποία έχουν υποστεί στέρηση ορού για 7 
ημέρες.  
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4.1.1.4 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού, μετά από παρατεταμένη στέρηση ορού. 

Υπάρχουν μελέτες που δείχνουν ότι η στέρηση ορού προκαλεί αύξηση του 

ποσοστού των κυττάρων που εκφράζουν τον ‘συσταλτό’ φαινότυπο (3, 4), αλλά και 

της έκφρασης Μ3 μουσκαρινικών υποδοχέων (5), σε καλλιέργειες ΛΜΚ αεραγωγών. 

Έτσι, ελέγχθηκε η επίδραση της ακετυλοχολίνης και της καρβαχόλης στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, τα οποία είχαν υποστεί στέρηση ορού 

για 7 ημέρες. Πράγματι, οι μουσκαρινικοί αγωνιστές είχαν διαφορετική επίδραση στα 

κύτταρα αυτά, καθώς αύξησαν στατιστικώς σημαντικά τον αριθμό τους (Εικόνα 28).  
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Εικόνα 28.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (ACh) ή καρβαχόλης (CCh), μετά από 72h επώασης, στον
αριθμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, τα οποία έχουν υποστεί στέρηση ορού για 7 ημέρες. 
Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01 και ***P<0.001 σε
σύγκριση με το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

4.1.2 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

4.1.2.1 Επίδραση ακετυλοχολίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη 10-7 Μ, παρουσία 0.1, 1, 5% 

ο ρο ύ για  4 8 ώρες και μετρήθηκε η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης, δεν 
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ανιχνεύθηκε συνεργική επίδραση της ακετυλοχολίνης και του ορού στην ενσωμάτωση 

ραδιενέργειας (Εικόνα 29).  Επιπλέον, επώαση των κυττάρων με τις τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ακετυλοχολίνης, παρουσία των ίδιων συγκεντρώσεων ορού για 24, 48, 

72 ώρες , δεν προκάλεσε καμία συνεργική δράση των δύο παραγόντων, όσον αφορά 

τον αριθμό των κυττάρων (τα αποτελέσματα δεν απεικονίζονται). 
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Εικόνα 29.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (ACh) (10-7Μ), παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων
FBS στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01. σε σύγκριση με το control 
(unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

4.1.2.2 Επίδραση καρβαχόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

Επώαση ΛΜΚ με καρβαχόλη 10-9Μ, παρουσία ορού 0.1, 1 και 5% για  48 ώρες 

δεν εμφάνισε καμία συνεργική δράση ως προς την ενσωμάτωση της ραδιενέργειας, σε 

κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία της μικρότερης συγκέντρωσης καρβαχόλης και 

των διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού (Εικόνα 30). Παρόμοια, όταν τα κύτταρα 

επωάστηκαν με καρβαχόλη 10-9Μ, 3*10-7Μ και 10-5Μ, παρουσία ορού (0.1, 1, 5%) για 

24, 48, 72 ώρες, δεν παρατηρήθηκε καμία συνεργική δράση ως προς την αύξηση του 

αριθμού των κυττάρων, όπως αυτά μετρήθηκαν με την μέθοδο Cell Titer 96® 

AQueous One Solution Assay (τα αποτελέσματα δεν απεικονίζονται).  
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Εικόνα 30.
Επίδραση καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ), παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων FBS
στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με
τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)  

4.1.3 Ενεργοποίηση σηματοδοτικων μονοπατιών από μουσκαρινικούς αγωνιστές. 

4.1.3.1 Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

(ΡΙ3Κ) από την ακετυλοχολίνη ή την καρβαχόλη σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Καθώς οι μουσκαρινικοί αγωνιστές (ακετυλοχολίνη, καρβαχόλη) οδήγησαν σε 

αύξηση της ενσωμάτωσης ραδιενέργειας στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

διερευνήθηκαν τα σηματοδοτικά μονοπάτια που εμπλέκονται στη δράση τους αυτή. 

Αρχικά ελέγχθηκε η ενεργοποίηση του μονοπατιού της ΡΙ3Κ από την ακετυλοχολίνη 

και την καρβαχόλη με χρήση της τεχνικής της ανοσοαποτύπωσης κατά Western με 

αντίσωμα έναντι της φωσφορυλιωμένης μορφής της Akt πρωτεΐνης σε ολικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα κυττάρων που επωάστηκαν για 4 ώρες με 10-7M 

ακετυλοχολίνη ή 10-9M καρβαχόλη. Η ακετυλοχολίνη και η καρβαχόλη ενεργοποίησαν 

το μονοπάτι της ΡΙ3Κ, καθώς παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων της  

φωσφορυλιωμένης Akt. Ο λόγος phosho-Akt/β-actin, που είναι ενδεικτικός της 

ποσότητας της πρωτεΐνης που ανιχνεύεται, ήταν 0.2±0.13 σε κύτταρα που επωάστηκαν 

χωρίς ορό, 1.54±0.4 σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία 10% FBS και 1.03±0.39, 

0.84±0.29 σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία 10-7M ακετυλοχολίνη ή 10-9M 

καρβαχόλη αντίστοιχα (Εικόνα 31). 
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Εικόνα 31.
Α.Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-Akt, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με
ακετυλοχολίνη (Ach) (10-7Μ) ή καρβαχόλη (CCh) (10-9Μ)
Β. Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με ακετυλοχολίνη (10-7Μ) ή καρβαχόλη (10-9Μ). 
Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με
το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων
να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

ΒΑ

 

 

Στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκε ο αναστολέας του μονοπατιού της PI3K, 

LY294002 (20μΜ) και μελετήθηκε η επίδραση της ακετυλοχολίνης και της 

καρβαχόλης, παρουσία του αναστολέα στην ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης στα 

ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Το LY294002 (20μΜ) δεν είχε καμία επίδραση στην 

ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης σε κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού 

για 48 ώρες. Αντιθέτως ελάττωσε σημαντικά την επαγομένη από 10%FBS 

ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης από 22764±3927 σε 8434±1364 cpm (η σύγκριση 

έγινε ανάμεσα σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό παρουσία του αναστολέα και σε 

κύτταρα που επωάστηκαν με σκέτο ορό). Η παρουσία του LY294002 (20μΜ) στο 

θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας ελάττωσε σημαντικά την ενσωμάτωση ραδιενέργειας 

που είχε επαχθεί από την ακετυλοχολίνη σε συγκέντρωση 10-7M (Εικόνα 32). 

Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση ήταν 7597±1376 και 3745±873 cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν για 48 ώρες με 10-7M ακετυλοχολίνη και 10-7M ακετυλοχολίνη παρουσία 

20μΜ LY294002 αντίστοιχα. Η παρουσία του αναστολέα της ΡΙ3Κ, LY294002, δεν 

είχε καμιά επίδραση στην επαγομένη από 10-9 Μ καρβαχόλη ενσωμάτωση ραδιενεργής 

θυμιδίνης. 
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Εικόνα 32.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (ACh) (10-7Μ) ή καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ), παρουσία
του αναστολέα του μονοπατιού της PI3K, LY294002 (20μΜ) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το control, #P<0.05 
και ##P<0.01 σε σύγκριση με την ακετυλοχολίνη ή το FBS μόνο του (unpaired t-test 
με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Mann-Whitney test)  

 

4.1.3.2 Ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών από την ακετυλοχολίνη ή 

την καρβαχόλη σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων εκτός από το σηματοδοτικό μονοπάτι της 

ΡΙ3Κ εμπλέκεται και το σηματοδοτικό μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών. Η πιθανή 

ενεργοποίηση του μονοπατιού αυτού μελετήθηκε με την ανίχνευσης της βασικής του 

πρωτεΐνης p42/44 στην φωσφορυλιωμένη-ενεργή μορφή της, με την τεχνική της 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης από κύτταρα που 

είχαν επωαστεί για 4 ώρες με 10-7M ακετυλοχολίνη ή 10-9M καρβαχόλη. Και οι δύο 

μουσκαρινικοί αγωνιστές ενεργοποιούν το μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών καθώς 

ανιχνεύτηκε ποσότητα φωσφορυλιωμένης p42/44 πρωτεΐνης σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με τους αγωνιστές αυτούς. Ο λόγος phosho-p42-44/β-actin ήταν 

0.017±0.008 σε κύτταρα της ομάδας ελέγχου, 1.604±0.37 σε κύτταρα που επωάστηκαν 

με 10% FBS και 0.438±0.25 ή 0.561±0.18 σε κύτταρα που επωάστηκαν με 10-7M 

ακετυλοχολίνη ή 10-9M καρβαχόλη αντίστοιχα (Εικόνα 33).  
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Εικόνα 33.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p42/44, και anti-β-actin σε
ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για
4h με ακετυλοχολίνη (Ach) (10-7Μ) ή καρβαχόλη (CCh) (10-9Μ)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με ακετυλοχολίνη (10-7Μ) ή καρβαχόλη (10-9Μ). 
Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση
με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της ακετυλοχολίνης και της καρβαχόλης 

παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών, PD89005 (100μΜ). Ο 

αναστολέας δεν επηρέασε την ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε κύτταρα που 

επωάστηκαν απουσία ορού, αλλά ελάττωσε σημαντικά την επαγόμενη από 10% FBS 

ενσωμάτωση, από 22764±3927 σε 12300±1769cpm. Παρουσία του PD89005 (100μΜ) 

ελαττώθηκε, αλλά όχι στατιστικά σημαντικά, η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης 

στα κύτταρα που επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη (10-7M) για 48 ώρες. Ωστόσο, 

παρουσία του PD89005, ελαττώθηκε σημαντικά η επαγόμενη από την καρβαχόλη (10-

9M) ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης (Εικόνα 34). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση 

ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 8254±1642cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με 

καρβαχόλη και 3325±650cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με καρβαχόλη παρουσία 

του PD89005.  
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Εικόνα 34.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (ACh) (10-7Μ) ή καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ), παρουσία
του αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το control και
#P<0.05 σε σύγκριση με την ακετυλοχολίνη ή το FBS μόνο του (unpaired t-test με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)  

 

4.1.4 Επίδραση μουσκαρινικών ανταγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού. 

4.1.4.1 Επίδραση γκαλαμίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού που 

επάγεται από τους μουσκαρινικούς αγωνιστές. 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η πιθανή εμπλοκή των Μ2 υποδοχέων στην δράση 

των μουσκαρινικών αγωνιστών στην ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης στα 

ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Για τον λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε ο αλλοστερικός 

ανταγωνιστής των μουσκαρινικών υποδοχέων, γκαλαμίνη, σε συγκέντρωση 10-5Μ. Στη 

συγκέντρωση αυτή η γκαλαμίνη έχει δειχθεί ότι παρεμποδίζει κυρίως τους Μ2 

μουσκαρινικούς υποδοχείς (3). Παρατηρήθηκε, ότι κύτταρα τα οποία είχαν επωαστεί 

για 48 ώρες μόνο με γκαλαμίνη εμφάνισαν αυξημένη ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης από 188.6±30.4cpm σε 1510±730.7cpm (Εικόνα 35). Αντίθετα, η γκαλαμίνη 

δεν επηρέασε την ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε κύτταρα που επωάστηκαν 

παρουσία 10% FBS (Εικόνα 35, Εικόνα 36). 
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Η γκαλαμίνη δεν επηρέασε την επαγόμενη από την ακετυλοχολίνη ενσωμάτωση 

ραδιενεργού θυμιδίνης. Η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 2475±601.3cpm 

σε κύτταρα που επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη και 3698±1272cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη παρουσία γκαλαμίνης (Εικόνα 35). Παρόμοια, η 

γκαλαμίνη δεν ελάττωσε την επαγόμενη από την καρβαχόλη ενσωμάτωση ραδιενεργής 

θυμιδίνης (Εικόνα 36). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 

3440±809.9cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με καρβαχόλη και 4334±983.7cpm σε 

κύτταρα που επωάστηκαν με καρβαχόλη παρουσία γκαλαμίνης.  
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Εικόνα 35.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (Ach) (10-7Μ), παρουσία του ανταγωνιστή των Μ2 
μουσκαρινικών υποδοχέων, γκαλαμίνη (10mΜ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 
και **P<0.01 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 36.
Επίδραση καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ), παρουσία του ανταγωνιστή των Μ2 
μουσκαρινικών υποδοχέων, γκαλαμίνη (10mΜ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 
σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 

4.1.4.2 Επίδραση τιοτροπίου στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού που 

επάγεται από τους μουσκαρινικούς αγωνιστές 

Το τιοτρόπιο είναι ανταγωνιστής των Μ2 και Μ3 μουσκαρινικών υποδοχέων. 

Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν με 30 nM ή 100nM τιοτρόπιο αυξήθηκε η ενσωμάτωση 

ραδιενεργού θυμιδίνης, από 672±223cpm, στα κύτταρα της ομάδας ελέγχου, σε 

4449±1427cpm ή 4566±1137cpm στα κύτταρα που επωάστηκαν με τιοτρόπιο 30 nM ή 

100nM αντίστοιχα Η επίδραση αυτή του τιοτροπίου φτάνει στο μέγιστο επίπεδο από τη 

συγκέντρωση 30nM. Σε κύτταρα που επωάστηκαν με 10% ορό παρουσία τιοτροπίου 

δεν εμφανίστηκε καμία διαφορά ως προς την ενσωμάτωση ραδιενεργού υλικού (Εικόνα 

37). 

Ωστόσο, η παρουσία του τιοτροπίου (30 nM και 100nM) ελάττωσε, αλλά όχι 

στατιστικά σημαντικά, την ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης στα ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού που προκλήθηκε από την ακετυλοχολίνη (Εικόνα 38) ή καρβαχόλη 

(Εικόνα 39).  
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Εικόνα 37.
Επίδραση του ανταγωνιστή των Μ2-Μ3 μουσκαρινικών υποδοχέων, τιοτρόπιο
(30nM, 100nΜ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το
control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων
να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 38.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (Ach) (10-7Μ) παρουσία του ανταγωνιστή των Μ2-Μ3 
μουσκαρινικών υποδοχέων, τιοτρόπιο (30nM, 100nΜ) στην ενσωμάτωση methyl-
[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
**P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)
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Εικόνα 39
Επίδραση καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ) παρουσία του ανταγωνιστή των Μ2-Μ3 
μουσκαρινικών υποδοχέων, τιοτρόπιο (30nM, 100nΜ) στην ενσωμάτωση methyl-
[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
*P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 

 

4.2 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου 

4.2.1.1 Επίδραση ακετυλοχολίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Μελετήθηκε η επίδραση τριών διαφορετικών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης 

(10-7M, 10-5M, 10-3M) ή καρβαχόλης (10-9M, 3*10-7M, 10-5M) στην οπτική πυκνότητα 

των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Οι συγκεκριμένες συγκεντρώσεις επιλέχθησαν, όπως 

και στην περίπτωση των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, με βάση πειράματα συσπάσεων 

λείων μυικών ινών. Έχει βρεθεί λοιπόν, ότι οι συγκεντρώσεις 10-7M ακετυλοχολίνης 

και 10-9M καρβαχόλης είναι συγκεντρώσεις στις οποίες δεν παρατηρείται επίδραση 

στις συσπάσεις, οι συγκεντρώσεις 10-5M ακετυλοχολίνης και 3*10-7M καρβαχόλης 

αποτελούν συγκεντρώσεις στις οποίες παρατηρείται το μισό της μέγιστης επίδρασης 

των αγωνιστών αυτών στη σύσπαση (IC50) και τέλος οι συγκεντρώσεις  10-3M 

ακετυλοχολίνης και 10-5M καρβαχόλης αποτελούν τις μέγιστες χρησιμοποιούμενες 

έτσι ώστε να παρατηρείται σύσπαση σε λείες μυικές ίνες ανθρώπινων αεραγωγών. 

Όταν μελετήθηκε η επίδραση των τριών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης στην 
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ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης, μετά από 24, 48 ή 72ώρες επώασης δεν 

παρατηρήθηκε καμία αύξηση της ενσωμάτωσης προκαλούμενη από την ακετυλοχολίνη 

(Εικόνα 40). Συγκεκριμένα, μετά από 48h επώασης η ενσωμάτωση ήταν 556±282cpm 

σε κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού, 2210±650cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με 10% FBS και 1344±504cpm, 1185±717cpm ή 794±389cpm σε 

κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία ακετυλοχολίνης 10-7M, 10-5M ή 10-3M αντίστοιχα. 

Επιπλέον, ο αριθμός των κυττάρων παρέμεινε αμετάβλητος στις ίδιες συνθήκες 

καλλιέργειας (Εικόνα 41).  
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Εικόνα 40.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης (ACh) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01. σε σύγκριση με το control 
(unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 41.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων ακετυλοχολίνης (ACh) στον αριθμό των
ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM 
και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και
**P<0.01 σε σύγκριση με το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  

 

4.2.1.2 Επίδραση καρβαχόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου επωάστηκαν με τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις καρβαχόλης (10-9M, 3*10-7M και 10-5M) για 24, 48, 72 ώρες. Τα 

αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν ήταν ανάλογα με αυτά που παρουσίασε η 

ακετυλοχολίνη. Δηλαδή δεν εμφανίστηκε καμία αύξηση της ενσωμάτωσης τριτιωμένης 

θυμιδίνης ή του αριθμού των κυττάρων (Εικόνα 42, 43). Ενδεικτικά μετά από 48h 

επώασης με τις τρεις συγκεντρώσεις της καρβαχόλης, η ενσωμάτωση ραδιενέργειας  

ήταν 365±71cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, 

3716±802cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με 10% FBS και 795±247cpm, 

625±248cpm ή 885±343cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία καρβαχόλης σε 

συγκεντρώσεις 10-9M, 3*10-7M ή 10-5M αντίστοιχα. 
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Εικόνα 42.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων καρβαχόλης (CCh) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01. σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)
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Εικόνα 43.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων καρβαχόλης (CCh) στον αριθμό των ΛΜΚ
βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε
σύγκριση με το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)
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4.2.2 Επίδραση μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου, παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

4.2.2.1 Επίδραση ακετυλοχολίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου, παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

Η επώαση των κυττάρων με ακετυλοχολίνη (10-7Μ) παρουσία 0.1%, 1% ή 5% 

ορού για  48ώρες, δεν οδήγησε σε καμία συνεργική δράση των δύο παραγόντων, 

δηλαδή της ακετυλοχολίνης και του ορού, καθώς η ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης παρουσία ακετυλοχολίνης και ορού δεν άλλαξε σε σχέση με την επαγόμενη 

από τον ορό ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης (Εικόνα 44). Επιπλέον, η επώαση των 

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με ακετυλοχολίνη 10-7M, 10-5M ή 10-3M, παρουσία των 

διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού για 24, 48, 72 ώρες δεν προκάλεσε κάποια 

αθροιστική δράση όσον αφορά τον αριθμό των κυττάρων (τα αποτελέσματα δεν 

απεικονίζονται).  
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Εικόνα 44.
Επίδραση ακετυλοχολίνης (ACh) (10-7Μ), παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων
FBS στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01 και ***P<0.001 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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4.2.2.2 Επίδραση καρβαχόλης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ορού.  

Επώαση ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με καρβαχόλη (10-9 Μ),  παρουσία ορού 

(0,1, 1, 5%) για  48 ώρες, δεν προκάλεσε συνεργική δράση ως προς την ενσωμάτωση 

ραδιενεργού θυμιδίνης, όπως και στην περίπτωση της ακετυλοχολίνης (Εικόνα 45). Η 

επώαση των κυττάρων με καρβαχόλη 10-9M, 3*10-7M και 10-5M, παρουσία ορού για 

24, 48, 72 ώρες δεν προκάλεσε αύξηση της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων, όπως 

αυτή μετρήθηκε με την μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay.Η οπτική 

πυκνότητα κυττάρων που επωάστηκαν με τον μουσκαρινικό αγωνιστή παρουσία ορού, 

φάνηκαν να ακολουθούν την επαγόμενη από τον ορό αύξηση (τα αποτελέσματα δεν 

απεικονίζονται). 
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Εικόνα 45.
Επίδραση καρβαχόλης (CCh) (10-9Μ), παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων
FBS στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το
control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων
να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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5. Επίδραση φλεγμονωδών παραγόντων σε ΛΜΚ  

5.1 Επίδραση φλεγμονωδών παραγόντων στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού 

5.1.1 Επίδραση της ιντερλευκίνης 1β (interleukin 1β, ΙL-1β ) στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

 Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) για 48h 

αυξήθηκε σημαντικά η ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης (Εικόνα 46). 

