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Τριμελής συμβουλευτική Επιτροπή 
 

Χατζόγλου Χρυσή 

 Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου  Θεσσαλίας 

Παρασκευά Ευφροσύνη 

Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Μολυβδάς Πασχάλης-Αδάμ 

Καθηγητής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

 

 

Επταμελής Εξεταστική Επιτροπή 

Χατζόγλου Χρυσή 

Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου  Θεσσαλίας 

Παρασκευά Ευφροσύνη 

Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Μολυβδάς Πασχάλης-Αδάμ 

 Καθηγητής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Γουργουλιάνης Κωνσταντίνος 

Καθηγητής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Γερμενής Αναστάσιος 

 Καθηγητής Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Δανιήλ Ζωή 

 Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Χατζηευθυμίου Αποστολία 

 Επίκουρος Καθηγήτρια Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 
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«Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το τμήμα Ιατρικής της Σχολής 

Επιστημών Υγείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας δεν υποδηλώνει αποδοχή των 

γνωμών του συγγραφέα»    

Νόμος 5343/1932, Άρθρο 202, Παρ.2 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

                                

ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

ΟΝΟΜΑΤΕΠΩΝΥΜΟ: Αποστολίδου Ελένη 

ΤΟΠΟΣ ΚΑΤΟΙΚΙΑΣ: Λάρισα 

E-MAIL: apoeleni@yahoo.gr και elaposto@med.uth.gr 

ΕΤΟΣ  ΓΕΝΝΗΣΕΩΣ: 1984 

 

ΣΠΟΥΔΕΣ 

2001-2007  

Φοίτιση στο τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

Βαθμός Πτυχίου: 8,53 «Άριστα» 

3/2008-2011 

Εκπόνιση διδακτορικής διατριβής στο Εργαστήριο Φυσιολογίας του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας με τίτλο: «Η επίδραση των μεταλλοπρωτεϊνασών στη διαπερατότητα του 

υπεζωκότα 

 

ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ            

1. Αγγλικά - Proficiency in English (Cambridge and Michigan) 

2. Γαλλικά - Delf 1er Degré (Ministere Francais del’ Education)  

3. Γερμανικά - Zertificat B2 (Goethe Institut) 

 

ΓΝΩΣΕΙΣ Η/Υ 

Πτυχίο ICT 

  

ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ-ΔΙΑΚΡΙΣΕΙΣ 

2012: 1
ο
 Βραβείο ολοκληρωμένης εργασίας στο 20

ο
 πανελλήνιο συνέδριο νοσημάτων 

θώρακα, Αθήνα, Hilton, 24-27/11/2011 με τίτλο: «Μελέτη της επίδρασης των 
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μεταλλοπρωτεϊνασών 2 και 9 στη διαπερατότητα του υπεζωκότα και των υπεύθυνων 

μηχανισμών δράσης»    

10/2008-05/2011: Υπότροφος Ιδρύματος «ΠΡΟΠΟΝΤΙΣ» για την εκπόνιση της 

διδακτορικής διατριβής 

2007: Βραβείο ΙΚΥ για αποφοίτηση με βαθμό «άριστα» 

2006: 2
η
 θέση στην 10η Ολυμπιάδα Ιατρικής γνώσης, Λάρισα 

2003:Υποτροφία και Βραβείο Ι.Κ.Υ για τις επιδόσεις στο δεύτερο ακαδημαϊκό έτος 

φοίτησης 

 

ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΕΤΑΙΡΕΙΕΣ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΩΣΕΙΣ 

Μέλος της Ευρωπαϊκής Πνευμονολογικής Εταιρείας (ΕRS)  

Μέλος της Ελληνικής Πνευμονολογικής Εταιρείας 

Μέλος της οργάνωσης «Γιατροί του Κόσμου» 

 

ΕΡΓΑΣΙΑΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

Από 24/6/2011 έως σήμερα 

Αγροτικός ιατρός στο Π.Ι Δομένικου-Κ.Υ. Ελασσόνας 

1/3/2011-14/6/2011 

Ιατρός στο κέντρο αποκατάστασης «ΑΡΩΓΗ»  

9/ 2008- 3/2011 

Συνεργάτης στο ιατρείο διακοπής καπνίσματος του Πανεπιστημιακού νοσοκομείου 

Λάρισας  

 5-15/8/2009 και 4-14/ 8/2010 

Ιατρός στην κατασκήνωση ΧΑΝΘ, Χαλκιδική για παιδιά με σακχαρώδη διαβήτη   

 

ΔΙΔΑΚΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

Από 2009 έως σήμερα  

Συμμετοχή στη διδασκαλία εργαστηριακών ασκήσεων του μαθήματος Φυσιολογία ΙΙ 

στα ακαδημαϊκά έτη 2008-2009, 2009-2010 και 2010-2011 στο τμήμα Ιατρικής, 

Σχολή Επιστημών Υγείας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
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11/2010   

Εισηγήτρια σε Εκπαιδευτικό πρόγραμμα Νοσηλευτικών ειδικοτήτων με θέμα: 

«Φυσιολογία-Παθοφυσιολογία της αναπνοής», ΠΓΝ Λάρισας  

 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ ΜΕ ΚΡΙΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 

1. E. Apostolidou, I. Tsilioni, C. Hatzoglou, P.A. Molyvdas and K.I. Gourgoulianis. 

“Pleural transport physiology: insights from biological markers 

measurements in transudates”. The Open Respiratory Medicine Journal (2011), 

5: 70-72 

2. E. Apostolidou,  C. Hatzoglou, P.A. Molyvdas and K.I. Gourgoulianis. “Matrix 

metalloproteinases 2 and 9 reduce epithelial sodium channel (ENaC) activity 

at pleural mesothelium” submitted to Journal of Physiology and 

Pathophysiology 

3. E. Apostolidou, E. Paraskeva, C. Hatzoglou, P.A. Molyvdas and K.I. 

Gourgoulianis. “MMP2 and MMP9 increase permeability of sheep pleura in 

vitro” accepted for publication to  BMC physiology 

4. M. Minas, E. Apostolidou, I. Goudouva, E. Makris, K. Gourgoulianis, C. 

Hatzoglou. “Clinical phenotypes related to smoking cessation” to be submitted 

 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΕΛΛΗΝΙΚΑ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ ΜΕ ΚΡΙΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 

1. Χ. Χατζόγλου, Κ. Κατσάνου, Ε. Αποστολίδου, Ε. Γώγου, Η. Μακρής, Σ. 

Ζαρογιάννης, Κ.Γουργουλιάνης. «Κάπνισμα και μέθοδοι αντιμετώπισης. 

Εμπειρία ιατρείου διακοπής καπνίσματος ΠΠΓΝΛ Λάρισας». Interscientific 

Health Care (2009) 1: 21-27 

2. E. Αποστολίδου, Χ. Χατζόγλου «Επιπλοκές χρόνιας περοτοναϊκής κάθαρσης: 

Ο ρόλος της λεπτίνης». Αρχεία Ελληνικής Ιατρικής (2011), 28: 466-474  

3. Π. Μπλούχου, Ε. Γκουντουβά, Ε. Αποστολίδου, Κ.Ι Γουργουλιάνης, Χ. 

Χατζόγλου «Παράγοντες που επιδρούν στην κινητοποίηση των καπνιστών για 

διακοπή του καπνίσματος». Διεπιστημονική φροντίδα υγείας (2011), 3: 113-

121.    
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ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ (ΠΡΟΦΟΡΙΚΕΣ-ΑΝΑΡΤΗΜΕΝΕΣ) ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΣΥΝΕΔΡΙΑ                

1. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 19
ο
 Πανευρωπαίκό Συνέδριο Πνευμονολογίας με 

τίτλο: “MMP-mediated regulation of ENaC channel in pleural mesothelium” 

Apostolidou E., Gourgoulianis K., Molyvdas P.A., Paraskeva E., Hatzoglou C., 

24-28/9/2011, Άμστερνταμ, Ολλανδία 

2.  Αναρτημένη ανακοίνωση στο 19
ο
 Πανευρωπαίκό Συνέδριο Πνευμονολογίας με 

τίτλο: “Two year mortality of COPD in primary care in Greece: An 

observational study” M. Μinas, I. Verou-Katsarou, P. Mistridou, E. Apostolidou, 

C. Hatzoglou, K.I. Gourgoulianis, 24-28/9/2011, Άμστερνταμ, Ολλανδία 

3. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 18
ο
  Πανευρωπαϊκό Συνέδριο Πνευμονολογίας με 