Συγκεκριμένα η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 1801±634cpm, 

19361±2342cpm, και 4332±758 cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν σε θρεπτικό χωρίς 

ορό, παρουσία 10% FBS ή παρουσία 15ng/ml ιντερλευκίνης-1β αντίστοιχα. Όταν τα 

κύτταρα επωάστηκαν με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) για 7 2h δεν παρατηρήθηκε 

αύξηση του αριθμού των κυττάρων, όπως αυτός εκτιμήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 

96® AQueous One Solution Assay (Εικόνα 47).   
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Εικόνα 46.
Επίδραση ιντερλευκίνης 1β (IL-1b) (15ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
*P<0.05 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)
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Εικόνα 47.
Επίδραση ιντερλευκίνης 1β (IL-1b) (15ng/ml), στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με
το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

 

5.1.2 Επίδραση του παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-

α) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία TNF-α (1ng/ml) για 4 8h 

παρατηρήθηκε αύξηση της ενσωμάτωσης ραδιενεργού θυμιδίνης από τα κύτταρα, σε 

σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης 

ήταν 1801±634cpm, 19361±2342cpm, και 5824±604cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν 

απουσία ορού, παρουσία 10% FBS ή 1ng/ml TNF-α αντίστοιχα (Εικόνα 48). Η επώαση 

των κυττάρων  παρουσία TNF-α (1ng/ml) για 7 2h δεν επηρέασε τον αριθμό των 

κυττάρων όπως αυτός εκτιμήθηκε με  τη μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution 

Assay (Εικόνα 49).  
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Εικόνα 48.
Επίδραση TNFα (1ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 και
***P<0.001 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney 
test)
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Εικόνα 49.
Επίδραση TNFα (1ng/ml), στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)
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5.1.3 Επίδραση των φλεγμονωδών παραγόντων ιντερλευκίνη 1β (interleukin 1β, 

ΙL-1β ) και παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-α) στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, παρουσία μουσκαρινικών αγωνιστών. 

Παρόλο που τόσο η ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) και ο TNF-α (1ng/ml) , όσο και 

η ακετυλοχολίνη (10-7M) ή η καρβαχόλη (10-9M) από μόνες τους αύξησαν σημαντικά 

την ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης στα κύτταρα, δεν παρατηρήθηκε καμία 

συνεργική επίδραση μεταξύ αυτών των παραγόντων (Πίνακας 1). Παρόμοια 

αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στην μετρούμενη οπτική πυκνότητα κυττάρων που 

είχαν επωαστεί ταυτόχρονα με τους  μουσκαρινικούς αγωνιστές και την ιντερλευκίνη 

1β ή τον TNF-α  αντίστοιχα (τα αποτελέσματα δεν απεικονίζονται).  

 

5294±1021 cpm (N=4)+TNF-α 1ng/ml+CCh 10-9M
7133±2163 cpm (N=4)+TNF-α 1ng/ml+ACh 10-7M
7000±426 cpm (N=4)*+TNF-α 1ng/ml
4062±837 cpm (N=4)+IL-1β 15ng/ml+ CCh 10-9M
4109±484 cpm (N=4)+IL-1β 15ng/ml+ ACh 10-7M

4534±760 cpm (N=4)*+IL-1β 15ng/ml

4588±1327 cpm (N=4)*+CCh 10-9M
6465±1405 cpm (N=4)*+ACh 10-7M 

22579±3375 cpm (N=4)*10% FBS 
1050±291 cpm (N=4)control

ΛΜΚ τραχείας κουνελιούπαράγοντας

Πίνακας 1.
Η επίδραση των κυτοκινών ιντερλευκίνη-1β (IL-1 β, 15 ng/ml) και παράγοντα
νέκρωσης όγκων (Tumor Necrosis Factor α, TNF- α, 1ng/ml) σε απουσία ή παρουσία
ακετυλοχολίνης (ACh, 10-7M) ή καρβαχόλης (CCh, 10-9M) στην ενσωμάτωση 3[H]-
θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Οι τιμές παρουσιάζονται ως mean±SEM και
το N αντιπροσωπεύει τον αριθμό των αανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01 
σε σύγκριση με το control 
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5.1.4 Ενεργοποίηση σηματοδοτικων μονοπατιών από φλεγμονώδεις παράγοντες σε 

ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

5.1.4.1 Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

(ΡΙ3Κ) από την ιντερλευκίνη 1β (interleukin 1β, ΙL-1β) ή τον παράγοντα νέκρωσης 

όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-α) σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Εφόσον παρατηρήθηκε ότι η ιντερλευκίνη 1β και ο TNF-α προκάλεσαν αύξηση 

στην ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης από κύτταρα που επωάστηκαν με τους 

παραπάνω παράγοντες, μελετήθηκε η πιθανή ενεργοποίηση του σηματοδοτικού 

μονοπατιού της ΡΙ3Κ από τους παράγοντες αυτούς. Με ανοσοαποτύπωση κατά 

Western σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης κυττάρων που επωάστηκαν με τους 

παραπάνω παράγοντες ανιχνεύτηκε μικρή ποσότητα της φωσφορυλιωμένης μορφής της 

Akt πρωτεΐνης. Η ποσότητα της φωσφορυλιωμένης μορφής της Akt πρωτεΐνης δεν 

ήταν στατιστικώς σημαντικά αυξημένη σε σύγκριση με την ποσότητα που ανιχνεύτηκε 

σε κύτταρα που επωάστηκαν με θρεπτικό υλικό απουσία ορού, όπως φαίνεται από τον 

λόγο φωσφορυλιωμένης Akt/β-actin (Εικόνα 50). 
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Εικόνα 50.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-Akt, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με
ιντερλευκίνη 1β (IL-1b) (15ng/ml) ή με TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) ή με TNF α (1ng/ml)
Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση
με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της ιντερλευκίνης 1β και του TNF-α  

στην ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, παρουσία του 

αναστολέα του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LY294002 (20μΜ). Τα κύτταρα επωάστηκαν για 

48 ώρες με τους φλεγμονώδεις παράγοντες παρουσία του αναστολέα και 

παρατηρήθηκε ότι ελαττώθηκε σημαντικά η επαγόμενη από τον TNF-α (1ng/ml) 

ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης (7165±826.5 απουσία και 1742±946.9 

παρουσία του αναστολέα), αλλά όσον αφορά την επαγόμενη από την ιντερλευκίνη 1β 

ενσωμάτωση ναι μεν ελαττώθηκε, αλλά η μείωσή της δεν ήταν στατιστικώς σημαντική 

(10353±3431 απουσία και 2815±924.3 παρουσία του αναστολέα) (Εικόνα 51). 
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Εικόνα 51.
Επίδραση ιντερλευκίνης 1β (IL-1β) (15ng/ml) ή TNF α (1ng/ml), παρουσία του
αναστολέα του μονοπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control και #Ρ<0,05 σε
σύγκριση με τον TNF α μόνο του (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

5.1.4.2 Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης των ΜΑΡ κινασών από την 

ιντερλευκίνη 1β (interleukin 1β, ΙL-1β) ή τον παράγοντα νέκρωσης όγκων α 

(tumor necrosis factor α, TNF-α σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Μελετήθηκε η πιθανή ενεργοποίηση δύο διαφορετικών μονοπατιών των ΜΑΡ 

κινασών, το μονοπάτι της p42/44 και το μονοπάτι της p38 πρωτεΐνης. Ανιχνεύτηκαν με 

ανοσοαποτύπωση κατά Western οι φωσφορυλιωμένες μορφές των δύο αυτών 

πρωτεϊνών. Η ανίχνευση έγινε σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης κυττάρων που 

επωάστηκαν για 4 ώρες με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) και TNF-α (1ng/ml). 
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Παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του μονοπατιού της p42/44 μόνο από τον TNF-α και της 

p38 από τον TNF-α και την ιντερλευκίνη 1β. Συγκεκριμένα, ο λόγος 

φωσφορυλιωμένης p42/44 / β-actin ήταν 0.711±0.13 για τον TNF-α και 0.162±0.092 

σε εκχυλίσματα κυττάρων που επωάστηκαν απουσία ορού (Εικόνα 52). Ο λόγος p38/β-

actin ήταν 0.255±0.118 και 0.209±0.036 σε εκχυλίσματα κυττάρων που επωάστηκαν 

παρουσία TNF-α ή ιντερλευκίνη 1β αντίστοιχα (Εικόνα 53). 
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Εικόνα 52.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p42/44, και anti-β-actin σε
ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για
4h με ιντερλευκίνη 1β (IL-1β) (15ng/ml) ή με TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) ή με TNF α
(1ng/ml) Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 

Η ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών μελετήθηκε περαιτέρω με 

χρήση του αναστολέα του μονοπατιού, PD89005 (100μΜ). Τα ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού επωάστηκαν με τους φλεγμονώδεις παράγοντες παρουσία του αναστολέα 

του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών για 48 ώρες και μετρήθηκε η ενσωμάτωση της 

ραδιενεργού θυμιδίνης στα κύτταρα. Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική ελάττωση 

της επαγόμενης από τον TNF-α της ενσωμάτωσης ραδιενεργού θυμιδίνης στα κύτταρα 

από 7165±826.5cpm σε 3455±1055cpm παρουσία και του αναστολέα. Επίσης μείωση 

παρατηρήθηκε στην επαγόμενη από την ιντερλευκίνη 1β ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης στα κύτταρα παρουσία του PD89005 αν και η μείωση αυτή δεν ήταν 
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στατιστικά σημαντική (10353±3431cpm απουσία και 3866±1213cpm παρουσία του 

αναστολέα) (Εικόνα 54). 
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Εικόνα 53.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p38, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με
ιντερλευκίνη 1β (IL-1β) (15ng/ml) ή με TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-p38/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) ή με TNF α
(1ng/ml) Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 54.
Επίδραση ιντερλευκίνης 1β (IL-1β) (15ng/ml) ή TNF α (1ng/ml), παρουσία του
αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) στην ενσωμάτωση
methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control και #Ρ<0,05 σε
σύγκριση με τον TNF α μόνο του (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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5.2 Επίδραση φλεγμονωδών παραγόντων στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου 

5.2.1 Επίδραση της ιντερλευκίνης 1β (interleukin 1β, ΙL 1β ) στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Όταν ανθρώπινα ΛΜΚ βρόγχων επωάστηκαν με την ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) 

για 48h δεν αυξήθηκε σημαντικά η ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης (Εικόνα 55). 

Παρόμοια όταν τα κύτταρα επωάστηκαν με ιντερλευκίνη 1β (15ng/ml) για 7 2h δεν 

παρατηρήθηκε αύξηση στον αριθμό των κυττάρων , όπως αυτός εκτιμήθηκε με τη 

μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay (τα αποτελέσματα δεν 

απεικονίζονται).   
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Εικόνα 55.
Επίδραση ιντερλευκίνης 1β (IL-1β) (15ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
***P<0.001 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney 
test)

 

5.2.2 Επίδραση του παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-

α) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Όταν τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου επωάστηκαν με TNF-α (1ng/ml) για 4 8h 

παρατηρήθηκε αύξηση της ενσωμάτωσης ραδιενεργού θυμιδίνης από 754±198cpm στα 

κύτταρα που καλλιεργήθηκαν απουσία ορού σε 8782±2011cpm, και 5105±2500 cpm 

σε κύτταρα που επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό παρουσία 10% FBS ή 1ng/ml TNF-α 
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αντίστοιχα (Εικόνα 56). Η επώαση των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου για 72h παρουσία 

1ng/ml TNF-α προκάλεσε την αύξηση του αριθμού των κυττάρων όπως εκτιμήθηκε με 

τη μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay (Εικόνα 57). Συγκεκριμένα, η 

αύξηση η οπτική πυκνότητα ήταν 153.4±9.71% και 149.2±12.27% της οπτικής 

πυκνότητας της ομάδας ελέγχου σε κύτταρα που επωάστηκαν με 10% FBS και 1ng/ml 

TNF-α, αντίστοιχα.  
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Εικόνα 56.
Επίδραση TNFα (1ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και ***P<0.001 
σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 57.
Επίδραση TNFα (1ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

5.2.3 Επίδραση των φλεγμονωδών παραγόντων ιντερλευκίνη 1β (interleukin 1β, 

ΙL-1β ) και παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-α) στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, παρουσία μουσκαρινικών αγωνιστών. 

Ταυτόχρονη επώαση των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με ιντερλευκίνη 1β 

(15ng/ml) ή με TNF-α (1ng/ml), και ακετυλοχολίνη (10-7M) ή καρβαχόλη (10-9M) δεν 

οδήγησε σε στατιστικά σημαντική αύξηση της ενσωμάτωσης ραδιενεργού θυμιδίνης 

(Πίνακας 2), μετά από 48 ώρες επώασης. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και 

όσον αφορά τον αριθμό των κυττάρων (τα αποτελέσματα δεν απεικονίζονται), παρόλο 

που ο TNF-α (1ng/ml) από μόνος του αύξησε σημαντικά τόσο την ενσωμάτωση 

methyl-3[H] θυμιδίνης, μετά από 48h επώασης, όσο και τον αριθμό των κυττάρων 

εκτιμώμενο με την μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay, μετά από 72h 

επώασης, σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου.  
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1447±71cpm (N=5)+TNF-α 1ng/ml+CCh 10-9M
1745±332cpm (N=5)+TNF-α 1ng/ml+ACh 10-7M

8421±3393cpm (N=5)*+TNF-α 1ng/ml
2072±422 cpm (N=5)+IL-1β 15ng/ml+ CCh 10-9M
1141±368 cpm (N=5)+IL-1β 15ng/ml+ ACh 10-7M

2196±718 cpm (N=5)*+IL-1β 15ng/ml

2485± 636 cpm (N=6)+CCh 10-9M
1956±550 cpm (N=6)+ACh 10-7M 

9580±2609cpm (N=6)**10% FBS 
1084±318cpm (N=6)control

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπουΠαράγοντας

Πίνακας 2.
Η επίδραση των κυτοκινών ιντερλευκίνη-1β (IL-1 β, 15 ng/ml) και παράγοντα νέκρωσης όγκων
(Tumor Necrosis Factor α, TNF- α, 1ng/ml) σε απουσία ή παρουσία ακετυλοχολίνης (ACh, 10-
7M) ή καρβαχόλης (CCh, 10-9M) στην ενσωμάτωση 3[H]-θυμιδίνης σε ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου. Οι τιμές παρουσιάζονται ως mean±SEM και το N αντιπροσωπεύει τον αριθμό των
αανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05,* *P<0.01 σε σύγκριση με το control.

 
 

5.2.4 Ενεργοποίηση σηματοδοτικων μονοπατιών από φλεγμονώδεις παράγοντες σε 

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

5.2.4.1 Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

(ΡΙ3Κ) από τον παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF- α) 

σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού της 

ΡΙ3Κ από τον TNF-α (1ng/ml), καθώς μόνο αυτός, από τους δύο φλεγμονώδεις 

παράγοντες που μελετήθηκαν, προκάλεσε πολλαπλασιασμό σε ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου. Ωστόσο, σε εκχυλίσματα κυττάρων που επωάστηκαν για 4 ώρες με τον 

TNF-α δεν παρατηρήθηκε αύξηση της φωσφορυλιωμένης Akt πρωτεΐνης, όπως φάνηκε 

και από τον λόγο phospho-Akt/β-actin, που είναι ενδεικτικός της ποσότητας της 

πρωτεΐνης που ανιχνεύεται με ανάλυση ολικής πρωτεΐνης εκχυλισμάτων κατά Western 

και ανοσοαποτύπωση (Εικόνα 58). 
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Εικόνα 58.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-Akt, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με
TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με TNF α (1ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό
των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με
τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-
Whitney test)  

Η μελέτη του συγκεκριμένου μονοπατιού συνεχίστηκε με τη χρήση του 

αναστολέα του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LY294002 (20μΜ). Τα κύτταρα επωάστηκαν για 

72 ή 48 ώρες με τον TNF-α (1ng/ml) παρουσία του αναστολέα και παρατηρήθηκε ότι 

ελαττώθηκε τόσο η επαγόμενη από τον TNF-α (1ng/ml) ενσωμάτωση της τριτιωμένης 

θυμιδίνης ό σο και η επαγό μενη από  το ν ίδιο  παράγο ντα αύξηση της ο πτικής 

πυκνότητας των κυττάρων (από 4213±409.4cpm σε 807.2±195.8 cpm και από 

167.2±15.12% σε 75.8±9.14% OD απουσία και παρουσία του αναστολέα αντίστοιχα) 

(Εικόνα 59, 60). 

5.2.4.2 Ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών από τον παράγοντα 

νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor α, TNF-α) σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Επόμενο βήμα ήταν η μελέτη του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών και 

συγκεκριμένα του μονοπατιού της p42/44 και της p38 ΜΑΡ κινάσης. Τα ΛΜΚ 

βρόγχων ανθρώπου επωάστηκαν για 4 ώρες με TNF-α (1ng/ml) και τα εκχυλίσματά 

ολικής πρωτεΐνης μελετήθηκαν με ανάλυση κατά Western και ανοσοαποτύπωση με 

αντισώματα κατά της φωσφορυλιωμένης p42/44 και της φωσφορυλιωμένης p38 

πρωτεΐνης. Παρουσία TNF-α (1ng/ml) παρατηρήθηκε αύξηση της φωσφορυλιωμένης 

p42/44 (Εικόνα 61), αλλά όχι της p38 πρωτεΐνης (Εικόνα 62). Ο λόγος της phospho-
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p42/44 /β-actin ήταν 0.242±0.03 σε κύτταρα που επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό χωρίς 

ορό και 0.44±0.04 σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία TNF-α (1ng/ml). 

Περαιτέρω μελέτη του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών έγινε με την επώαση των 

κυττάρων παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού PD89005 (100μΜ). Τόσο η 

ενσωμάτωση methyl-3[H]θυμιδίνης, όσο και η μετρούμενη οπτική πυκνότητα από τα 

κύτταρα που επωάστηκαν με τον TNF α ελαττώθηκαν στατιστικά σημαντικά παρουσία 

και του αναστολέα (από 4213±409,4 σε 2172±256,2 cpm και από 167,2±15,12 σε 

76,74±9,8% OD απουσία και παρουσία του αναστολέα αντίστοιχα) (Εικόνα 59, 60). 
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Εικόνα 59.
Επίδραση TNF α (1ng/ml), παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, 
PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του μονoπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) 
στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, σε σύγκριση με το control και
#P<0.05 σε σύγκριση με τον TNF α μόνο του (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 60.
Επίδραση TNF α (1ng/ml), παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, 
PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του μονoπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 
(20μΜ) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 και **P<0.01 σε σύγκριση με το control και
###P<0.001 σε σύγκριση με τον TNF α μόνο του (One-way ANOVA με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Bonferonni’s post test)  
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Εικόνα 61.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p42/44, και anti-β-actin σε
ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για
4h με TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με TNF α (1ng/ml) Το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired 
t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται
από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 62.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p38, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με
TNF α (1ng/ml)
Ο λόγος phosho-p38/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με TNF α (1ng/ml) Το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired 
t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται
από Mann-Whitney test)

 

6. Επίδραση αυξητικών παραγόντων στον πολλαπλασιαμό ΛΜΚ 

6.1. Επίδραση αυξητικών παραγόντων στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού.  

6.1.1 Επίδραση του αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth 

factor , TGF ) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Ο παράγοντας TGF ανήκει στους αυξητικούς παράγοντες που έχουν δειχθεί 

ότι παίζουν ρόλο στον πολλαπλασιασμό κυττάρων του αναπνευστικού και μεταξύ 

αυτών και των ΛΜΚ των αεραγωγών. Όταν ΛΜΚ τραχείας κουνελιού επωάστηκαν   

με TGF (20ng/ml) για 48 ώρες, παρατηρήθηκε αύξηση στην ενσωμάτωση της 

ραδιενέργειας (Εικόνα 63). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης 

ήταν 723.3±287.1cpm, 27912±5443 cpm και 6504±824.6 cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με  θρεπτικό υλικό απουσία ορού, 10% FBS και TGF (20ng/ml) 

αντίστοιχα. Ωστόσο, ο ίδιος παράγοντας δεν προκάλεσε καμία αύξηση της 

μετρούμενης οπτικής πυκνότητας, που αναλογεί στον αριθμό των κυττάρων και 

μετρήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay, μετά από 72h 

επώασης (Εικόνα 64).  
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Εικόνα 63.
Επίδραση TGF (20ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με
το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 64.
Επίδραση TGF (20ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)
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6.1.2. Επίδραση του βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic 

fibroblast growth factor, bFGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. 

Οι ινοβλάστες αποτελούν στενά συγγενικό κυτταρικό τύπο με τα ΛΜΚ, 

παρουσιάζοντας πολλές ομοιότητες μορφολογικές και βιοχημικές. Είναι επομένως 

αναμενόμενο οι αυξητικοί παράγοντες που επηρεάζουν και συγκεκριμένα επάγουν 

τον πολλαπλασιασμό των ινοβλαστών να επιδρούν και στα ΛΜΚ. Όταν τα κύτταρα 

επωάστηκαν με bFGF (10ng/ml) για 48 ώρες, η ενσωμάτωση της ραδιενεργού 

θυμιδίνης αυξήθηκε (Εικόνα 65). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης ήταν 284±73cpm, 20295±5160cpm και  7562±4383cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν απουσία ορού, παρουσία 10% FBS ή 10ng/ml bFGF αντίστοιχα.  

Επίσης, όταν τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού επωάστηκαν για 72 ώρες με τον ίδιο 

αυξητικό παράγοντα, ο αριθμός τους αυξήθηκε,  σε σύγκριση με κύτταρα που 

επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, σε ποσοστό 207.3±10.83% σε κύτταρα 

που επωάστηκαν παρουσία 10%FBS και σε 138.7±9.56% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν παρουσία bFGF (10ng/ml) (Εικόνα 66).  

 

Εικόνα 65.
Επίδραση bFGF (10ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση
με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 66.
Επίδραση bFGF (10ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 
 

 

6.1.3. Επίδραση του αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια 

(platelet derived growth factor, PDGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. 

Η επώαση των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με τον αυξητικό παράγοντα PDGF 

(25ng/ml) για 48h αύξησε σημαντικά την ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης 

από 723.3±287.1cpm στα κύτταρα που επωάστηκαν με θρεπτικό υλικό χωρίς ορό σε 

21278±1565 στα κύτταρα που επωάστηκαν με τον  PDGF (Εικόνα 67). Επιπλέον, 

επώαση των κυττάρων για 72 ώρες, με τους ίδιους παράγοντες αύξησε σημαντικά τον 

αριθμό των κυττάρων που μετρήθηκε με την μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One 

Solution Assay, σε ποσοστό της οπτικής πυκνότητας σε κύτταρα που επωάστηκαν 

απουσία ορού για 24 ώρες, σε 174.5±21.06% στα κύτταρα που επωάστηκαν με PDGF 

(25ng/ml) (Εικόνα 68).  
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Εικόνα 67.
Επίδραση PDGF (25ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση
με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 
 

0

50

100

150

200

250

300

350
control
10%FBS
PDGF25ng/ml
N=6

***

***

OD
 %

 o
f c

on
tro

l

Εικόνα 68.
Επίδραση PDGF (25ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με
το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
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6.1.4. Επίδραση του αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth 

factor, TGF), του βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast 

growth factor, bFGF) και του αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από 

αιμοπετάλια (platelet derived growth factor, PDGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού, παρουσία μουσκαρινικών αγωνιστών. 

Όταν τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού επωάστηκαν με τον TGF (20ng/ml), τον 

bFGF (10ng/ml) ή τον PDGF (25ng/ml), παρουσία ακετυλοχολίνης (10-7M) ή 

καρβαχόλης (10-9M) για 4 8h δεν παρατηρήθηκε καμία αθροιστική δράση στην 

ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης (Πίνακας 3), αλλά ούτε και στον αριθμό των 

κυττάρων μετά από 72 ώρες επώασης με τους ίδιους παράγοντες (τα αποτελέσματα δεν 

απεικονίζονται). Τόσο στην περίπτωση του bFGF, όσο και του PDGF ο αριθμός των 

κυττάρων που επωάστηκαν παρουσία τους και παρουσία των μουσκαρινικών 

αγωνιστών, ήταν αυξημένος, αλλά σε καμία περίπτωση δεν θα μπορούσε να θεωρηθεί 

συνεργική δράση, καθώς ο αριθμός των κυττάρων ακολουθούσε την αύξηση που 

προκαλούσε από μόνος του ο αυξητικός παράγοντας.  

20296±563 cpm(N=4)+PDGF 25ng/ml+CCh 10-9M
22756±842 cpm (N=4)+PDGF 25ng/ml+ACh 10-7M

22883±1841cpm (N=4)**+PDGF 25ng/ml
9067±1237 cpm(N=4)+bFGF 10ng/ml +CCh 10-9M
7749±1253 cpm (N=4)+bFGF 10ng/ml+ACh 10-7M

7224±2116cpm (N=4)**+bFGF 10ng/ml
10443±2038 cpm (N=4)+TGF 20ng/ml+CCh 10-9M
6532±1796 cpm (N=4)+TGF 20ng/ml+ACh 10-7M

11021±4929 cpm (N=4)**+TGF 20ng/ml

5112±1413 cpm (N=12)*+CCh 10-9M
8093±2033 cpm (N=12)***+ACh 10-7M 

32371±5445 cpm (N=12)***10% FBS 
1002±303 cpm (N=12)control

ΛΜΚ τραχείας κουνελιούΠαράγοντας

Πίνακας 3.
Η επίδραση των αυξητικών παραγόντων αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, 
TGF, 20ng/ml), βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth factor, bFGF, 
10ng/ml) και αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια (platelet derived growth factor, 
PDGF, 25ng/ml ) απουσία ή παρουσία ακετυλοχολίνης (ACh, 10-7M) ή καρβαχόλης (CCh, 10-9M) στην
ενσωμάτωση 3[H]-θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Οι τιμές παρουσιάζονται ως mean±SEM και το N
αντιπροσωπεύει τον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01  και *** P<0.001 σε σύγκριση
με το control.  
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6.1.5. Ενεργοποίηση σηματοδοτικων μονοπατιών από αυξητικούς παράγοντες. 

6.1.5.1. Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

(ΡΙ3Κ) από τον αυξητικό παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, 

TGF), τον βασικό αυξητικό παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth 

factor, bFGF) και τον αυξητικό παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια 

(platelet derived growth factor, PDGF) σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Επώαση των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού με τους αυξητικούς παράγοντες TGF, 

bFGF και PDGF για 48 ώρες προκάλεσε αυξημένη ενσωμάτωση τριτιωμένης 

θυμιδίνης. Έτσι, μελετήθηκε η πιθανή ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού 

της ΡΙ3Κ από τους παράγοντες αυτούς. Ελήφθησαν εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης 

κυττάρων που επωάστηκαν με τους παραπάνω παράγοντες, στα οποία έγινε ανίχνευση 

φωσφορυλιωμένης μορφής της Akt πρωτεΐνης, με ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Παρατηρήθηκε αυξημένη ποσότητα της πρωτεΐνης και επομένως ενεργοποιημένο 

μονοπάτι σε εκχυλίσματα κυττάρων που επωάστηκαν με τον bFGF (10ng/ml) ή το ν 

PDGF (25ng/ml), αλλά όχι με τον TGF (20ng/ml) (Εικόνα 69). Συγκεκριμένα, ο λόγος 

φωσφορυλιωμένης Akt/β-actin ήταν 0.026±0.012 για τα κύτταρα που επωάστηκαν με 

θρεπτικό υλικό απουσία ορού, 0.333±0.18 και 0.429±0.07 για τα κύτταρα που 

επωάστηκαν  με τον bFGF και τον PDGF αντίστοιχα.    
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Εικόνα 69.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-Akt, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με
TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05,
**P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση των TGF, bFGF και PDGF παρουσία του 

αναστολέα του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LY294002 (20μΜ). Τα κύτταρα επωάστηκαν 

για 48 ώρες με τους αυξητικούς παράγοντες παρουσία του αναστολέα και 

παρατηρήθηκε ότι ελαττώθηκε στατιστικώς σημαντικά η επαγόμενη και από τους 

τρεις αυξητικούς παράγοντες ενσωμάτωση της τριτιωμένης θυμιδίνης, από 

6504±824.6, 18119±3800 και 21278±1565 σε 1685±134, 2356±930,7 και 5331±516,5 

για τον TGF, bFGF και PDGF και τον TGF, bFGF και PDGF παρουσία LY294002  

αντίστοιχα (Εικόνα 70, 71).  
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Εικόνα 70.
Επίδραση TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) και PDGF (25ng/ml), παρουσία του
αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του
μονoπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε
ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και
το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01 και
***P<0.001, σε σύγκριση με το control και #Ρ<0.05 σε σύγκριση με τον αυξητικό
παράγοντα μόνο του (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 71. 
Επίδραση bFGF (10ng/ml) και PDGF (25ng/ml), παρουσία του αναστολέα του
μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του μονoπατιού της
ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  και ***P<0.001 σε σύγκριση με το
control και ###Ρ<0.001 σε σύγκριση με τον αυξητικό παράγοντα μόνο του (One-way 
ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
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6.1.5.2. Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης των ΜΑΡ κινασών από τον 

αυξητικό παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, TGF), τον 

βασικό αυξητικό παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth factor, 

bFGF) και τον αυξητικό παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια (platelet 

derived growth factor, PDGF)  σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Όπως και στους φλεγμονώδεις παράγοντες έτσι και στους αυξητικούς 

μελετήθηκε η πιθανή ενεργοποίηση δύο διαφορετικών μονοπατιών που ανήκουν στο 

ευρύτερο σηματοδοτικό μονοπάτι των ΜΑΡ κινασών, το μονοπάτι της p42/44 και το 

μονοπάτι της p38 πρωτεΐνης. Έγινε ανίχνευση, με ανοσοαποτύπωση κατά Western, 

των φωσφορυλιωμένων μορφών αυτών των δύο πρωτεϊνών σε  εκχυλίσματα ολικής 

πρωτεΐνης κυττάρων που επωάστηκαν για 4 ώρες με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) 

και PDGF(25ng/ml). Παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του μονοπατιού της p42/44 από 

τον bFGF και τον PDGF (Εικόνα 72) και της p38 από τον bFGF και τον TGF (Εικόνα 

73). Συγκεκριμένα, ο λόγος φωσφορυλιωμένης p42/44 / β-actin ήταν 0.62±0.07 και 

0.972±0.17 για τον bFGF και τον PDGF αντίστοιχα, στατιστικά σημαντικός σε σχέση 

με τον λόγο των εκχυλισμάτων των κυττάρων που επωάστηκαν απουσία ορού. 

Αντίστοιχα, ο λόγος  p38/ β-actin ήταν 0.173±0.06 για τον bFGF και 0.335±0.07  για 

τον TGF. 
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Εικόνα 72.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p42/44, και anti-β-actin σε
ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για
4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05  
και **P<0.01 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 73.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p38, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με
TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-p38/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 
και **P<0.01 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 

 

Η ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών μελετήθηκε περαιτέρω με 

χρήση του αναστολέα του μονοπατιού, PD89005 (100μΜ). Έγινε επώαση των 

κυττάρων με τους αυξητικούς παράγοντες παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού 

για 48 ή 72 ώρες και μετρήθηκε η ενσωμάτωση της τριτιωμένης θυμιδίνης ή η οπτική 

πυκνότητα των κυττάρων. Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική ελάττωση της 

επαγόμενης από τον TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) και PDGF (25ng/ml) 

ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης από 6504±824.6 cpm σε 1699±177.9 cpm για 

τον  TGF, από 18119±3800 σε 3608±1042 για τον bFGF και από 21278±1565 σε 

7186±1266 για τον PDGF απουσία και παρουσία του αναστολέα PD89005 αντίστοιχα 

(Εικόνα 70). Όσον αφορά την οπτική πυκνότητα, μόνο ο  bFGF παρατηρήθηκε να 

επάγει αύξηση στατιστικώς σημαντική, επομένως χρησιμοποιήθηκε παρουσία του 

αναστολέα και παρατηρήθηκε ελάττωση της επαγόμενης από αυτόν τον αυξητικό 

παράγοντα αύξησης του αριθμού των κυττάρων (Εικόνα 71).  
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6.2 Επίδραση αυξητικών παραγόντων στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου.  

6.2.1. Επίδραση του αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth 

factor , TGF ) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Επώαση των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με διαφορετικές συγκεντρώσεις TGF 

για 48h προκάλεσε δοσοεξαρτώμενη αύξηση στην ενσωμάτωση τριτιωμένης θυμιδίνης 

(Εικόνα 74). Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση τριτιωμένης θυμιδίνης ήταν 

2582±411.7cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού, 31095±7413cpm σε 

κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία ορού και 3094±666.1cpm, 6289±1412cpm, 

9003±1200cpm και. 22601±3163cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν  με 0.1, 1, 10 και 

20ng/ml TGF αντίστοιχα. Επιπλέον, επώαση των κυττάρων με τον ίδιο αυξητικό 

παράγοντα σε συγκέντρωση 20ng/ml προκάλεσε αύξηση του αριθμού των κυττάρων, 

σε ποσοστό της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων που επωάστηκαν απουσία ορού για 

24 ώρες, σε 144.8±5.52% σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία 10% ορό και 

142.7±11.42% σε κύτταρα που επωάστηκαν με τον TGF για 72 ώρες, (Εικόνα 75).  
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Εικόνα 74.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων TGF στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
*P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 75.
Επίδραση TGF (20ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

6.2.2. Επίδραση του βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic 

fibroblast growth factor, bFGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση του bFGF (10ng/ml) σε κύτταρα που 

επωάστηκαν για 48, 72 ώρες με τον αυξητικό παράγοντα. Παρατηρήθηκε ιδιαίτερα 

αυξημένος πολλαπλασιασμός των κυττάρων παρουσία του bFGF τόσο όσον αφορά την 

ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης (Εικόνα 76),  όσο και την μετρούμενη οπτική 

πυκνότητα (Εικόνα 77), και μάλιστα σε επίπεδα που ξεπερνούν τον επαγόμενο από 

10% ορό πολλαπλασιασμό. Συγκεκριμένα, , η ενσωμάτωση της ραδιενεργού θυμιδίνης 

παρουσίασε δοσοεξαρτώμενη αύξηση σε 6482±3048cpm, 12342±4135cpm, 

16767±2512cpm και 19945±7655cpm για συγκεντρώσεις bFGF 0.1, 1, 2 και 10ng/ml. 

Σε κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ή παρουσία ορού η ενσωμάτωση της 

ραδιενεργού θυμιδίνης ήταν 1510±457.7 και 28503±6300cpm αντίστοιχα. Η δε οπτική 

πυκνότητα ήταν, σε ποσοστό της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων που επωάστηκαν 

απουσία ορού για 24 ώρες,  144.8±5.52% για κύτταρα που επωάστηκαν με ορό και 

191±13.78% για κύτταρα που επωάστηκαν με τον bFGF (10ng/ml).  
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Εικόνα 76.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων bFGF στην ενσωμάτωση methyl-[3H] 
thymidine σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως
μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
*P<0.05 σε σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 77.
Επίδραση bFGF (10ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)
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6.2.3. Επίδραση του αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια 

(platelet derived growth factor, PDGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου. 

Επώαση των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου με PDGF (25ng/ml) για 48 ή 72 ώρες 

είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση της ενσωμάτωσης της ραδιενεργής θυμιδίνης (Εικόνα 

78) αλλά και της μετρούμενης οπτικής πυκνότητας, αντίστοιχα (Εικόνα 79). 

Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση της ραδιενέργειας ήταν 915±73,44cpm σε κύτταρα που 

επωάστηκαν για 48 ώρες χωρίς ορό, και αυξήθηκε  σε 17262±1815cpm σε κύτταρα 

που επωάστηκαν με PDGF (25ng/ml), ενώ το ποσοστό της οπτικής πυκνότητα 

κυττάρων που επωάστηκαν για 72 ώρες με τον αυξητικό παράγοντα ήταν 154.3±9.3% 

σε σχέση με κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού.  
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Εικόνα 78.
Επίδραση PDGF (25ng/ml) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine σε ΛΜΚ
βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση
με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 79.
Επίδραση PDGF (25ng/ml) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 και ***P<0.001 σε σύγκριση με
το control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

6.2.4. Επίδραση του αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth 

factor, TGF), του βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast 

growth factor, bFGF) και του αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από 

αιμοπετάλια (platelet derived growth factor, PDGF) στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

βρόγχων ανθρώπου, παρουσία μουσκαρινικών αγωνιστών. 

Όταν τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου επωάστηκαν για 48 ή 72h με TGF 

(20ng/ml), bFGF (10ng/ml) και PDGF( 25ng/ml), παρουσία ακετυλοχολίνης (10-7M) ή 

καρβαχόλης (10-9M) δεν παρατηρήθηκε κανένα συνεργικό αποτέλεσμα ούτε ως προς 

την δημιουργία νέων DNA μορίων (Πίνακας 4), ούτε ως προς τον αριθμό των 

κυττάρων  (τα αποτελέσματα δεν απεικονίζονται). Στην περίπτωση του bFGF φάνηκε 

ότι οι μουσκαρινικοί αγωνιστές ανέστειλαν τον επαγόμενο από τον αυξητικό 

παράγοντα πολλαπλασιασμό των κυττάρων, ενώ στην περίπτωση του PDGF ο 

πολλαπλασιασμός ακολουθούσε τα επαγόμενα από τον αυξητικό παράγοντα επίπεδα 

και δεν κατεστάλει από τους μουσκαρινικούς αγωνιστές.  
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4904±361 cpm(N=4)+PDGF 25ng/ml+CCh 10-9M
3397±320 cpm (N=4)+PDGF 25ng/ml+ACh 10-7M

17262±1815 cpm(N=4)*+PDGF 25ng/ml
2355±562 cpm (N=4)+bFGF 10ng/ml +CCh 10-9M

4694±1128 cpm (N=4)+bFGF 10ng/ml+ACh 10-7M
4033±954 cpm (N=4)*+bFGF 10ng/ml
1427±422 cpm (N=5)+TGF 20ng/ml+CCh 10-9M
2259±301 cpm (N=5)+TGF 20ng/ml+ACh 10-7M

2743±331 cpm (N=5)*+TGF 20ng/ml

2924±650 cpm (N=5)+CCh 10-9M
2376±564 cpm (N=5)+ACh 10-7M 

13816±2320 cpm (N=5)**10% FBS 
1046±319 cpm (N=5)control

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπουπαράγοντας

Πίνακας4.
Η επίδραση των αυξητικών παραγόντων αυξητικού παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, 
TGF, 20ng/ml), βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth factor, bFGF, 
10ng/ml) και αυξητικού παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια (platelet derived growth factor, 
PDGF, 25ng/ml ) απουσία ή παρουσία ακετυλοχολίνης (ACh, 10-7M) ή καρβαχόλης (CCh, 10-9M) στην
ενσωμάτωση 3[H]-θυμιδίνης σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Οι τιμές παρουσιάζονται ως mean±SEM και το N
αντιπροσωπεύει τον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05, **P<0.01  σε σύγκριση με το control. 

 

 

6.2.5. Ενεργοποίηση σηματοδοτικων μονοπατιών από αυξητικούς παράγοντες σε 

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

6.2.5.1. Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης 

(ΡΙ3Κ) από τον αυξητικό παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, 

TGF), τον βασικό αυξητικό παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth 

factor, bFGF) και τον αυξητικό παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια 

(platelet derived growth factor, PDGF) σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Εφόσον παρατηρήθηκε αύξηση του πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου λόγω της δράσης των αυξητικών παραγόντων, στη συνέχεια μελετήθηκαν τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που μεσολάβησαν αυτή την επίδραση. Ο bFGF (10ng/ml) και 

ο PDGF (25ng/ml), αλλά όχι και ο TGF (20ng/ml) προκάλεσαν την φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης Akt του μονοπατιού της ΡΙ3Κ  σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης κυττάρων 

που επωάστηκαν με τους αυξητικούς παράγοντες για 4 ώρες (Εικόνα 80). 