τίτλο: “Matrix metalloproteinases 2 and 9 increase the permeability of sheep 

pleura: mechanisms of action” Apostolidou E., Gourgoulianis K., Molyvdas 

P.A., Paraskeva E., Hatzoglou C., 18-22/9/2010, Βαρκελώνη, Ισπανία 

 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ (ΠΡΟΦΟΡΙΚΕΣ-ΑΝΑΡΤΗΜΕΝΕΣ) ΣΕ ΕΛΛΗΝΙΚΑ ΣΥΝΕΔΡΙΑ                

1. Προφορική ανακοίνωση στο 10
ο
 Συνέδριο Φοιτητών Ιατρικής Ελλάδας με 

θέμα:«Vascular Endothelial Growth Factor; Ένα μόριο κλειδί για την 

αγγειογένεση, πιθανός στόχος αντικαρκινικών φαρμάκων» Αποστολίδου Ε., 

Βλαχοστέργιος Π., Γεωργάτσου Ε., Σόγκας Γ., 5/2004, Σ.Κ. Βελλίδης, 

Θεσσαλονίκη 

2. Προφορική ανακοίνωση στο 
 
21

ο 
Πανελλήνιο συνέδριο γενικής ιατρικής με θέμα: 

«Χαρακτηριστικά καπνισματικού ιστορικού των ασθενών που προσέρχονται 

στο ιατρείο διακοπής καπνίσματος του ΠΠΓΝΛ Λάρισας» Η. Μακρής, Ε.  

Αποστολίδου, Κ. Γουργουλιάνης, Χ.Χατζόγλου, 22-26/5/2009, Χαλκιδική 

3. Προφορική ανακοίνωση στο 
  

21
ο   

Πανελλήνιο συνέδριο γενικής ιατρικής με 

θέμα: «Εμπειρία ιατρείου διακοπής καπνίσματος Πανεπιστημιακού 

νοσοκομείου Λάρισας» Η. Μακρής, Ε. Αποστολίδου, Κ. Γουργουλιάνης, Χ. 

Χατζόγλου, 22-26/5/2009, Χαλκιδική 

4. Προφορική ανακοίνωση στο 12
0
 Πανελλήνιο συνέδριο Λιπιδιολγίας 

αθηρωσκλήρωσης και αγγειακής νόσου με θέμα: «Η συμβολή του ιατρείου 

διακοπής καπνίσματος του ΠΠΓΝΛ Λάρισας σε ασθενείς με συνυπάρχοντες 
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παράγοντες κινδύνου αθηροσκλήρωσης»  Η. Μακρής, Ε. Αποστολίδου, Ε. 

Γώγου, Ε. Γκουντουβά, Κ. Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 8-10/10-2009, Αθήνα 

5. Προφορική ανακοίνωση στο 18
0
 Πανελλήνιο  Πνευμονολογικό συνέδριο με θέμα: 

«Ο ρόλος των μεταλλοπρωτεϊνασών  2 και 9 (MMP2, MMP9) στην 

παθογένεια των υπεζωκοτικών συλλογών» Ε. Αποστολίδου, Κ. Γουργουλιάνης, 

Π.Α. Μολυβδάς, Χ. Χατζόγλου, 26-29/11-2009, Θεσσαλονίκη 

6. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 18
0
 Πανελλήνιο  Πνευμονολογικό συνέδριο με 

θέμα: «Η επίδραση του φύλου στη διακοπή του καπνίσματος: Ποιος είναι ο 

νικητής στη μάχη της διακοπής του καπνίσματος;»  Η. Μακρής, Ε.  

Αποστολίδου, Ε. Γκουντουβά, Κ. Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 26-29/11-2009, 

Θεσσαλονίκη 

7. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 18
0
 Πανελλήνιο  Πνευμονολογικό συνέδριο με 

θέμα: «Τα αναπνευστικά συμπτώματα και οι νόσοι του αναπνευστικού ως 

κίνητρα για τη διακοπή του καπνίσματος» Η. Μακρής, Ε.  Αποστολίδου, Ε. 