Συγκεκριμένα ο λόγος phospho-Akt/β-actin ήταν 0.12±0.09 για κύτταρα που 

επωάστηκαν απουσία ορού και 1.37±0.15 για κύτταρα που επωάστηκαν με τον bFGF 

και 0.75±0.16 με τον PDGF αντίστοιχα.  
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Εικόνα 80.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-Akt, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με
TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  

 

Η ενεργοποίηση του μονοπατιού της ΡΙ3Κ μελετήθηκε και με τη χρήση του 

αναστολέα του μονοπατιού LY294002 (20μΜ). Έγινε επώαση των κυττάρων με τους 

αυξητικούς παράγοντες παρουσία του αναστολέα και παρατηρήθηκε ελάττωση του 

επαγομένου πολλαπλασιασμού, που εκτιμήθηκε τόσο με την μέτρηση της 

ενσωμάτωσης ραδιενεργού θυμιδίνης (Εικόνα 81), όσο και με.  τη μέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας (Εικόνα 82) Συγκεκριμένα η ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης 

ελαττώθηκε από 18283±5092cpm, 15284±2426cpm, και 22851±6172cpm σε 

4884±1716cpm, 3792±482.2cpm και 2339±437.4cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με 

bFGF (10ng/ml), PDGF (25ng/ml) και TGF (20ng/ml) απουσία και παρουσία του 

αναστολέα  αντίστοιχα. Όσον αφορά την οπτική πυκνότητα, σε ποσοστό της οπτικής 

πυκνότητας των κυττάρων που επωάστηκαν απουσία ορού για 72 ώρες ελαττώθηκε 

από 176±11.66%, 153.1±4.61%, και 121.8±1.35% σε 93.83±7.26%, 133.8±16% και 

93.46±2.75 σε κύτταρα που επωάστηκαν με bFGF (10ng/ml), PDGF (25ng/ml) και 

TGF (20ng/ml) απουσία και παρουσία του αναστολέα αντίστοιχα.  
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Εικόνα 81.
Επίδραση TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) και PDGF (25ng/ml), παρουσία του
αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του
μονoπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στην ενσωμάτωση methyl-[3H] thymidine 
σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
**P<0.01 και ***P<0.001, σε σύγκριση με το control και #Ρ<0.05, ##Ρ<0.01 σε
σύγκριση με τον αυξητικό παράγοντα μόνο του (unpaired t-test με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)  
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Εικόνα 82.
Επίδραση TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) και PDGF (25ng/ml), παρουσία του
αναστολέα του μονοπατιού των MAPK, PD89005 (100μΜ) και του αναστολέα του
μονoπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (20μΜ) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 
Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05  και ***P<0.001 σε σύγκριση με το
control και #Ρ<0.05, ###Ρ<0.001 σε σύγκριση με τον αυξητικό παράγοντα μόνο του
(One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
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6.2.5.2. Ενεργοποίηση του μονοπατιού της κινάσης των ΜΑΡ κινασών από τον 

αυξητικό παράγοντα μεταμόρφωσης (transforming growth factor, TGF), τον 

βασικό αυξητικό παράγοντα των ινοβλαστών (basic fibroblast growth factor, 

bFGF) και τον αυξητικό παράγοντα που απομονώνεται από αιμοπετάλια (platelet 

derived growth factor, PDGF) σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Το επόμενο σηματοδοτικό μονοπάτι που μελετήθηκε ήταν αυτό των ΜΑΡ 

κινασών με μελέτη δύο επιμέρους μονοπατιών, αυτά της p42/44 και της p38. Τόσο ο 

bFGF (10ng/ml) όσο και ο  PDGF (25ng/ml) προκάλεσαν τη φωσφορυλίωση και των 

δύο πρωτεϊνών, ενώ σε κύτταρα που επωάστηκαν με τον TGF (20ng/ml) ανιχνεύτηκε 

ελαφρώς φωσφορυλιωμένη p42/44, αλλά η ποσότητά της δεν ήταν στατιστικά 

σημαντική (Εικόνα 83, 84). Συγκεκριμένα ο λόγος phospho-p42/44 /β- actin ήταν 

0.24±0.03 για κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού και 1.5±0.02.για κύτταρα που 

επωάστηκαν με τον bFGF, 1.52±0.04 τον PDGF και 0.36±0.04 με τον TGF αντίστοιχα. 

Ενώ ο λόγος phospho-p38/β-actin ήταν 0.01±0.003 για κύτταρα που επωάστηκαν 

απουσία ορού και 1.37±0.11 για κύτταρα που επωάστηκαν με τον bFGF, 0.79±0.15. 

τον PDGF και 0.01±0.006 με τον TGF αντίστοιχα. 
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Εικόνα 83.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p42/44, και anti-β-actin σε
ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για
4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-Akt/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)
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Εικόνα 84.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-phospho-p38, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με
TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF (25ng/ml)
Ο λόγος phosho-p38/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου, που επωάστηκαν για 4h με TGF (20ng/ml), bFGF (10ng/ml) ή με PDGF
(25ng/ml). Το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. *P<0.05 σε
σύγκριση με το control (unpaired t-test με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Mann-Whitney test)

 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών 

με τη χρήση του αναστολέα του μονοπατιού PD89005 (100μΜ). Παρατηρήθηκε 

ελάττωση του επαγομένου από τους αυξητικούς παράγοντες πολλαπλασιασμού. 

Συγκεκριμένα, η ενσωμάτωση της ραδιενέργειας ελαττώθηκε από 18283±5092cpm, 

15284±2426cpm, και 22851±6172cpm σε 3161±583.7cpm, 3658±627.9cpm και 

5350±2725cpm σε κύτταρα που επωάστηκαν με bFGF (10ng/ml), PDGF (25ng/ml) και 

TGF (20ng/ml) απουσία και παρουσία του αναστολέα αντίστοιχα (Εικόνα 81). Ενώ, η 

οπτική πυκνότητα, μετρούμενη σε ποσοστό της οπτικής πυκνότητας των κυττάρων που 

επωάστηκαν απουσία ορού,  ελαττώθηκε από 176±11.66%, 153.1±4.61%, και 

121.8±1.35% σε 89.23±9.07%, 106.1±4.99% και 82.03±6.55% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με bFGF (10ng/ml), PDGF (25ng/ml) και TGF (20ng/ml) απουσία και 

παρουσία του αναστολέα αντίστοιχα (Εικόνα 82).  

7. Επίδραση αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ  

7.1.1. Επίδραση αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Μελετήθηκε η επίδραση της αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ, 

τα οποία απομονώθηκαν από τραχεία ενήλικου κουνελιού. Τα κύτταρα αφού 
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επωάστηκαν για 72 ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και θεωρούνται πλέον 

συγχρονισμένα και μη πολλαπλασιαζόμενα, επωάστηκαν για 24, 48, 72 ώρες με 

αζιθρομυκίνη 10-6Μ έως 10-5Μ. Η ομάδα ελέγχου θεωρείται ότι περιέχει κύτταρα που 

δεν πολλαπλασιάζονται, καθώς αυτά βρίσκονται σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Η 

αζιθρομυκίνη φαίνεται ότι προκαλεί μια δοσοεξαρτώμενη ελάττωση του αριθμού των 

κυττάρων που επωάστηκαν παρουσία 10% FBS, μετά από 48 ή/και 72 ώρες επώασης 

(Εικόνα 85). Ο αριθμός των κυττάρων που επωάστηκαν με 10% FBS ήταν 206.5 ± 

19.55 % και 248.5 ± 16.96 % του αριθμού κυττάρων της ομάδας ελέγχου, μετά από 48 

και 72 ώρες επώασης αντίστοιχα. Το μέγιστο αποτέλεσμα της αζιθρομυκίνης 

παρατηρήθηκε στην συγκέντρωση 10-5Μ, ενώ η συγκέντρωση 10-6Μ δεν είχε καμία 

επίδραση. Στη συγκέντρωση 10-5Μ, μετά από 48 ώρες επώασης, ο αριθμός των 

κυττάρων ελαττώθηκε στο 114.1 ± 11.49 % της ομάδας ελέγχου. Ενώ μετά από 72 

ώρες επώασης με αζιθρομυκίνη 6*10-6M ή 10-5M μείωσε τον αριθμό των κύτταρων σε 

130.9 ± 15.47 % και 99.5 ± 9.18 % της ομάδας ελέγχου αντίστοιχα. 
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Εικόνα 85.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων αζιθρομυκίνης, παρουσία 10% FBS στον
αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
**P<0.01  και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control και ##Ρ<0.01, ###Ρ<0.001 
σε σύγκριση με το 10% FBS μόνο του (One-way ANOVA με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post 
test)  

Επώαση των κυττάρων με αζιθρομυκίνη 10-5M απουσία 10% FBS, για 24, 48 ή 

72 ώρες, δεν είχε  καμία επίδραση στον αριθμό των κυττάρων, καθώς ο αριθμός τους 

παρέμεινε σταθερός σε σχέση με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (Εικόνα 86). 
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Εικόνα 86.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. ***P<0.001 σε σύγκριση με το control 
(One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

7.1.2.Επίδραση αζιθρομυκίνης στη βιωσιμότητα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

7.1.2.1. Εκτίμηση της βιωσιμότητας των κυττάρων με χρώση με Trypan Blue. 

Επώαση των κυττάρων με αζιθρομυκίνη για 24 ώρες δεν άλλαξε το ποσοστό 

των νεκρών κυττάρων (7.23±0.15% στην ομάδα ελέγχου, 8,59±1.45% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη 10-5Μ, 8.47±0.95% σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό 

και 8.16±0.95% σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό παρουσία αζιθρομυκίνης). Μετά 

από 72 ώρες επώασης τα νεκρά κύτταρα αυξήθηκαν στις καλλιέργειες που επωάστηκαν 

με αζιθρομυκίνη 10-5Μ παρουσία 10% FBS (Εικόνα 87), από 8.29±0.54 %, σε κύτταρα 

που επωάστηκαν μόνο με ορό σε 23.2±1.32% σε κύτταρα που επωάστηκαν και με 

αζιθρομυκίνη 10-5Μ. Η παρουσία της αζιθρομυκίνης στο μέσο καλλιέργειας των 

κυττάρων δεν είχε καμία επίδραση στον αριθμό των νεκρών κυττάρων που 

επωάστηκαν απουσία 10% FBS (7.23±0.15% και 9.71±1% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν χωρίς και με αζιθρομυκίνη, απουσία ορού). Κατά την καταμέτρηση των 

νεκρών κυττάρων παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη 

εμφάνιζαν μεγαλύτερο μέγεθος και ήταν  διογκωμένα σε σχέση με αυτά των ομάδων 

ελέγχου (καλλιέργεια σε θρεπτικό υλικό με ή χωρίς 10% FBS απουσία αζιθρομυκίνης). 
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Εικόνα 87.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), στη βιωσιμότητα των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 
Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  σε σύγκριση με το control (One-
way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να
καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

 

 

7.1.3. Επίδραση  αζιθρομυκίνης στη μορφολογία των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Επώαση των κυττάρων με αζιθρομυκίνη (10-5Μ) για 24 ώρες, παρουσία ή 

απουσία 10% FBS, είχε ως αποτέλεσμα την εμφάνιση κυστιδίων στο κυτταρόπλασμα 

των κυττάρων και τη συρρίκνωση των πυρήνων, όπως παρατηρήθηκε με την τεχνική 

του έμμεσου ανοσοφθορισμού, με χρήση αντισώματος για την α-ακτίνη του λείου μυός 

και χρωστική DAPI για την χρώση των πυρήνων των κυττάρων (Εικόνα 88). 
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Εικόνα 88.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), απουσία και παρουσία του αναστολέα της
αυτοφαγίας 3-ΜΑ (10mM), μετά από επώαση 24h στη μορφολογία των ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού. 

α-actin

DAPI

control + azithromycin
3-MA 

+ azithromycin

α-actin

DAPI

+ 10% FBS

- 10% FBS

 

 

7.1.4. Επίδραση της αζιθρομυκίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, παρουσία του 

αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3ΜΑ) 

7.1.4.1. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

παρουσία του αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3-ΜΑ) 

Τα κυστίδια που παρατηρήθηκαν μετά την επώαση με αζιθρομυκίνη, αποτελούν 

χαρακτηριστικό της αυτοφαγίας. Προκειμένου να διευκρινιστεί αν όντως τα κυστίδια 

που προκλήθηκαν από την αζιθρομυκίνη ήταν αυτοφαγοσώματα, χρησιμοποιήθηκε το 

3-MA (10mM), ένας αναστολέας της αυτοφαγίας. Η ουσία αυτή αναστέλλει την 

ενεργοποίηση των τάξης III κινασών της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης, οι οποίες είναι 

απαραίτητες για την ενεργοποίηση του καταρράκτη των αντιδράσεων που συμβαίνουν 

σε ένα κύτταρο προκειμένου να προχωρήσει σε αυτοφαγία. Επώαση των κυττάρων με 

το 3-ΜΑ ανέστειλε τον σχηματισμό κυστιδίων που προκάλεσε η αζιθρομυκίνη (10-5Μ) 

και περιόρισε εν μέρει τη συρρίκνωση των πυρήνων στα κύτταρα που επωάστηκαν 

παρουσία ή απουσία 10%FBS και παρουσία αζιθρομυκίνης (Εικόνα 88).  
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7.1.4.2. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, παρουσία του αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3-ΜΑ) 

Σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία της 3-ΜΑ δεν παρατηρήθηκε η 

αναστολή του πολλαπλασιασμού που προκάλεσε η αζιθρομυκίνη, παρουσία 10%FBS. 

Συγκεκριμένα, τα ποσοστά της μετρούμενης οπτικής πυκνότητας ως προς την οπτική 

πυκνότητα των κυττάρων που επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού ήταν 

146.79±14.4 %, 105.24±11.34% και 126.16±10.56 % σε κύτταρα που επωάστηκαν με 

ορό, αζιθρομυκίνη με ορό και αζιθρομυκίνη με ορό παρουσία 3-ΜΑ, αντίστοιχα, για 24 

ώρες, 194±25.17%, 98.09±5.77 % και 185.66±4.31% για 48 ώρες και 268.33±18.84%, 

81.05±9.42% και 197.76±21.74 % για 72 ώρες.  Παρουσία 3-ΜΑ και αζιθρομυκίνης ο 

αριθμός των κυττάρων ήταν στα επίπεδα που παρατηρήθηκαν στις ομάδες ελέγχου 

(Εικόνα 89). 
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Εικόνα 89.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), παρουσία 10% FBS και του αναστολέα της
αυτοφαγίας 3-ΜΑ (10mM) στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  και ***P<0.001 σε σύγκριση με το
control και ##Ρ<0.01, ###Ρ<0.001 σε σύγκριση με το 10% FBS ή με την
αζιθρομυκίνη παρουσία 10% FBS (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές
διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
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7.1.4.3. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στη βιωσιμότητα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

παρουσία του αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3-ΜΑ) 

Παρατηρήθηκε ότι ο αριθμός των νεκρών κυττάρων σε καλλιέργειες που 

επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη παρουσία 3-ΜΑ (4.22±0.28%, ποσοστό νεκρών 

κυττάρων ως προς τον συνολικό αριθμό των κυττάρων), ήταν παρόμοιος με αυτόν της 

αντίστοιχης ομάδας ελέγχου (2.82±0.48%), (Εικόνα 90). Δηλαδή, η 3-ΜΑ ανέστειλε 

πλήρως την προκαλούμενη από την αζιθρομυκίνη ελάττωση της βιωσιμότητας των 

κυττάρων που καλλιεργήθηκαν παρουσία ορού μετά από 72 ώρες επώασης 

(32.6±1.69% σε κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη παρουσία ορού).  
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Εικόνα 90.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ) παρουσία 10% FBS και του αναστολέα της
αυτοφαγίας 3-ΜΑ (10mM) , στη βιωσιμότητα των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. ***P<0.001  σε σύγκριση με το 10% FBS ή με
την αζιθρομυκίνη παρουσία 10% FBS (One-way ANOVA με τις στατιστικά
σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post 
test)  
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7.1.5 Ενεργοποίηση πρωτεϊνών αυτοφαγίας από την αζιθρομυκίνη. 

7.1.5.1. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στην ενεργοποίηση της αυτοφαγικής 

πρωτεΐνης beclin-1 σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

7.1.5.1.1. Εντοπισμός της πρωτεΐνης beclin-1 με έμμεσο ανοσοφθορισμό. 

Όταν χρησιμοποιήθηκε πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της πρωτεΐνης 

beclin-1 και στη συνέχεια δεύτερο αντίσωμα συζευγμένο με φθοριόχρωμα CY3, 

εμφανίστηκε εντονότερο σήμα στο κυτταρόπλασμα κυττάρων που επωάστηκαν με 

αζιθρομυκίνη (10-5Μ), σε σύγκριση με τα κύτταρα που επωάστηκαν απουσία 

αζιθρομυκίνης (Εικόνα 91). Ο εντοπισμός της συγκεκριμένης πρωτεΐνης, η οποία 

αποτελεί μια από τις πρωτεΐνες των σηματοδοτικών μονοπατιών της αυτοφαγίας, 

δείχνει ότι η αζιθρομυκίνη όντως επάγει την αυτοφαγία σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

Οι πυρήνες των κυττάρων έχουν βαφτεί με DAPI για την ταυτοποίηση και τον 

εντοπισμό των κυττάρων. 
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Εικόνα 91.
Εντοπισμός, με έμμεσο ανοσοφθορισμό,  της αυτοφαγικής πρωτεΐνης beclin 1 και
χρώση των πυρήνων των κυττάρων με DAPI σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, μετά
από 24h επώαση με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 166 

7.1.5.1.2. Εντοπισμός της πρωτεΐνης beclin-1 με ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Παρόλο που στις εικόνες που λήφθηκαν με την τεχνική του έμμεσου 

ανοσοφθορισμού εμφανιζόταν αυξημένη παρουσία της συγκεκριμένης πρωτεΐνης, η 

ανάλυση κατά Western σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης από ΛΜΚ που είχαν 

επωαστεί με ή /και χωρίς αζιθρομυκίνη, δεν έδειξε υψηλότερα επίπεδα της beclin-1 

παρουσία της αζιθρομυκίνης) σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (Εικόνα 92). Το 

δεδομένο αυτό επιβεβαιώνεται και από την ποσοτική ανάλυση των αποτελεσμάτων. Ο 

λόγος της ανιχνευόμενης πρωτεΐνης προς την πρωτεΐνη β-ακτίνη ήταν 0.38±0.15 στα 

κύτταρα της ομάδας ελέγχου, 0.25±0.04 στα κύτταρα που επωάστηκαν με ορό, 

0.44±0.17 στα κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη παρουσία ορού για 24 ώρες 

και 0.38±0.22, 0.56±0.16 και 0.44±0.2 για 72 ώρες αντίστοιχα.  
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Εικόνα 92.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-beclin 1, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 24h ή 72h 
με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). 
Ο λόγος beclin 1/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 24h ή 72h με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). Το N αναφέρεται
στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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7.1.5.2. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στην ενεργοποίηση της αυτοφαγικής 

πρωτεΐνης LC3 σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

7.1.5.2.1. Εντοπισμός της πρωτεΐνης LC3 με έμμεσο ανοσοφθορισμό 

Η πρωτεΐνη της αυτοφαγίας LC3 (Light Chain 3) εντοπίστηκε σε κύτταρα που 

είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη, με χρήση πολυκλωνικού αντισώματος κουνελιού 

έναντι της πρωτεΐνης αυτής και τη χρήση δεύτερου αντισώματος στη συνέχεια 

συζευγμένου με το φθοριόχρωμα CY3 (Εικόνα 93). Το σήμα που ανιχνεύθηκε στα 

κύτταρα που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη ήταν πολύ εντονότερο σε σχέση με αυτό 

που ανιχνεύθηκε στα κύτταρα της ομάδας ελέγχου. Οι πυρήνες των κυττάρων 

χρωματίστηκαν με DAPI για τον εντοπισμό των κυττάρων.  

10% FBS

10% FBS
+ 

Azithromycin 10-5Μ

LC 3

β-actin

Εικόνα 93.
Εντοπισμός, με έμμεσο ανοσοφθορισμό,  της αυτοφαγικής πρωτεΐνης LC3 (light 
chain 3) και χρώση των πυρήνων των κυττάρων με DAPI σε ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, μετά από 24h επώαση με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). 

 

7.1.5.2.2. Εντοπισμός της πρωτεΐνης LC3 με ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Η πρωτεΐνη LC3 ανιχνεύθηκε σε εκχυλίσματα ολικής πρωτεΐνης που 

απομονώθηκαν από κύτταρα που επωάστηκαν για 24 ώρες με αζιθρομυκίνη, ενώ 

απουσίαζε σε κύτταρα των ομάδων ελέγχου (Εικόνα 94). Η ανίχνευση έγινε με χρήση 

πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της πρωτεΐνης αυτής. Η αύξηση των επιπέδων της 
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πρωτεΐνης LC3 είναι εμφανής και από την ποσοτικοποίηση που ακολούθησε την 

ανίχνευσή της, με τη χρήση της αναλογίας σήματος LC3 προς σήμα της πρωτεΐνης 

σταθερής έκφρασης β-ακτίνη, καθώς ο λόγος αυξήθηκε από 0.02±0.01 στα κύτταρα 

που επωάστηκαν με ορό σε 0.15±0.01 στα κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη 

παρουσία ορού για 24 ώτες. Η αύξηση αυτή δεν εμφανίζεται μετά από 72 ώρες 

επώασης, καθώς η πρωτεΐνη πλέον δεν φαίνεται να είναι ενεργοποιημένη (0.04±0.006, 

0.07±0.005 και 0.06±0.02 σε κύτταρα control, σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν 

παρουσία ορού και σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία ορού και αζιθρομυκίνης 

για 72 ώρες, αντίστοιχα) 
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Εικόνα 94.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-LC3, και anti-β-actin σε ολική πρωτεΐνη
εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 24h ή 72h με
αζιθρομυκίνη (10-5Μ). 
Ο λόγος LC3/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 
που επωάστηκαν για 24h ή 72h με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). Το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. ***P<0.001 σε σύγκριση με το αρνητικό ή
θετικό control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)
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7.1.6. Ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών από την αζιθρομυκίνη 

7.1.6.1. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στη βιωσιμότητα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LY 294002 και 

Wortmannin. 

Όταν τα κύτταρα προεπωάστηκαν με τον αναστολέα του μονοπατιού της 

κινάσης της 3 φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΙ3Κ), Wortmannin (500nM) και κατόπιν με 

αζιθρομυκίνη, δεν παρατηρήθηκε καμία αναστολή της επίδρασης της αζιθρομυκίνης 

(Εικόνα 95, 96). Το ποσοστό των νεκρών κυττάρων, ως προς τον συνολικό αριθμό των 

κυττάρων, παρέμεινε αυξημένο παρουσία αζιθρομυκίνης, μετά από 72 ώρες επώασης. 

Συγκεκριμένα ήταν 8.59±1.45% και 9.71±1% στα κύτταρα που επωάστηκαν με ορό, 

13.26±1.75% και 33.2±2.55% στα κύτταρα που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη 

και 16.82±2.6% και 32.32±2.62% στα κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη και 

ορό παρουσία Wortmannin για 24 (Εικόνα 95) και 72 ώρες (Εικόνα 96) αντίστοιχα. Ο 

αναστολέας της ΡΙ3Κ, LY294002 (5μΜ), από μόνος του προκάλεσε αυξημένη 

θνητότητα στα κύτταρα. Το ποσοστό των νεκρών κυττάρων ως προς τον συνολικό 

αριθμό των κυττάρων παρουσία LY294002 αυξήθηκε σε 22.18±1.64% και σε 

27.77±1.7 % σε σχέση με την ομάδα ελέγχου σε κύτταρα που επωάστηκαν σε θρεπτικό 

υλικό απουσία (6.61±0.23%) ή παρουσία ορού (9.71±1%) μετά από 72 ώρες, 

αντίστοιχα. Επίσης το LY294002 (5μΜ) δεν ανέστειλε την προκαλούμενη από την 

αζιθρομυκίνη μείωση της βιωσιμότητας των κυττάρων μετά από 72 ώρες επώασης 

(Εικόνα 96) (8.59±1.45 % και 9.71±1% στα κύτταρα που επωάστηκαν με ορό, 

13.26±1.75% και  33.2±2.55% στα κύτταρα που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη 

και 14.75±2.63% και 29.87±1.44% στα κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη και 

ορό παρουσία LY 294002 για 24 και 72 ώρες αντίστοιχα). Παρόλα αυτά, δεν 

εμφανίστηκε κάποια συνεργική δράση μεταξύ του αναστολέα αυτού και της 

αζιθρομυκίνης, καθώς δεν προέκυψε καμία διαφορά στο ποσοστό των νεκρών 

κυττάρων που επωάστηκαν για 72 ώρες ταυτόχρονα με LY294002 και αζιθρομυκίνη με 

αυτό των κυττάρων που επωάστηκαν μόνο με LY294002 (29.87±1.44 % και 27.77±1.7 

% αντίστοιχα).  
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Εικόνα 95.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού της
ΡΙ3Κ LY294002 (5μM) και Wortmannin (500nM), μετά από 24h στη βιωσιμότητα
των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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Εικόνα 96.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού της
ΡΙ3Κ LY294002 (5μM) και Wortmannin (500nM), μετά από 72h στη βιωσιμότητα
των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος
όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
***P<0.001 σε σύγκριση με το αρνητικό ή θετικό control (One-way ANOVA με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Bonferonni’s post test)  
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7.1.6.2. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, 

παρουσία των αναστολέων του μονοπατιού της ΡΙ3Κ, LY 294002 και 

Wortmannin. 

Στα κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία αζιθρομυκίνης (10-5Μ) και του 

αναστολέα του μονοπατιού της ΡΙ3 κινάσης, Wortmannin, η επίδραση της 

αζιθρομυκίνης δεν φαίνεται να αντιστράφηκε ή να παρεμποδίστηκε από τη 

Wortmannin καθώς εξακολούθησαν να εμφανίζουν στο κυτταρόπλασμά τους 

αυτοφαγικά κυστίδια,. Παρόμοια αποτελέσματα έδωσε και η επώαση των κυττάρων με 

αζιθρομυκίνη παρουσία LY294002 (Εικόνα 97). Οι εικόνες αυτές δείχνουν ότι η 

αναστολή του μονοπατιού της ΡΙ3 κινάσης δεν αναστέλλει τον προκαλούμενο από την 

αζιθρομυκίνη σχηματισμό αυτοφαγικών κυστιδίων. Ωστόσο, ενδιαφέρον παρουσιάζει 

το γεγονός ότι το LY294002 από μόνο του είναι ικανό να προκαλέσει το σχηματισμό 

αυτών των κυστιδίων στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. 

+ LY 294002 5μΜ

control

+ Wortmannin 500nM

10% FBS

10% FBS
+

azithromycin 10-

5M

Εικόνα 97.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), απουσία και παρουσία των αναστολέων του
μονοπατιού της ΡΙ3Κ LY294002 (5μM) και Wortmannin (500nM), μετά από
επώαση 72h στη μορφολογία των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 
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7.1.7. Επίδραση αζιθρομυκίνης στα λυσοσώματα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

Τα λυσοσώματα των κυττάρων που επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό απουσία ή 

παρουσία αζιθρομυκίνης, χρωματίστηκαν με την χρωστική Lysotracker Red. Η 

χρωστική αυτή είναι όξινο φθοριόχρωμα το οποίο αφού εισέλθει σε ζωντανά κύτταρα  

ενσωματώνεται στα λυσοσώματα του κυττάρου, τα οποία μπορούν να ανιχνευθούν 

μέσω του φθορισμού που εκπέμπουν, σε μικροσκόπιο φθορισμού.  Η ενσωμάτωση της 

χρωστικής Lysotracker Red σε κύτταρα που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη για 24 

ώρες ήταν πολύ μεγαλύτερη από αυτή που εμφάνιζαν τα κύτταρα που επωάστηκαν σε 

θρεπτικό υλικό με ή χωρίς ορό (Εικόνα 98). Συγκεκριμένα, η ένταση του επιπέδου του 

φθορισμού αυξήθηκε από 21.26±2.66 σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό, σε 

79.64±6.19  σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη (10-5Μ). Αυτό 

καταδεικνύει την αυξημένη παρουσία λυσοσωμάτων σε κύτταρα που επωάστηκαν 

παρουσία αζιθρομυκίνης. 
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Εικόνα 98.
Χρώση λυσοσωμάτων με Lysotracker Red μετά από επώαση με αζιθρομυκίνη (10-

5Μ), για 24h σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Η ένταση του φθορισμού παρουσιάζονται
ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των κυττάρων. ***P<0.001 σε
σύγκριση με το 10%FBS (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές
μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)  
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7.1.8. Η αντιστρεπτή επίδραση της αζιθρομυκίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. 

7.1.8.1. Η αντιστρεπτή επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού. 

Πειράματα ανοσοφθορισμού με αντίσωμα κατά της α-ακτίνης του 

κυτταροσκελετού των ΛΜΚ, έδειξαν ότι η δημιουργία κυστιδίων, χαρακτηριστικών 

της αυτοφαγίας, αυξάνεται καθώς αυξάνεται και η διάρκεια της επώασης των 

κυττάρων με αζιθρομυκίνη. Επιπλέον, όταν η αζιθρομυκίνη αφαιρέθηκε από το 

θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας και τα κύτταρα επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό με ορό 

για 24 ή 48 ώρες, το πρότυπο της α-ακτίνης του κυτταροσκελετού των ΛΜΚ επανήλθε 

στη φυσιολογική μορφή του. Δηλαδή η επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία 

των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού και πιο συγκεκριμένα στο σχηματισμό των αυτοφαγικών 

κυστιδίων αντιστράφηκε μετά την αφαίρεσή της από το θρεπτικό μέσο της 

καλλιέργειας (Εικόνα 99). 

10% FBS
24h

10% FBS+
azithromycin 10-5M

24h

10% FBS+
azithromycin 10-5M

48h
azithromycin 

washed out 24h
azithromycin

washed out 48h

α-actin

DAPI

Εικόνα 99.
Αντιστρεπτή επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), στη μορφολογία των ΛΜΚ
τραχείας κουνελιού, που ανιχνεύτηκε με έμμεσο ανοσοφθορισμό με αντίσωμα κατά
της α-actin και χρώση των πυρήνων των κυττάρων με DAPI.
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7.1.8.2 Η αντιστρεπτή επίδραση της αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού. 

Κύτταρα που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη για 48 ώρες ξεπλύθηκαν και το 

θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας αντικαταστάθηκε με υλικό που δεν περιείχε 

αζιθρομυκίνη. 24 ή/και 48 ώρες μετά την αντικατάσταση αυτή ο αριθμός των 

κυττάρων που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη παρέμεινε χαμηλός. Συγκεκριμένα, τα 

ποσοστά της οπτικής πυκνότητας ως προς την οπτική πυκνότητα των κυττάρων control 

σε κάθε περίπτωση, ήταν 101.15±1.74% και 108.9±17.7% σε κύτταρα που είχαν 

επωαστεί με ορό, 104.28±11.21% και 159.48±22.22% σε κύτταρα που επωάστηκαν με 

αζιθρομυκίνη παρουσία ορού και 87.39±2.08% και 90.89±18.81% σε κύτταρα που 

αφαιρέθηκε η αζιθρομυκίνη και αντικαταστάθηκε από θρεπτικό υλικό με ορό, μετά από 

24 και 72 ώρες επώασης αντίστοιχα (Εικόνα 100). Παραδόξως, 5 ημέρες μετά την 

απομάκρυνση της αζιθρομυκίνης από το θρεπτικό υλικό των κυττάρων, τα κύτταρα 

επανάκτησαν το φυσιολογικό δυναμικό του πολλαπλασιασμού τους. Συγκεκριμένα, ο 

αριθμός των κυττάρων που ανέκαμπταν από την επίδραση της αζιθρομυκίνης ήταν 

248.56% σε σχέση με την ομάδα ελέγχου (ως ομάδα ελέγχου θεωρήθηκαν τα κύτταρα 

που επωαζόταν απουσία ορού την ημέρα που αφαιρέθηκε η αζιθρομυκίνη από το 

θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας,), ενώ ήταν 355.53% ο αριθμός των κυττάρων που 

επωάστηκαν παρουσία ορού, δηλαδή που είχαν το μέγιστο δυναμικό 

πολλαπλασιασμού. Αντίθετα, ο αριθμός των κυττάρων που εξακολούθησαν να 

βρίσκονται υπό την επίδραση της αζιθρομυκίνης ήταν σαφώς ελαττωμένος στο 42.03% 

σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. 
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Εικόνα 100.
Αντιστρεπτή επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), στον αριθμό των ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N 
αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01 σε σύγκριση με το
αντίστοιχο control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

7.1.9. Ενεργοποίηση απόπτωσης από την αζιθρομυκίνη σε ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. 

Προκειμένου να διαπιστωθεί αν η αζιθρομυκίνη μπορεί να οδηγεί τα ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού στο θάνατο μέσω απόπτωσης, μελετήθηκε η βασική πρωτεΐνη του 

αποπτωτικού μονοπατιού κασπάση-3. Η μελέτη  της ενεργοποίησης της πρωτεΐνης 

αυτής έγινε με ανοσοαποτύπωση κατά Western σε εκχύλισμα ολικής πρωτεΐνης από 

κύτταρα που είχαν επωαστεί για 24 και 72 ώρες με θρεπτικό υλικό παρουσία ή απουσία 

αζιθρομυκίνης, και χρήση πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της κασπάσης 3. Η 

κασπάση-3 ανιχνεύτηκε σε όλα τα κύτταρα ανεξαρτήτως συνθηκών επώασης, όπως 

φαίνεται και από την ποσοτικοποίηση της έντασης του σήματος σε σχέση με το σήμα 

της β- ακτίνης των κυττάρων (Εικόνα 101). Δεν παρατηρήθηκε επιπλέον αύξηση της 

πρωτεΐνης κασπάση-3 σε κύτταρα που είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη.   
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Εικόνα 101.
Ανάλυση κατά Western με αντισώματα anti-caspase 3, και anti-β-actin σε ολική
πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν για 24h ή 72h 
με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). 
Ο λόγος caspase 3/β-actin σε ολική πρωτεΐνη εκχυλισμάτων από ΛΜΚ τραχείας
κουνελιού, που επωάστηκαν για 24h ή 72h με αζιθρομυκίνη (10-5Μ). Το N αναφέρεται
στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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7.2. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου 

Μελετήθηκε η επίδραση της αζιθρομυκίνης σε ΛΜΚ που απομονώθηκαν από 

ανθρώπινους βρόγχους. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 72 ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς 

ορό προκειμένου να είναι κατά το δυνατόν συγχρονισμένα και να σταματήσουν να 

πολλαπλασιάζονται και στη συνέχεια επωάστηκαν για 24, 48, 72 ώρες παρουσία 

αζιθρομυκίνη 10-5Μ. Παρατηρήθηκε μείωση του αριθμού των κυττάρων που 

επωάστηκαν με την μακρολίδη σε 59.3±12.5% , 51.7±6.5% και 56.2±6.2% σε 

σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, στις 24, 48, 72 ώρες επώασης, αντίστοιχα. Παρόμοια 

ελάττωση του αριθμού των κυττάρων παρατηρήθηκε και όταν στο θρεπτικό υλικό της 

καλλιέργειας εκτός από την αζιθρομυκίνη υπήρχε και ορός (Εικόνα 102). 

Συγκεκριμένα, το ποσοστό της μετρούμενης οπτικής πυκνότητας, ήταν 54.2±6.31%, 

46.4±1.9% και 49.5±4.0% σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου, μετά από 24, 48 και 72 

ώρες επώασης με αζιθρομυκίνη αντίστοιχα. Τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν στα 

πειράματα αυτά διατηρούσαν το δυναμικό του πολλαπλασιασμού τους στην 

καλλιέργεια, εφόσον κύτταρα που επωάστηκαν με θρεπτικό υλικό που περιείχε μόνο 

ορό πολλαπλασιάστηκαν και το ποσοστό τους έφτασε σε 118.7±5.2%, 141.2±9.1% και 

157.4±9.4 σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου μετά από 24, 48 και 72 ώρες επώασης 

αντίστοιχα.  
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Εικόνα 102.
Επίδραση αζιθρομυκίνης, απουσία και παρουσία 10% FBS στον αριθμό των ΛΜΚ
βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το
N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  και
***P<0.001 σε σύγκριση με το αντίστοιχο control (One-way ANOVA με τις
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από
Bonferonni’s post test)

 
 

 

 Είναι σημαντικό ότι στα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου δεν εμφανίστηκε 

δοσοεξαρτώμενη επίδραση της αζιθρομυκίνης, καθώς κύτταρα που επωάστηκαν με 

αζιθρομυκίνη σε συγκεντρώσεις 10-6M ως 6x10-6M, τόσο παρουσία όσο και απουσία 

ορού δεν επηρεάστηκαν ως  προς τον αριθμό τους στην καλλιέργεια (Εικόνα 103). 
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Εικόνα 103.
Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων αζιθρομυκίνης, απουσία και παρουσία
10% FBS στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των
ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  και ***P<0.001 σε σύγκριση με το control ή
το 10% FBS (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ
των ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 

 

7.2.1. Επίδραση της αζιθρομυκίνης σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, παρουσία του 

αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3ΜΑ) 

7.2.1.1. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στη μορφολογία ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, 

παρουσία του αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3ΜΑ) 

Όταν τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη 10-5M για 24 

ώρες, η μορφολογία τους άλλαξε καθώς εμφανίστηκαν κυτταροπλασματικά κυστίδια, 

τα οποία είναι χαρακτηριστικά της αυτοφαγίας. Ο σχηματισμός των κυστιδίων ήταν 

εμφανής τόσο σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία όσο και απουσία ορού.  

Όταν τα κύτταρα προεπωάστηκαν για 3 ώρες με τον αναστολέα της αυτοφαγίας 

3ΜΑ, πριν την επώαση, για 24 ώρες, με την αζιθρομυκίνη,  τα κυστίδια 

εξακολούθησαν να είναι εμφανή, στα πολλαπλασιαζόμενα και μη κύτταρα (Εικόνα 

104).  
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Εικόνα 104.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), απουσία και παρουσία του αναστολέα της
αυτοφαγίας 3-ΜΑ (10mM), μετά από επώαση 24h στη μορφολογία των ΛΜΚ βρόγχων
ανθρώπου. 

 

7.2.1.2. Επίδραση της αζιθρομυκίνης στον αριθμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, 

παρουσία του αναστολέα της αυτοφαγίας 3-μέθυλοαδενίνη (3-ΜΑ) 

Στη συνέχεια ελέγχθηκε αν η 3-MA (10mM), που αναστέλλει τις τάξης III 

κινάσες της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης και κατ΄ επέκταση την διαδικασία της 

αυτοφαγίας μπορεί να επιδράσει στην προκαλούμενη από την αζιθρομυκίνη ελάττωση 

του αριθμού των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Όταν τα κύτταρα  προεπωάστηκαν με 3-

ΜΑ για 3 ώρες και στη συνέχεια για 24 ώρες με το αντιβιοτικό, δεν παρουσιάστηκε 

καμία αναστολή στην επαγόμενη από την αζιθρομυκίνη ελάττωση του αριθμού των 

κυττάρων (Εικόνα 105). Συγκεκριμένα, το ποσοστό της μετρούμενης οπτικής 

πυκνότητας ως προς την οπτική πυκνότητα των κυττάρων που επωάτηκαν για 24 ώρες 

χωρίς ορό ήταν 158.31±7.32% σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό,  130.79±22.75% 

σε κύτταρα που επωάστηκαν με ορό παρουσία 3-ΜΑ, 108.77±9.98% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη και 104.64±17.31% σε κύτταρα που 

επωάστηκαν με ορό και αζιθρομυκίνη παρουσία 3-ΜΑ. 
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Εικόνα 105.
Επίδραση αζιθρομυκίνης (10-5Μ), παρουσία 10% FBS και του αναστολέα της
αυτοφαγίας 3-ΜΑ (10mM) στον αριθμό των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Τα
αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον
αριθμό των ανεξάρτητων πειραμάτων. **P<0.01  σε σύγκριση με το αντίστοιχο
control (One-way ANOVA με τις στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των
ομάδων να καθορίζονται από Bonferonni’s post test)

 
 

7.2.2. .Επίδραση αζιθρομυκίνης στα λυσοσώματα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. 

Όπως προαναφέρθηκε, η αζιθρομυκίνη 10-5M προκάλεσε τον σχηματισμό 

κυστιδίων στα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Προκειμένου να καθοριστεί η φύση αυτών 

των κυστιδίων έγινε χρώση των κυττάρων που είχαν επωαστεί με το αντιβιοτικό για 24 

ώρες με την χρωστική  Lysotracker Red, με την οποία γίνεται εφικτός ο εντοπισμός 

λυσοσωμάτων σε ζωντανά κύτταρα. Η χρωστική αυτή απορροφήθηκε από τα κύτταρα 

και παρατηρήθηκαν αυξημένα επίπεδα ενσωμάτωσής της από τα κύτταρα που είχαν 

επωαστεί με αζιθρομυκίνη (Εικόνα 106). Συγκεκριμένα τα επίπεδα φθορισμού των 

κυττάρων που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη ήταν 49.18±5.34 και 52.75±2.,89 σε 

κύτταρα που επωάστηκαν με αζιθρομυκίνη απουσία και παρουσία ορού αντίστοιχα,  σε 

σχέση με τα επίπεδα φθορισμού των υπολοίπων κυττάρων, που ήταν 22.2±2.54 για τα 

κύτταρα που επωάστηκαν απουσία ορού και 13.41±1.2 για τα κύτταρα που 

επωάστηκαν παρουσία 10%FBS. Επομένως, είναι φανερό ότι η αζιθρομυκίνη 

προκάλεσε αυξημένη συγκέντρωση λυσοσωμάτων στα ΛΜΚ, χαρακτηριστική σε 

κύτταρα που υπόκεινται σε αυτοφαγία καθώς τα λυσοσώματα ενώνονται με τα αρχικά 

αυτοφαγικά κυστίδια δημιουργώντας τα αυτοφαγωσώματα. 
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Εικόνα 106. 

Χρώση λυσοσωμάτων με Lysotracker Red μετά από επώαση με αζιθρομυκίνη (10-5Μ), 

για 24h σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Η ένταση του φθορισμού παρουσιάζονται ως 

μέσος όρος±SEM και το N αναφέρεται στον αριθμό των ανεξάρτητων μετρήσεων. 

***P<0.001 σε σύγκριση με το control ή το 10% FBS (One-way ANOVA με τις 

στατιστικά σημαντικές  διαφορές μεταξύ των ομάδων να καθορίζονται από 

Bonferonni’s post test) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:54:37 EEST - 18.117.232.110



 182 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ο αρχικός χαρακτηρισμός των κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν με 

αντισώματα κατά της α-ακτίνης και της δεσμίνης επιβεβαίωσε τον κυτταρικό τύπο 

τους. Τα ΛΜΚ εκφράζουν τις δύο αυτές πρωτεΐνες στον κυτταροσκελετό τους σε 

συγκεκριμένους σχηματισμούς, που δημιουργούν ένα πρότυπο αποκλειστικά για τα 

ΛΜΚ.  

Τα ΛΜΚ τόσο της τραχείας κουνελιού όσο και των βρόγχων ανθρώπου, 

εμφάνισαν δοσοεξαρτώμενη και χρονοεξαρτώμενη αύξηση του πολλαπλασιασμού 

τους παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων FBS. Ο ορός περιέχει ένα μίγμα 

αυξητικών παραγόντων απαραίτητων για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων. Παρατηρήθηκε ότι στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού η δράση του ορού είναι 

στατιστικά σημαντική από την συγκέντρωση 0.1%, ενώ στα ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου από τη συγκέντρωση 3%, όσον αφορά την ενσωμάτωση ραδιενεργής 

θυμιδίνης. Το γεγονός ότι τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου χρειάζονται μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις ορού σε σχέση με τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, προκειμένου να 

επαχθεί η αντιγραφή DNA στα κύτταρα, είναι ενδεικτικό του ότι οι δύο καλλιέργειες 

ΛΜΚ που χρησιμοποιήθηκαν δεν αντιδρούν με πανομοιότυπο τρόπο απέναντι στα 

ερεθίσματα που επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό τους. Παρόλα αυτά και στους δύο 

τύπους κυττάρων μετά τη συγκέντρωση 5% ορού η πολλαπλασιαστική ικανότητα των 

κυττάρων φτάνει σε ένα μέγιστο επίπεδο. Επομένως, στα πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιήθηκε η συγκέντρωση 10% FBS ως θετική ομάδα 

ελέγχου, προκειμένου να διασφαλιστεί ότι τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν σε 

κάθε πείραμα διέθεταν την μέγιστη ικανότητα πολλαπλασιασμού.  

Οι γεννητικές ορμόνες επηρεάζουν τη λειτουργία πολλών συστημάτων του 

οργανισμού και σε πολλές παθολογικές καταστάσεις εμφανίζονται φυλοεξαρτώμενες 

διαφορές, όπως για παράδειγμα στην αθηροσκλήρωση (65), στην οστεοπόρωση (66) 

και σε διάφορες νευρολογικές διαταραχές (67). Έχει βρεθεί ότι οι γεννητικές ορμόνες 

επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό διαφορετικών κυτταρικών τύπων, τόσο στο στάδιο 

της οργανογένεσης (200, 201) ή και αργότερα (202). Στο αναπνευστικό σύστημα η 

συμμετοχή των ορμονών έχει δειχθεί σε μελέτες που αφορούν την 

ανταποκρισιμότητα των αεραγωγών (64, 73, 74), αλλά και σε μελέτες που διερευνούν 

τον ρόλο των ορμονών στην εμφάνιση παθήσεων του αναπνευστικού, κυρίως στο 

άσθμα (203, 204, 69, 70). 
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 Αν και η δράση των στεροειδών ορµονών µπορεί να εµπλέκεται στην 

παθοφυσιολογία ορισµένων ασθενειών του αναπνευστικού συστήµατος όπως το 

Σύνδροµο Αναπνευστικής Δυσχέρειας στα πρώιµα νεογνά ή στο Βρογχικό Άσθµα, ο 

µηχανισµός δράσης των γεννητικών ορµονών στο αναπνευστικό σύστημα δεν είναι 

γνωστός. Οι ασθένειες αυτές εμφανίζονται µε µμεγαλύτερη συχνότητα στα αγόρια. 

Κατά την ενηλικίωση το άσθµα παρουσιάζει µμεγαλύτερη συχνότητα στις γυναίκες 

(205, 206). Η εμπλοκή των γεννητικών ορμονών στην παθογένεια του άσθματος 

ή/και στην εξέλιξη της νό σο υ πιθανολογείται λόγω της διαφορετικής συχνότητας 

εμφάνισης της νόσου στα δύο φύλα αλλά και λόγω της επιδείνωσης  του άσθματος  

σε φάσεις του εμμήνου κύκλου (207, 79). Επιπλέον έχει δειχθεί ότι η εκτίμηση της 

βαρύτητας του άσθματος σε άτομα που λαμβάνουν ορμονοθεραπεία είναι δύσκολη, 

λόγω τροποποίησης των συμπτωμάτων της νόσου σε αυτά τα άτομα (80, 81),καθώς 

επίσης και ότι  η λειτουργία των αεραγωγών σε γυναίκες μετά την εμμηνόπαυση 

εμφανίζει διαφορές σε σύγκριση με την αντίστοιχη λειτουργία τους πριν την 

εμμηνόπαυση (208, 209). 

Οι παρατηρούμενες, λοιπόν, διαφορές στις παθήσεις του αναπνευστικού σε 

άτομα που βρίσκονται σε διαφορετική ορμονική κατάσταση έκαναν ενδιαφέρουσα τη 

διερεύνηση της επίδρασης των γεννητικών ορμονών στον πολλαπλασιασμό των 

ΛΜΚ. Παρατηρήθηκε ότι επώαση των ΛΜΚ τραχείας τόσο αρσενικού όσο και 

θηλυκού κουνελιού, με τεστοστερόνη (10-8Μ) οδήγησε σε αύξηση της ενσωμάτωσης 

ραδιενεργού θυμιδίνης, αλλά και σε αύξηση του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, 

όπως αυτός μετρήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay. 

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η τεστοστερόνη  επάγει την αντιγραφή του DNA 

στα κύτταρα αυτά και προωθεί τον διπλασιασμό τους, δρώντας ως μιτογόνο 

ερέθισμα. Επώαση των ΛΜΚ τραχείας αρσενικού ή θηλυκού κουνελιού με 

οιστραδιόλη (10-8 Μ) οδήγησε σε αύξηση της ενσωμάτωσης  ραδιενεργής θυμιδίνης, 

αλλά όχι του αριθμού των κυττάρων, όπως αυτός μετρήθηκε με τη μέθοδο Cell Titer 

96® AQueous One Solution Assay. Ήταν εμφανές ότι οι δύο ορμόνες δεν είχαν την 

ίδια ακριβώς επίδραση στα κύτταρα, καθώς η οιστραδιόλη δεν εμφάνισε μιτογόνο 

δράση, παρά μόνο αύξησε την αντιγραφή του DNA στα κύτταρα, σε αντίθεση με την 

τεστοστερόνη.  

Παρόλο που στην παθοφυσιολογία του άσθματος διαφαίνεται η εμπλοκή των 

γεννητικών ορμονών και είναι γνωστή η άμεση σχέση της χρόνιας φλεγμονής που 

παρατηρείται στο άσθμα με την αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών 
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(210), δεν υπάρχουν βιβλιογραφικά στοιχεία που να αναφέρονται στην επίδραση των 

γεννητικών ορμονών στον πολλαπλασιασμό κυττάρων του αναπνευστικού. Ωστόσο, 

υπάρχουν μελέτες που αφορούν ινοβλάστες και ΛΜΚ αγγείων (211, 212, 213, 214), 

καθώς και κύτταρα προστάτη (215, 216). Η επίδραση της τεστοστερόνης, 

διϋδροτεστοστερόνης, προγεστερόνης και της οιστραδιόλης ποικίλει και μπορεί να 

οδηγήσει σε αναστολή του πολλαπλασιασμού (211, 212, 213) ή σε επάγωγή του (214, 

215), καταδεικνύοντας την πολυπλοκότητα του μηχανισμού δράσης τους. Η 

οιστραδιόλη φαίνεται να έχει διαφορετικό τρόπο δράσης σε σχέση με τα ανδρογόνα, 

καθώς μπορεί να επάγει σύνθεση DNA στα κύτταρα που επιδρά αλλά και να 

ενεργοποιεί αποπτωτικούς μηχανισμούς (217, 218 ). 

Στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού ο επαγόμενος πολλαπλασιασμός ανεστάλει από 

τον αναστολέα του υποδοχέα ανδρογόνων φλουταμίδη και στα δύο φύλα. Τα 

αποτελέσματα αυτά είναι ενδεικτικά της ύπαρξης ενεργού υποδοχέα ανδρογόνων σε 

κύτταρα τόσο αρσενικού όσο και θηλυκού ατόμου. Επιπλέον, φαίνεται ότι η δράση της 

τεστοστερόνης μεσολαβείται από την πρόσδεσή της στον συγκεκριμένο 

κυτταροπλασματικό υποδοχέα. Είναι εξάλλου γνωστό ότι τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού 

εκφράζουν υποδοχείς ανδρογόνων ( 64). 

Ο επαγόμενος από την τεστοστερόνη πολλαπλασιασμός των ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού κουνελιού και ο επαγόμενος από την οιστραδιόλη πολλαπλασιασμός σε 

κύτταρα θηλυκού κουνελιού, ανεστάλει και από τους αναστολείς των μονοπατιών της 

ΡΙ3 κινάσης και των ΜΑΡ κινασών, γεγονός ενδεικτικό της ενεργοποίησης αυτών 

των σηματοδοτικών μονοπατιών από την τεστοστερόνη και την οιστραδιόλη. Οι 

γεννητικές ορμόνες έχουν δειχθεί να επάγουν την ενεργοποίηση σηματοδοτικών 

μονοπατιών σε ΛΜΚ (213, 214,  215) κυρίως των ΜΑΡ κινασών,  αλλά και της ΡΙ3 

κινάσης. Η ενεργοποίηση των μονοπατιών αυτών μεσολαβείται από την αρχική 

δέσμευση της ορμόνης στον υποδοχέα ανδρογόνων ή οιστρογόνων αντίστοιχα (214, 

215, 216, 219, 220, 221). 

Από τις μελέτες που έχουν γίνει σε ΛΜΚ άλλων οργάνων αλλά και από τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης φαίνεται η σπουδαιότητα της δράσης των 

γεννητικών ορμονών στον πολλαπλασιασμό κυττάρων, των οποίων ο αριθμός 

επηρεάζει την έκβαση σοβαρών ασθενειών. Ωστόσο, ο μηχανισμός δράσης των 

ορμονών παραμένει ακόμα αδιευκρίνιστος, καθώς η πολυπλοκότητά του είναι 

ιδιαίτερη. Η τεστοστερόνη επάγει τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ τραχείας από 
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κουνέλια και των δύο φύλων, αλλά η δράση της περιορίζεται στις πρώτες 24 ώρες της 

επώασης. Η ορμόνη είναι συνεχώς παρούσα σε μεγάλες συγκεντρώσεις στα αρσενικά 

μόνο άτομα και είναι πιθανό να ασκεί τη δράση της στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων μόνο σε αυτές τις συνθήκες. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η τεστοστερόνη 

εμφανίζει προστατευτική μη γενωμική δράση στους αεραγωγούς, καθώς προκαλεί 

χάλαση (64). Το γεγονός ότι στη δράση των γεννητικών ορμονών εμπλέκονται 

γενωμικές και μη γενωμικές διαδικασίες, τροποποιώντας το αποτέλεσμά τους 

καθιστά τη διερεύνηση της δράσης αυτής ιδιαίτερα σημαντική.  

Σε φλεγμονώδεις παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος, όπως το άσθμα 

και η ΧΑΠ παρατηρείται αυξημένη απελευθέρωση ακετυλοχολίνης, όπως και αύξηση 

της μάζας του λείου μυ των αεραγωγών (102, 222). Έτσι κρίθηκε σκόπιμη η μελέτη 

της πιθανής συμμετοχής της ενεργοποίησης των μουσκαρινικών υποδοχέων στον 

πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών. Η ενεργοποίηση των μουσκαρινικών 

υποδοχέων με ακετυλοχολίνη ή καρβαχόλη οδήγησε σε αυξημένη ενσωμάτωση 

ραδιενεργής θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, ενώ δεν είχε καμία επίδραση 

στην ενσωμάτωση θυμιδίνης από ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Ανάλογα αποτελέσματα 

απουσίας δράσης μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ έχουν 

παρατηρηθεί και σε ΛΜΚ τραχείας ανθρώπου (223)  ή βοός (224). Η διαφορετική 

ανταπόκριση των ΛΜΚ που έχουν ληφθεί από διαφορετικά τμήματα του 

αναπνευστικού, απέναντι στο ίδιο ερέθισμα δηλώνει την εξάρτηση του 

αποτελέσματος της ενεργοποίησης των μουσκαρινικών υποδοχέων από τον κυτταρικό 

τύπο. Τόσο τα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού όσο και τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, 

εκφράζουν M2 και M3 μουσκαρινικούς υποδοχείς, αλλά μόνο τα ΛΜΚ αεραγωγών 

κουνελιού εκφράζουν επιπρόσθετα και έναν ακόμη τύπο μουσκαρινικών υποδοχέων, 

τους M4 μουσκαρινικούς υποδοχείς (95). Παρόλο που η πιθανή συμμετοχή των  M4 

μουσκαρινικών υποδοχέων στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ των αεραγωγών δεν έχει 

ακόμη διερευνηθεί, υπάρχουν μερικές μελέτες που υποστηρίζουν ότι η ενεργοποίηση 

των Μ4 μουσκαρινικών υποδοχέων συμμετέχει στον πολλαπλασιασμό άλλων 

κυτταρικών τύπων, όπως επιθηλιακά κύτταρα κερατοειδή χιτώνα ανθρώπου (225) και 

νευρικά βλαστοκύτταρα (226).  

Παρά την επίδραση των μουσκαρινικών αγωνιστών στην ενσωμάτωση 

θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, τόσο η ακετυλοχολίνη όσο και η καρβαχόλη 

δεν είχαν καμία επίδραση στον αριθμό των κυττάρων, μετά από 72 ώρες επώασης. 

Είναι πιθανόν, η επίδραση των μουσκαρινικών αγωνιστών στα συγκεκριμένα κύτταρα 
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να εξαρτάται από τον φαινότυπο των κυττάρων και/ή από την πυκνότητα των 

μουσκαρινικών υποδοχέων στην επιφάνεια της πλασματικής τους μεμβράνης. Όταν 

έγινε παρατήρηση με οπτικό μικροσκόπιο της μορφολογίας των ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού που επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη ή καρβαχόλη, διαπιστώθηκε ότι η 

μορφολογία των κυττάρων ήταν παρόμοια αυτής που παρατηρείται σε κύτταρα που 

επωάζονται με 10% FBS. Δηλαδή, σταδιακά ο φαινότυπός τους άλλαξε στον 

λιγότερο επιμήκη, ‘συνθετικό’ φαινότυπο που εμφανίζεται σε κύτταρα που 

καλλιεργούνται παρουσία ορού. Η ανοσοαποτύπωση κατά Western εκχυλισμάτων 

ολικής πρωτεΐνης κυττάρων που επωάστηκαν με ακετυλοχολίνη ή καρβαχόλη, έδειξε 

αυξημένη έκφραση της φωσφορυλιωμένης μορφής της p42/44 πρωτεΐνης, 

υποδεικνύοντας την ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών από τους 

μουσκαρινικούς αγωνιστές, σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Υπάρχουν μελέτες που 

δείχνουν ότι το μονοπάτι των p42/p44 MAP κινασών εμπλέκεται στην τροποποίηση 

του φαινοτύπου ΛΜΚ (6, 7), συμπεριλαμβανομένων και ΛΜΚ αεραγωγών (5, 227), 

προς έναν φαινότυπο λιγότερο συσταλτό. Όταν τα ΛΜΚ αεραγωγών καλλιεργούνται 

σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού, το ποσοστό των κυττάρων που εκφράζουν τον 

‘συσταλτό’ φαινότυπο αυξάνεται (9), καθώς και η έκφραση των M3 μουσκαρινικών 

υποδοχέων (8). Με βάση τα δεδομένα αυτά εξετάστηκε η επίδραση των 

μουσκαρινικών αγωνιστών στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, τα 

οποία είχαν υποστεί στέρηση ορού για 7 μέρες. Τα αποτελέσματα αυτής της ομάδας 

πειραμάτων έδειξαν ότι τόσο η ακετυλοχολίνη όσο και η καρβαχόλη προκάλεσαν 

στατιστικά σημαντική αύξηση  του αριθμού των ΛΜΚ μετά από 24 ώρες επώασης, οι 

οποίες ακολούθησαν τις 7 ημέρες στέρησης ορού. Φαίνεται, επομένως, ότι η επαγωγή 

του πολλαπλασιασμού από τους μουσκαρινικούς αγωνιστές, εξαρτάται από τον 

φαινότυπο του κυττάρου, αλλά και από την πυκνότητα των μουσκαρινικών 

υποδοχέων 

Η ενεργοποίηση των μουσκαρινικών υποδοχέων σε ΛΜΚ αεραγωγών οδηγεί 

σε ενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών της ΡΙ3Κ ή των ΜΑΡ κινασών 

(228). Η ακετυλοχολίνη και η καρβαχόλη επηρέασαν κυρίως την έκφραση της 

φωσφορυλιωμένης μορφής της Akt πρωτεΐνης, ενώ η φωσφορυλιωμένη μορφή της 

p42/44 πρωτεΐνης ανιχνεύτηκε σε πολύ μικρά ποσά σε εκχυλίσματα κυττάρων που 

επωάστηκαν με τους παραπάνω μουσκαρινικούς αγωνιστές. Ωστόσο, ο αναστολέας 

του μονοπατιού της PI3K, LY 294002 (20 μΜ) ελάττωσε την επαγόμενη από 

ακετυλοχολίνη ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης, ενώ ο αναστολέας του 
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μονοπατιού των  MAP κινασών, PD 89005 (100 μΜ) ελάττωσε την επαγόμενη από 

καρβαχόλη ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού. Αυτά 

τα αποτελέσματα δείχνουν ότι παρόλο που η ενεργοποίηση των μουσκαρινικών 

υποδοχέων σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού οδηγεί σε αύξηση της ενσωμάτωσης  

ραδιενεργού θυμιδίνης ενεργοποιώντας τα μονοπάτια της PI3K ή των MAP κινασών, 

τα μονοπάτια αυτά ενεργοποιούνται διαφορετικά από τους αγωνιστές των 

μουσκαρινικών υποδοχέων ακετυλοχολίνη και καρβαχόλη.  

Τόσο η ακετυλοχολίνη όσο και η καρβαχόλη είναι αγωνιστές όλων των τύπων 

μουσκαρινικών υποδοχέων αλλά και των νικοτινικών υποδοχέων. Η βασική διαφορά 

των δύο αγωνιστών είναι η αντίστασή τους στη δράση της ακετυλοχολινεστεράσης, 

καθώς η καρβαχόλη δεν διασπάται από το ένζυμο. Ωστόσο, υπάρχουν μελέτες που 

δείχνουν ότι η ακετυλοχολίνη και η καρβαχόλη αλληλεπιδρούν με διαφορετικούς 

τύπους μουσκαρινικών υποδοχέων (103). 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της ενεργοποίησης των Μ2 ή Μ3 

μουσκαρινικών υποδοχέων στην ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού. Έτσι, στα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν οι ανταγωνιστές των 

Μ2 υποδοχέων γκαλαμίνη (10mM), και των Μ2-Μ3 υποδοχέων τιοτρόπιο (30, 

100nM). Τόσο η γκαλαμίνη όσο και το τιοτρόπιο αύξησαν από μόνοι τους την 

ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που είχαν 

καλλιεργηθεί σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, δηλαδή σε μη πολλαπλασιαζόμενα 

κύτταρα, ενώ δεν είχαν καμία επίδραση σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία 

10% FBS. Φαίνεται πως η σύνδεση των ανταγωνιστών στους Μ2 υποδοχείς μπορεί 

να ενεργοποίησε ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια, τα οποία εμπλέκονται στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Υπάρχουν εξάλλου στοιχεία που δείχνουν ότι η σύνδεση 

αλοστερικών συνδεόμενων μορίων σε μουσκαρινικούς υποδοχείς, απουσία των 

κλασικών αγωνιστών μπορεί να προκαλέσει απευθείας την ενεργοποίηση των G 

πρωτεϊνών (229, 230, 231).  

Παρόλα αυτά, η γκαλαμίνη δεν είχε καμία επίδραση στην επαγόμενη από 

ακετυλοχολίνη ή καρβαχόλη ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης σε ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού. Το τιοτρόπιο όμως ελάττωσε την επαγόμενη από τους μουσκαρινικούς 

αγωνιστές ενσωμάτωση της ραδιενέργειας, αλλά η ελάττωση αυτή δεν ήταν 

στατιστικά σημαντική, ενώ δεν παρατηρήθηκε διαφορά ανάμεσα στις δύο 

συγκεντρώσεις του τιοτροπίου, που ήταν ένδειξη ότι από την συγκέντρωση 30nM το 

τιοτρόπιο ήδη έχει τη μέγιστη δράση. Επομένως, βγαίνει το συμπέρασμα ότι η δράση 
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της ακετυλοχολίνης και της καρβαχόλης στην αύξηση της ενσωμάτωσης 

ραδιενέργειας από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού μεσολαβείται κατά πάσα πιθανότητα 

μέσω ενεργοποίησης μουσκαρινικών υποδοχέων εκτός των Μ2.  

Οι κυταροκίνες TNF-α και IL-1β, που παράγονται πριν αλλά και κατά τη 

διάρκεια της φλεγμονής, είναι παρούσες, σε μόνιμη βάση, στους αεραγωγούς ατόμων 

που πάσχουν από άσθμα. Θεωρούνται ότι ρυθμίζουν τη λειτουργία των ΛΜΚ, μέσω 

σύνδεσης σε συγκεκριμένους υποδοχείς οι οποίοι εκφράζονται και εντοπίζονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων. Φυσιολογικά σε ιστούς τραχείας εκφράζονται οι υποδοχείς 

στους οποίους συνδέεται ο TNF-α, TNFR-1 και TNFR-2 (232). Ο TNFR-1 φαίνεται 

ότι είναι ο υποδοχέας που ρυθμίζει την επαγόμενη από τον TNF-α έκφραση των IL-6, 

ICAM-1 και RANTES σε ΛΜΚ αεραγωγών ανθρώπου (233).  

Η επίδραση του TNF-α και της IL-1β στον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ των 

αεραγωγών που μελετήθηκαν έδειξε ποικίλα αποτελέσματα. Συγκεκριμένα, τόσο ο 

TNF-α, όσο και η IL-1β προκάλεσαν αύξηση στην ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, αλλά όχι του αριθμού των κυττάρων. Σε 

ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου επίδραση τόσο στην ενσωμάτωση ραδιενεργού θυμιδίνης, 

όσο και στον αριθμό των κυττάρων είχε μόνο ο TNF-α, και όχι η IL-1β. Η επίδραση 

των φλεγμονωδών παραγόντων αυτών στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

ανεστάλει από τους αναστολείς των μονοπατιών της PI3K και των  MAP κινασών. 

Ωστόσο, δεν ανιχνεύτηκε ενεργοποίηση των μονοπατιών αυτών με ανάλυση κατά 

Western σε εκχυλίσματα κυττάρων που είχαν επωαστεί με TNF-α και IL-1β. Τα 

παραπάνω αποτελέσματα ήταν ενδεικτικά του ότι τα σηματοδοτικά μονοπάτια 

παίζουν βασικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών, παρόλο που 

η ενεργοποίησή τους δεν είναι πάντα ανιχνεύσιμη. 

Το γεγονός ότι ο TNF-α και η IL-1β εμφανίζουν αντικρουόμενες επιδράσεις  

στον πολλαπλασιαμό κυττάρων δεν αποτελεί ασυνήθιστο εύρυμα. Υπάρχουν μελέτες 

που δείχνουν ότι οι συγκεκριμένοι φλεγμονώδεις παράγοντες αποτελούν μιτογόνες 

ουσίες για ΛΜΚ αεραγωγών και η επαγωγή του πολλαπλασιασμού εξαρτάται από 

την ενεργοποίηση του μονοπατιού της p42/p44 MAPK (234, 235, 236). Αντίθετα, 

άλλοι ερευνητές υποστηρίζουν ότι τόσο ο TNF-α όσο και η IL-1β είτε αδυνατούν να 

επάγουν πολλαπλασιασμό από μόνοι τους (137, 237, 238), είτε αναστέλλουν τον 

επαγόμενο από αυξητικούς παράγοντες πολλαπλασιασμό των κυττάρων (239). Τα εκ 

πρώτης όψεως αντικρουόμενα αποτελέσματα μπορούν να ερμηνευτούν λαμβάνοντας 

υπ όψιν ότι οι κυτταροκίνες ενεργοποιούν την IFNβ (240) και την εξαρτώμενη από 
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cAMP πρωτεινική κινάση (239), οι οποίες οδηγούν σε παύση του πολλαπλασιασμού, 

ταυτόχρονα με την ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑΡ κινασών που επάγει τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι τα γλυκοκορτικοειδή 

τροποποιούν την επίδραση προ-φλεγμονωδών κυτταροκινών στον πολλαπλασιασμό 

ΛΜΚ αεραγωγών. Η τροποποίηση αυτή μπορεί να οδηγεί σε αύξηση ή μείωση του 

πολλαπλασιασμού η οποία εξαρτάται από την παρουσία άλλων αυξητικών 

παραγόντων (241, 239). Εν κατακλείδι, τα παραπάνω αποτελέσματα είναι ενδεικτικά 

της πολυπλοκότητας της επίδρασης των προ-φλεγμονωδών παραγόντων στην 

ρύθμιση του πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ αεραγωγών.  

Στις χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού υπάρχει φλεγμονή στους 

αεραγωγούς, που έχει ως αποτέλεσμα την καταστροφή του επιθηλίου. Προκειμένου 

να αποκατασταθεί η ακεραιότητα του επιθηλίου απελευθερώνονται στους 

αεραγωγούς αυξητικοί παράγοντες, οι οποίοι μεταξύ άλλων οδηγούν και σε 

πολλαπλασιασμό τα ΛΜΚ των αεραγωγών (12). Αυτοί οι αυξητικοί παράγοντες 

απελευθερώνονται από μια πληθώρα διαφορετικών κυττάρων, τόσο φλεγμονωδών, 

όπως τα ηωσινόφιλα και τα μακροφάγα, όσο και δομικών, όπως τα επιθηλιακά και 

ακόμη και τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου (117, 114).  

Έρευνες δείχνουν ότι ο TGF (transforming growth factor, αυξητικός 

παράγοντας μεταμόρφωσης), ο bFGF (basic fibroblast growth factor, βασικός 

αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών), και ο PDGF (platelet derived growth factor, 

αυξητικός παράγοντας που απομονώνεται από αιμοπετάλια) επάγουν αύξηση του 

αριθμού των ΛΜΚ αεραγωγών σε ασθενείς που πάσχουν από άσθμα ή ΧΑΠ (117, 

242). Έτσι, μελετήθηκε η επίδραση αυτών των αυξητικών παραγόντων στον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ αεραγωγών τραχείας κουνελιού και βρόγχων ανθρώπου. Και 

οι τρεις αυξητικοί παράγοντες προκάλεσαν αύξηση στην ενσωμάτωση ραδιενεργού 

θυμιδίνης τόσο σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού όσο και βρόγχων ανθρώπου. Επιπλέον, 

ο bFGF και ο PDGF προκάλεσαν και αύξηση του αριθμού των ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, ενώ ο αριθμός των ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου αυξήθηκε όταν τα κύτταρα 

επωάστηκαν με καθένα από τους τρεις διαφορετικούς αυξητικούς παράγοντες. Οι 

παράγοντες αυτοί φαίνεται ότι ενεργοποιούν σηματοδοτικά μονοπάτια που οδηγούν 

τα κύτταρα σε πολλαπλασιασμό (118, 119, 120, 121).   

Στην παρούσα μελέτη η επίδραση των αυξητικών παραγόντων τόσο σε ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού όσο και βρόγχων ανθρώπου, ελαττώθηκε από τους αναστολείς 

των μονοπατιών της PI3K και των ΜΑΡ κινασών. Παρόλο που ο επαγόμενος 
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πολλαπλασιασμός των κυττάρων ανεστάλει όταν τα σηματοδοτικά μονοπάτια ήταν 

μη ενεργά, η ανάλυση κατά Western κυτταρικών εκχυλισμάτων από ΛΜΚ που είχαν 

επωαστεί με τους τρεις αυξητικούς παράγοντες, δεν ανίχνευσε, σε όλες τις 

περιπτώσεις των παραγόντων, επαγωγή της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών Akt, 

p42/44 και p38. Ωστόσο, φαίνεται ότι αυτοί οι αυξητικοί παράγοντες ενεργοποιούν τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια της PI3K και των MAP κινασών και προωθούν την  

αντιγραφή του DNA και την κυτταρική διαίρεση.  

Ο ρόλος του TGF στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων είναι αμφιλεγόμενος. 

Υπάρχουν μελέτες που δείχνουν ότι ο TGF επάγει τον πολλαπλασιασμό σε 

ινοβλάστες, μυοϊνο βλάστες ή ΛΜΚ (2 4 3 ) αλλά αυτή η επαγωγή εξαρτάται από  το 

επίπεδο κορεσμού της καλλιέργειας σε κύτταρα και από τη συγκέντρωση του 

αυξητικού παράγοντα που χορηγείται στα κύτταρα. Συγκεκριμένα, ο TGF επάγει 

πολλαπλασιασμό σε ΛΜΚ αγγείων ή αεραγωγών όταν η καλλιέργεια είναι 

κορεσμένη και τα κύτταρα σχηματίζουν μονοστιβάδα. Αντίθετα, αναστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό των ίδιων κυττάρων, όταν η καλλιέργεια δεν είναι κορεσμένη (244, 

245, 246, 247). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι μικρή δόση TGF-β1 επάγει τον 

πολλαπλασιασμό ινοβλαστών, χονδροκυττάρων και αρτηριακών ΛΜΚ, ενώ μεγάλη 

δόση αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των ίδιων κυττάρων (243, 244, 245, 247, 248). 

Ο ίδιος αυξητικός παράγοντας επάγει τον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ αεραγωγών 

τραχείας βοός, ενεργοποιώντας το σηματοδοτικό μονοπάτι των MAP κινασών (242, 

249).  

Όσον αφορά τους άλλους δύο αυξητικούς παράγοντες που χρησιμοποιήθηκαν 

στην παρούσα μελέτη, υπάρχουν στοιχεία που δείχνουν ότι ο bFGF επάγει τον 

πολλαπλασιασμό ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, μέσω ενεργοποίησης του μονοπατιού 

των p38 MAP κινασών (138), μόνος του ή παρουσία και άλλων αυξητικών 

παραγόντων, όπως TGF ή PDGF (250). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι ο PDGF δρα ως 

μιτογόνο ερέθισμα σε ανθρώπινα ΛΜΚ στεφανιαίας αρτηρίας (251), όπως και σε 

ανθρώπινα ΛΜΚ τραχείας (252).  

Όταν χρησιμοποιήθηκαν μουσκαρινικοί αγωνιστές παρουσία των προ-

φλεγμονωδών κυτταροκινών ή των αυξητικών παραγόντων που προαναφέρθηκαν δεν 

εμφανίστηκε καμία συνεργική δράση όσον αφορά την επαγωγή του 

πολλαπλασιασμού των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού ή βρόγχων ανθρώπου. Αντίθετα, η 

ακετυλοχολίνη και η καρβαχόλη είτε ανέστειλαν, είτε δεν είχαν καμία επίδραση στον 

επαγόμενο από τις κυτταροκίνες ή τους αυξητικούς παράγοντες πολλαπλασιασμό των 
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κυττάρων. Μια πιθανή εξήγηση της παρατήρησης αυτής μπορεί να είναι ότι οι 

αυξητικοί παράγοντες ή οι κυτταροκίνες οδηγούν το κύτταρο σε ένα συγκεκριμένο 

επίπεδο πολλαπλασιασμού, το οποίο δεν είναι δυνατόν να ενισχυθεί περαιτέρω από 

τους μουσκαρινικούς αγωνιστές.   

Είναι γνωστό ότι οι αυξητικοί παράγοντες δεσμεύονται σε υποδοχείς κινάσης 

τυροσίνης (receptor tyrosine kinases, RTKs) και η αλληλεπίδρασή τους με τον 

υποδοχέα τους, οδηγεί σε ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών. Οι 

μουσκαρινικοί αγωνιστές από την άλλη δεσμεύονται σε υποδοχείς του τύπου G 

πρωτεϊνών (G-coupled protein receptors), οι οποίοι μπορούν να αλληλεπιδράσουν με 

τους RTKs και να ενεργοποιήσουν τα ίδια μονοπάτια με αυτούς (15). Επιπλέον, οι 

δύο διαφορετικοί φαινότυποι, ΄συσταλτός’ και ‘συνθετικός’, των ΛΜΚ εμφανίζουν 

και διαφορές ως προς το είδος και το πλήθος των υποδοχέων που διαθέτουν (230, 

231), ελαττώνοντας πιθανόν την επίδραση των μουσκαρινικών αγωνιστών, λόγω 

αδυναμίας σύνδεσής τους σε μουσκαρινικούς υποδοχείς, καθώς ο  αριθμός τους 

εμφανίζεται μειωμένος σε κύτταρα που εμφανίζουν τον ‘συσταλτό’ φαινότυπο, 

εξαιτίας της απουσίας ορού στο θρεπτικό υλικό. Ακόμη, η ταυτόχρονη ενεργοποίηση 

του κυττάρου από δύο διαφορετικά ερεθίσματα που επάγουν τον πολλαπλασιασμό 

του μπορεί να μην έχει αθροιστική δράση καθώς τα ερεθίσματα που δέχεται το 

κύτταρο δεσμεύονται μεν σε διαφορετικούς υποδοχείς αλλά ενεργοποιούν ο ίδιο 

σηματοδοτικό μονοπάτι.  

Σε ορισμένες περιπτώσεις έχει δειχθεί πιθανή συνεργική δράση μεταξύ 

μουσκαρινικών αγωνιστών και αυξητικών παραγόντων. Για παράδειγμα, έχει 

αναφερθεί ότι η μεταχολίνη αυξάνει την μιτογένεση που επάγεται από τον PDGF, 

ακολουθώντας δοσοεξαρτώμενο πρότυπο σε ΛΜΚ τραχείας βοός, τα οποία έχουν 

λειτουργικούς Μ3 μουσκαρινικούς υποδοχείς (253). Επιπλέον, η καρβαχόλη 

επαυξάνει τον επαγόμενο από τον EGF (elongating growth factor, αυξητικός 

παράγοντας επιμύκηνσης) πολλαπλασιασμό σε ΛΜΚ τραχείας ανθρώπου. Η δράση 

της αυτή μεσολαβείται με ενεργοποίηση της p70 S6 κινάσης (254). Ακόμη, ο ίδιος 

μουσκαρινικός αγωνιστής ενεργοποιεί τον υποδοχέα του EGF καθώς και την 

επαγόμενη από τον TGF-β δράση σε ινοβλάστες σκληρού χιτώνα οφθαλμού ποντικού 

και ανθρώπου , μέσω του μονοπατιού των MEK-ERK-MAP κινασών (255). Ωστόσο 

έχουν αναφερθεί και αντίθετα αποτελέσματα, όπως το ότι η καρβαχόλη καταστέλλει 

τον επαγόμενο από τον FGF-2 πολλαπλασιασμό στα ίδια κύτταρα. (255). Οι 

αντικρουόμενες δράσεις που αναφέρθηκαν είναι ενδεικτικές της πολυπλοκότητας που 
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υπάρχει στην αλληλεπίδραση μεταξύ των σηματοδοτικών μονοπατιών που 

ενεργοποιούνται από ερεθίσματα που συνδέονται στους RTKs (receptor tyrosine 

kinase) και στους υποδοχείς των G συνδεδεμένων πρωτεινών. 

Συνοπτικά, οι μουσκαρινικοί αγωνιστές επάγουν τον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού αλλά όχι ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου. Το γεγονός αυτό 

καταδεικνύει την διαφορετική απόκριση των κυττάρων αυτών στο ίδιο ερέθισμα. Ο 

επαγόμενος πολλαπλασιασμός φαίνεται να μεσολαβείται από τη σύνδεση των 

αγωνιστών σε Μ3 μουσκαρινικούς υποδοχείς και την ενεργοποίηση των 

σηματοδοτικών μονοπατιών της PI3K και των MAP κινασών.  

Οι φλεγμονώδεις και οι αυξητικοί παράγοντες που συνήθως 

απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια της φλεγμονής σε ασθενείς που πάσχουν από 

χρόνιες παθήσεις των αεραγωγών, όπως το άσθμα κι η ΧΑΠ, εμπλέκονται στην 

αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών. Ο TNF-α, ο TGF, ο bFGF και ο 

PDGF επάγουν τον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ αεραγωγών τόσο κουνελιού όσο και 

ανθρώπου, μέσω ενεργοποίησης του μονοπατιού της PI3K, όπως και της p38 και /ή 

της p42/44 MAP κινάσης, αλλά δεν εμφανίζουν συνεργική δράση με τους 

μουσκαρινικούς αγωνιστές.  

Επόμενο στάδιο της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος ουσιών 

οι οποίες χρησιμοποιούνται στην αντιμετώπιση παθήσεων του αναπνευστικού, στις 

οποίες συχνά εμφανίζεται αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των αεραγωγών. 

Υπάρχουν κλινικές μελέτες που δείχνουν ότι η θεραπεία με μακρολίδες είναι 

ιδιαίτερα αποτελεσματική σε ασθενείς που πάσχουν από τέτοιες ασθένειες. Ωστόσο, 

οι αντιφλεγμωνώδεις και οι αντιβακτηριακές ιδιότητες των μακρολιδών δεν είναι 

αρκετές για να εξηγηθεί η βελτίωση της κλινικής εικόνας των ασθενών (256, 257).  

Έχουν γίνει μερικές μελέτες που δείχνουν ότι οι μακρολίδες μπορούν να 

επηρεάσουν την ανταποκρισιμότητα των λείων μυικών ινών τραχείας κουνελιού, σε 

πειράματα σύζευξης σύσπασης- συστολής (171) αλλά και τον πολλαπλασιασμό 

κυττάρων και η δράση τους αυτή είναι ανεξάρτητη της αντιφλεγμονώδους και της 

βακτηριοστατικής τους δράσης (173, 172, 258). Συγκεκριμένα, η ροξιθρομυκίνη, ο 

SAR943,που είναι ένα ανάλογο της ραπαμυκίνης, αλλά και η ίδια η ραπαμυκίνη 

αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ στεφανιαίας αρτηρίας ανθρώπου (172), 

επιθηλιακών κυττάρων και ΛΜΚ αεραγωγών, αντίστοιχα (173). Άλλες μακρολίδες, 

όπως η ερυθρομυκίνη, επηρεάζουν κυτταρικές διεργασίες, καθώς αναστέλλει αλλαγές 

που οδηγούν σε υπερτροφία ή μεταπλασία σε κύτταρα goblet σε ρινικό επιθήλιο 
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αρουραίου (258). Σε κλινικές μελέτες η αζιθρομυκίνη χορηγείται σε συγκεντρώσεις 

που έχουν ως αποτέλεσμα συγκέντρωση 8.93 mg/l στον πνεύμονα, η οποία 

αντιστοιχεί σε συγκέντρωση αζιθρομυκίνης περίπου 10-5M (175, 259). Οι ίδιες 

συγκεντρώσεις του αντιβιοτικού χρησιμοποιήθηκαν και σε μελέτες που διερευνούσαν 

την αντιφλεγμονώδη και την αντιβακτηριδιακή δράση του (260, 261). 

Για το λόγο αυτό οι συγκεντρώσεις αζιθρομυκινης που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν από 10-5M έως 10-6M. Η αζιθρομυκίνη επηρεάζει τον πολλαπλασιαμό και τη 

βιωσιμότητα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού και βρόγχων ανθρώπου. Συγκεκριμένα, η 

αζιθρομυκίνη ελαττώνει, με δοσοεξαρτώμενο και χρονοεξαρτώμενο τρόπο, τον 

πολλαπλασιασμό  και τη βιωσιμότητα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, που επωάστηκαν σε 

θρεπτικό υλικό με 10% ορό. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η δράση της 

αζιθρομυκίνης στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, εντοπίζεται κυρίως σε ενεργώς 

πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα, καθώς η παρουσία 10% ορού οδηγεί τα κύτταρα στο 

μέγιστο επίπεδο πολλαπλασιαστικής ικανότητας.  

Όσον αφορά τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, η δράση της αζιθρομυκίνης δεν 

περιορίζεται μόνο σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται, αλλά επεκτείνεται και σε 

κύτταρα που έχουν σταματήσει να πολλαπλασιάζονται καθώς επωάστηκαν απουσία 

ορού, αποτέλεσμα που δείχνει ότι η δράση της στα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου είναι 

ανεξάρτητη της μιτωτικής κατάστασης του κυττάρου. Επιπλέον, δεν παρατηρήθηκε 

δοσοεξαρτώμενη ή χρονοεξαρτώμενη επίδραση καθώς η δράση του αντιβιοτικού σε 

αυτά τα κύτταρα ήταν ‘όλα ή τίποτα’, δηλαδή ήταν δραστικό σε συγκέντρωση 10-5Μ 

και μόνο και η μέγιστη δράση παρατηρήθηκε στις πρώτες 24 ώρες επώασης χωρίς να 

εμφανίζεται κάποιου είδους κλιμάκωση. Η δράση αυτή πιθανόν αντικατοπτρίζει το 

γεγονός η αζιθρομυκίνη να αποτελεί  ιδιαίτερα έντονο ερέθισμα για τα ΛΜΚ 

βρόγχων ανθρώπου. Οι διαφορές στην απόκριση των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού στην 

αζιθρομυκίνη (262) σε σχέση με τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου, που προαναφέρθηκε, 

μπορεί ίσως να αποδοθεί σε διαφορές στους κυτταρικούς πληθυσμούς στις 

καλλιέργειες, καθώς η προέλευση των κυττάρων είναι από δύο διαφορετικά είδη 

οργανισμών. Επιπλέον, τα ΛΜΚ κουνελιού έχουν απομονωθεί από αεραγωγούς του 

ανώτερου αναπνευστικού συστήματος, δηλαδή από τραχεία, ενώ τα ΛΜΚ ανθρώπου 

από κατώτερους αεραγωγούς, δηλαδή βρόγχους. Εξάλλου, τα αποτελέσματα της 

παρούσας μελέτης δείχνουν ότι οι δύο αυτοί πληθυσμοί ΛΜΚ εμφανίζουν διαφορές 

ως προς την απόκρισή τους σε ερεθίσματα που επηρεάζουν τον πολλαπλασιασμό 

τους, όπως μουσκαρινικούς αγωνιστές, φλεγμονώδεις και αυξητικούς παράγοντες.   
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 Η αζιθρομυκίνη προκάλεσε τον σχηματισμό κυστιδίων στο κυτταρόπλασμα 

σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού και βρόγχων ανθρώπου και συρρίκνωση των πυρήνων 

στα κύτταρα του κουνελιού. Επιπλέον, η αναστολή του πολλαπλασιασμού, η αύξηση 

του αριθμού των νεκρών κυττάρων, ο σχηματισμός των κυστιδίων και η συρρίκνωση 

των πυρήνων,  όπως αυτή φαίνεται από  τη χρώση με DAPI, που προκάλεσε η 

αζιθρομυκίνη ανεστάλησαν από τον αναστολέα της αυτοφαγία 3-ΜΑ, σε ΛΜΚ 

τραχείας κουνελιού. Η χρήση του αναστολέα οδήγησε σε διάστικτη εμφάνιση του 

κυτταροπλάσματος, όπως αυτό παρουσιάζεται με χρώση της α-ακτίνης του 

κυτταροσκελετού, η οποία πιθανόν οφείλεται στη συσσώρευση πρωτεϊνικών 

αθροισμάτων τα οποία θα απομακρυνόταν φυσιολογικά με την αυτοφαγία. Αντίθετα 

σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου η δράση της αζιθρομυκίνης δεν ανεστάλει από τη χρήση 

3-ΜΑ. 

Η αυτοφαγία θεωρείται ένας βασικός μηχανισμός μη αποπτωτικού 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (263, 264). Η απόπτωση χαρακτηρίζεται 

από συρρίκνωση του κυττάρου, συμπύκνωση της χρωματίνης, αποικοδόμηση του 

DNA και κατακερματισμό του κυττάρου σε αποπτωτικά σωματίδια. Τα κύτταρα που 

υφίστανται κυτταρικό θάνατο με αυτοφαγία, ωστόσο, χαρακτηρίζονται από το 

σχηματισμό κυστιδίων που περιβάλλονται από  απλή ή διπλή μεμβράνη στο 

κυτταρόπλασμα. Αυτά τα κυστίδια εγκοπλώνουν πρωτεΐνες και οργανίδια τα οποία 

πρόκειται να αποικοδομηθούν (265). Η διαδικασία αυτή περιλαμβάνει την 

ενεργοποίηση του μονοπατιού της PI3 κινάσης (17, 199) όπως και των αυτοφαγικών 

πρωτεινών beclin 1 και/ή LC3 (light chain) (265).  

Η συμμετοχή του μονοπατιού της PI3Κ στη δράση της αζιθρομυκίνης 

μελετήθηκε με τη χρήση αναστολέων του μονοπατιού αυτού, όπως το LY294002 ή η 

wortmanin. Η Wortmannin δεν επηρέασε τη δράση της αζιθρομυκίνης, ενώ η 

παρουσία αζιθρομυκίνης σε συνδυασμό με LY294002 δεν είχε αθροιστική δράση, 

όσον αφορά τη βιωσιμότητα των ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, σε σύγκριση με κύτταρα 

που επωάστηκαν μόνο με LY294002. Η απουσία αθροιστικής επίδρασης υποδεικνύει 

ότι τόσο το LY294002 όσο και η αζιθρομυκίνη μπορεί να δρουν μέσω των ίδιων 

μονοπατιών, τα οποία πιθανόν να έχουν κορεστεί. Στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού που 

είχαν επωαστεί με αζιθρομυκίνη ανιχνεύτηκε η αυτοφαγική πρωτείνη LC3, 

δείχνοντας την ενεργοποίηση μηχανισμών αυτοφαγίας ως απόκριση στη μακρολιδη.  

Τα κυστίδια που σχηματίζονται κατά τη διάρκεια της αυτοφαγίας, 

συγχωνεύονται με λυσοσώματα και το περιεχόμενό τους αποικοδομείται από τη 
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δράση των λυσοσωμικών ενζύμων. Η αζιθρομυκίνη αύξησε την απορρόφηση της 

χρωστικής Lysotracker Red από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού και βρόγχων ανθρώπου. Η 

χρωστική αυτή είναι ειδική για χρώση των λυσοσωμάτων και το ποσό της ουσίας που 

απορροφάται είναι ανάλογο του αριθμού των λυσοσωμάτων που υπάρχουν στο 

κύτταρο. Κύτταρα τα οποία υπόκεινται σε αυτοφαγία ήταν αναμενόμενο να 

περιέχουν μεγαλύτερο αριθμό λυσοσωμάτων. 

Η αυτοφαγία εμφανίζει διακριτές διαφορές με την απόπτωση. Συγκεκριμένα, 

στον κυτταρικό θάνατο με αυτοφαγία οι αλλαγές που συμβαίνουν στον πυρήνα των 

κυττάρων, όπως η συμπύκνωση της χρωματίνης, εμφανίζονται αργότερα σε σύγκριση 

με την απόπτωση. Επιπλέον, στην αυτοφαγία δεν εμφανίζεται κατακερματισμός του 

DNA ή σχηματισμός αποπτωτικών σωματιδίων (199). Παρόλο που η αυτοφαγία 

αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό κυττάρων θηλαστικών που υπόκεινται σε 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, η λειτουργία της στα κύτταρα που πεθαίνουν 

δεν έχει ακόμη διευκρινιστεί (17). Υπάρχουν μελέτες οι οποίες δείχνουν ότι η 

αυτοφαγία και η απόπτωση δεν είναι διαδικασίες αμοιβαία αποκλειόμενες, αλλά 

συχνά η αυτοφαγία μπορεί να οδηγήσει το κύτταρο σε απόπτωση (199, 196, 197). Τα 

στρεσογόνα ερεθίσματα μπορεί να οδηγήσουν το κύτταρο σε αυτοφαγία ή σε 

απόπτωση, ανάλογα με τη φύση, την ένταση και τη διάρκεια του ερεθίσματος, αλλά 

και ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και την ενεργειακή κατάσταση στην οποία 

βρίσκεται το κύτταρο τη στιγμή που δέχεται το ερέθισμα (198). 

Σε ΛΜΚ τραχείας κουνελιού η αναστολή του πολλαπλασιασμού από την 

αζιθρομυκίνη ήταν αντιστρέψιμη, καθώς η αφαίρεση του αντιβιοτικού μετά από 48 

ώρες επώασης, οδήγησε τα κύτταρα στην επανάκτηση της πολλαπλασιαστικής τους 

ικανότητας. Ο σχηματισμός κυστιδίων γινόταν πιο έντονος καθώς αυξανόταν ο 

χρόνος επώασης με αζιθρομυκίνη, αλλά η δράση αυτή αντιστράφηκε όταν 

αφαιρέθηκε το αντιβιοτικό και τα κύτταρα επωάστηκαν με θρεπτικό υλικό με ορό. 

Επιπλέον, η αζιθρομυκίνη αδυνατούσε να προκαλέσει απόπτωση στα ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού, στις συνθήκες της καλλιέργειας, καθώς δεν οδήγησε σε επιπρόσθετη 

ενεργοποίηση της αποπτωτικής πρωτεΐνης κασπάση-3. Aντίθετα σε ΛΜΚ βρόγχων 

ανθρώπου έχει βρεθεί ότι η αζιθρομυκίνη αυξάνει το ποσοστό των προ-αποπτωτικών 

κυττάρων, καθώς ενεργοποιεί τα αποπτωτικά μονοπάτια από τις πρώτες 24 ώρες της 

επώασης (199). Πιθανόν για τα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου η αζιθρομυκίνη να 

αποτελεί πολύ έντονο ερέθισμα που οδηγεί τα κύτταρα σε αυτοφαγία που μεταπίπτει 
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πολύ γρήγορα σε απόπτωση, ενώ κάτι τέτοιο δεν συμβαίνει στα ΛΜΚ τραχείας 

κουνελιού.  

Η αυτοφαγία λειτουργεί σε βασικά επίπεδα σε κύτταρα θηλαστικών αλλά 

επάγεται από στρεσογόνα ερεθίσματα , όπως στέρηση θρεπτικών υλικών ή αυξητικών 

παραγόντων (197). Η διαδικασία της αυτοφαγίας ρυθμίζεται από ένα σύνολο 

κυτταρικών μονοπατιών, και κατ’ επέκταση από μόρια, τα οποία με τη σειρά τους 

ρυθμίζουν αυτά τα μονοπάτια (17). Μεταξύ αυτών είναι και η μακρολίδη ραπαμυκίνη 

η οποία επάγει την αυτοφαγία, καθώς συνδέεται στον mTOR, μια πρωτεινική κινάση 

που ρυθμίζει αρνητικά την αυτοφαγία, και τον απενεργοποιεί. Επίσης, η μακρολίδη 

μπαφιλομυκίνη Α1 αναστέλλει την αυτοφαγία, αναστέλλοντας τη δράση της 

ΑΤΡάσης των κυστιδίων (198). Ακόμη η αζιθρομυκίνη έχει την ικανότητα να 

προσδένεται σε φωσφολιπίδια και ως εκ τούτου να επηρεάζει τις ιδιότητες 

βιολογικών μεμβρανών (266), και να ενεργοποιεί μονοπάτια αυτοφαγίας καθώς τα 

σφιγγολιπίδια ανήκουν στα μόρια που ρυθμίζουν την αυτοφαγία (17). Υπάρχουν 

ακόμη μελέτες οι οποίες δείχνουν την επαγωγή απόπτωσης από μακρολίδες. Για 

παράδειγμα η κλαριθρομυκίνη και η αζιθρομυκίνη επάγουν απόπτωση σε 

ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα και σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου (267, 178). 

Συμπερασματικά: 

 τα ΛΜΚ των αεραγωγών επηρεάζονται από παράγοντες οι οποίοι είναι 

παρόντες στους αεραγωγούς σε φυσιολογικές συνθήκες, όπως για παράδειγμα 

οι γεννητικές ορμόνες,  

 από παράγοντες που εντοπίζονται στους αεραγωγούς σε μεγάλες 

συγκεντρώσεις σε παθολογικές καταστάσεις, κατά τη διάρκεια της φλεγμονής, 

όπως οι μουσκαρινικοί αγωνιστές, οι κυτταροκίνες και οι αυξητικοί 

παράγοντες.  

 από παράγοντες που χρησιμοποιούνται ως θεραπευτικά μέσα σε λοιμώξεις, 

όπως το αντιβιοτικό αζιθρομυκίνη.  

Η μελέτη του τρόπου με τον οποίο επηρεάζουν οι προαναφερθείσες ουσίες 

τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ των αεραγωγών έχει ιδιαίτερη σημασία, τόσο ως 

προς την κατανόηση των μηχανισμών που λειτουργούν, αλλά και ως προς τη 

διερεύνηση πιθανών κλινικών εφαρμογών σε χρόνιες παθήσεις του αναπνευστικού 

συστήματος.  
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Από τη μελέτη αυτή προκύπτει ότι: 

 Η σύνδεση παραγόντων σε μεμβρανικούς υποδοχείς ενεργοποιεί τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που συμμετέχουν στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού του ΛΜΚ, δηλαδή τα μονοπάτια της ΡΙ3 κινάσης και των 

ΜΑΡ κινασών.  

 Ορισμένα ερεθίσματα, όπως η αζιθρομυκίνη, είναι ικανά να ενεργοποιήσουν 

περίπλοκους μηχανισμούς οι οποίοι θα συμβάλουν στην προσπάθεια 

επιβίωσης του κυττάρου ή θα το οδηγήσουν σε θάνατο αν είναι ανέφικτη η 

διάσωσή του.  

 Οι μηχανισμοί δράσης των παραγόντων που μελετηθηκαν φαίνεται ότι 

εμπεριέχουν την συμμετοχή υποδοχέων στην επιφάνεια του κυττάρου αλλά 

και σηματοδοτικών μονοπατιών, τα οποία τελικά οδηγούν σε ρύθμιση της 

έκφρασης γονιδίων απαραίτητων για τη φυσιολογική απόκριση και λειτουργία 

των ΛΜΚ. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στις χρόνιες φλεγμονώδεις παθήσεις του αναπνευστικού εμφανίζεται διαφορά 

στη συχνότητα και τη βαρύτητα της νόσου σε άτομα διαφορετικού φύλου. Στις 

παθήσεις αυτές παρατηρείται αυξημένη χολινεργική διαβίβαση, καθώς και 

απελευθέρωση φλεγμονωδών και αυξητικών παραγόντων. Οι χρόνιες νόσοι του 

αναπνευστικού συχνά χαρακτηρίζονται από αναδιαμόρφωση του τοιχώματος των 

αεραγωγών, στην οποία μεταξύ άλλων συμμετέχει και η αύξηση της μάζας των 

ΛΜΚ. Στην θεραπεία μερικών από αυτές τις χρόνιες παθήσεις χορηγούνται 

μακρολίδες, εξαιτίας όχι μόνο της αντιμικροβιακής και αντιφλεγμονώδους δράσης 

τους αλλά και λόγω της απευθείας επίδρασης τους στα κύτταρα των αεραγωγών. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η επίδραση παραγόντων, όπως οι 

γεννητικές ορμόνες, οι μουσκαρινικοί αγωνιστές, φλεγμονώδεις και αυξητικοί 

παράγοντες και το αντιβιοτικό αζιθρομυκίνη, στα ΛΜΚ των αεραγωγών.  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν ΛΜΚ από τραχεία κουνελιού και 

βρόγχους ανθρώπου. Ο πολλαπλασιασμός των ΛΜΚ εκτιμήθηκε με τη μέθοδο της 

ενσωμάτωσης ραδινεργού θυμιδίνης σε νεοσυντιθέμενα μόρια DNA, και με τη 

μέθοδο Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay, με την οποία εκτιμάται ο αριθμός 

των κυττάρων. Η βιωσιμότητα των κυττάρων και ο αριθμός των λυσοσωμάτων 

εκτιμήθηκαν με χρώσεις με Trypan blue και Lysotracker red, αντίστοιχα. Τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούνται από τα ερεθίσματα που 

προαναφέρθηκαν, μελετήθηκαν με τη χρήση αναστολέων και με ανοσοαποτύπωση 

κατά Western, ενώ ενδοκυττάριες πρωτεΐνες εντοπίστηκαν με έμμεσο 

ανοσοφθορισμό.  

Οι γεννητικές ορμόνες επάγουν τον πολλαπλασιασμό ΛΜΚ τραχείας 

αρσενικού και θηλυκού κουνελιού τις πρώτες 24 ώρες της επώασης και η δράση τους 

μεσολαβείται μέσω των κλασικών υποδοχέων ανδρογόνων και μέσω της 

ενεργοποίησης των μονοπατιών της ΡΙ3Κ και των ΜΑΡ κινασών. Οι μουσκαρινικοί 

αγωνιστές επάγουν τον πολλαπλασιασμό των ΛΜΚ κουνελιού αλλά όχι ανθρώπου 

και η δράση τους φαίνεται να μεσολαβείται μέσω Μ3 μουσκαρινικών υποδοχέων και 

των μονοπατιών της ΡΙ3Κ και των ΜΑΡ κινασών. Οι παράγοντες TNFα, TGF, bFGF 

και PDGF έχουν μιτογόνο δράση σε ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου και επάγουν την 

ενσωμάτωση ραδιενέργειας από ΛΜΚ τραχείας κουνελιού, μέσω ενεργοποίησης των 

παραπάνω μονοπατιών, αλλά δεν εμφανίζουν συνεργική δράση με τους 
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μουσκαρινικούς αγωνιστές. Η μακρολίδη αζιθρομυκίνη ελάττωσε τον 

πολλαπλασιασμό και προκάλεσε αυτοφαγία σε ΛΜΚ αεραγωγών κουνελιού και 

ανθρώπου. Η δράση της στα ΛΜΚ τραχείας κουνελιού περιορίστηκε σε ενεργώς 

πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα, ήταν δοσοεξαρτώμενη, χρονοεξαρτώμενη και δεν 

οδήγησε τα κύτταρα σε απόπτωση, ενώ στα ΛΜΚ βρόγχων ανθρώπου ελάττωσε τον 

αριθμό των κυττάρων σε όλες της συνθήκες της καλλιέργειας.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι τα ΛΜΚ των 

αεραγωγών αντιδρούν απέναντι σε μια πληθώρα παραγόντων, οι οποίοι βρίσκονται 

στους αεραγωγούς σε φυσιολογικές αλλά και παθολογικές καταστάσεις. Η φύση, η 

ένταση και η διάρκεια του ερεθίσματος καθορίζει την κυτταρική απόκριση που 

περιλαμβάνει ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών που οδηγούν το κύτταρο σε 

πολλαπλασιασμό ή σε ενεργοποίηση διαδικασιών απαραίτητων για την επιβίωσή του. 

Ο τρόπος με τον οποίο αντιδρούν τα κύτταρα εξαρτάται τόσο από την προέλευση 

τους αλλά και από τις συνθήκες της καλλιέργειας.  
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ABSTRACT 

Chronic airway inflammatory diseases appear with a different frequency and severity 

in people with different genders. In these diseases increased cholinergic transmission 

is observed, as well as release of inflammatory and growth factors in the airway. 

Cronic airway diseases are often characterized by remodeling of the airway wall, in 

which an increase in SMC mass is observed among others. In the treatment of some of 

these diseases macrolides are used, due to not only their antmicrobial and anti-

inflammatory effect, but also to their direct effect on the cells of the airway. The aim 

of the present study was to examine the effect of factors, such as gender hormones, 

muscarinic agonists, inflammatory and growth factors as well as the antibiotic 

azithromycin, on the airway SMCs. 

 In the present study SMCs from rabbit trachea and human bronchii were used. 

The proliferation of SMCs was estimated using the radioactive thymidine 

incorporation and the Cell Titer 96® AQueous One Solution Assay method, which 

estimates the cell number. The cell viability and the number of lysosomes were 

estimated with the biological dyes Trypan blue and Lysotracker red respectively. The 

signal pathways that are activated by the previously reffered to stimuli, were studied 

using pathway inhibitors as well as Western blot analysis, while intracellular proteins 

were tracked by indirect immunofluorescence.  

 Gender hormones increase the male and female adult rabbit tracheal SMC 

proliferation, within the first 24h and their effect is mediated by classic androgen 

receptors and by the activation of the PI3K and MAPK signal pathways. Muscarinic 

agonists icrease rabbit but not human SMC proliferation and their effect seems to be 

mediated by M3 muscarinic receptors and the PI3K and MAPK signal pathways. 

TNFα, TGF, bFGF and PDGF act as mitogens in human bronchial SMCs and increase 
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the radioactive thymidine incorporation in rabbit tracheal SMCs, through activation of 

the above mentioned pathways, but have no synergetic effect with muscarinic 

agonists. The macrolide azithromycin inhibits the rabbit and human airway SMC 

proliferation and causes autophagy. Its effect on rabbit tracheal SMCs was confined in 

actively proliferating cells, it was dose-dependent and time-dependent and did not 

lead the cells to apoptosis, while in human bronchial SMCs it decrease the cell 

number in all culure conditions. 

 The results of the present study show that airway SMCs react towards a 

variety of factors that are present in the airways in normal and pathological 

conditions. The nature, the intensity and the duration of the stimuli determines the 

cellular response which includes activation of signal pathways that lead the cell to 

proliferate or to activate procedures nessesary for the cell survival. The effect of these 

stimuli is mediated by binding to cellular receptors and activating the PI3K and 

MAPK signal pathways. The way the cells react is depended on their source as well as 

the culture conditions. 
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