Γκουντουβά, Κ. Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 26-29/11-2009, Θεσσαλονίκη 

8. Προφορική ανακοίνωση στο 22
ο
 πανελλήνιο συνέδριο γενικής ιατρικής με θέμα: 

«Ο ρόλος των προηγούμενων προσπαθειών διακοπής στη διακοπή του 

καπνίσματος» Ε. Γκουντουβά, Ε. Αποστολίδου, Η. Μακρής, Κ. Γουργουλιάνης, 

Χ. Χατζόγλου, 7-11/4-2010, Κέρκυρα 

9. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 19
ο
 Πανελλήνιο Πνευμονολογικό Συνέδριο με 

τίτλο: «Οι απόψεις των φοιτητών της Λάρισας σχετικά με το νόμο 

απαγόρευσης του καπνίσματος σε δημόσιους χώρους» Ε. Αποστολίδου, Α. 

Χατζηκυριάκου, Λ. Θεοδοσίου, Μ. Παπαϊωάννου, Α.Μ Σιδέρη, Χ. Τσελής, Δ. 

Γκουσιάρης, Μ.Παπαγιάννη, Κ.Ι Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 21-24/10/2010, 

Ρόδος 

10. Αναρτημένη ανακοίνωση στο 19
ο
 Πανελλήνιο Πνευμονολογικό Συνέδριο με τίτλο: 

«Χαρακτηριστικά καπνισματικής συνήθειας στους φοιτητές που σπουδάζουν στη 

Λάρισα» Ε. Αποστολίδου, Δ. Γιαννής, Κ. Καραμπάτου, Γ. Νάκου, Τ. Παπαδόπουλος, Π. 

Σκαλίγκου, Μ. Παπαγιάννη, Κ. Ι Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 21-24/10/2010, Ρόδος 

11. Προφορική ανακοίνωση στο 4
ο
 πανελλήνιο συνέδριο επιστημόνων φροντίδας χρονίων 

πασχόντων με τίτλο: «Χαρακτηριστικά των καπνιστών που συμβάλλουν στη διακοπή 

του καπνίσματος» E. Γκουντουβά, Ε. Αποστολίδου, Η. Μακρής, Μ. Μηνάς, Β. 

Ζαρογιάννη, Κ. Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου, 9-11/11/2010, Λάρισα 
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12.  Αναρτημένη ανακοίνωση στο 20
ο
 Πανελλήνιο Πνευμονολογικό Συνέδριο με 

τίτλο: «Διετής επιβίωση των ασθενών με ΧΑΠ στην πρωτοβάθμια φροντίδα 

υγείας» Μ. Μηνάς, Ι. Βέρου-Κατσαρού, Π. Μυστρίδου, Ε. Αποστολίδου, Χ. 

Χατζόγλου, Κ. Ι Γουργουλιάνης, 24-27/11/2011, Αθήνα 

13.  Αναρτημένη ανακοίνωση στο 20
ο
 Πανελλήνιο Πνευμονολογικό Συνέδριο με 

τίτλο: «Κλινικοί φαινότυποι διακοπής καπνίσματος» Μ. Μηνάς, Ε. 

Γκουντουβά, Ε. Αποστολίδου, Κ. Ι. Γουργουλιάνης, Χ. Χατζόγλου,  24-

27/11/2011, Αθήνα 

 

ΣΥΓΓΡΑΦΙΚΗ ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ 

 «Ανατομία-φυσιολογία υπεζωκοτικής κοιλότητας», σελ 261-278, στο «Συμβολή του 

Εργαστηρίου στην εκτίμηση του πνευμονολογικού ασθενούς» Αποστολίδου Ε., 

Γουργουλιάνης Κ., Ζαρογιάννης Σ., Χατζόγλου Χ., Εκδόσεις της Ελληνικής 

Πνευμονολογικής Εταιρείας, Αθήνα 2009  

 

ΣΥMMETOXH ΣΕ ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 

1. 7-8/5/2009: Approach to pleural cancers: State of the art, European School of 

oncology, Athens  

2.  14-15/11/2009: Παγκόσμιο σεμινάριο για τη θεραπεία της εξάρτησης από το 

κάπνισμα, Global Healthcare Alliance for Treatment of tobacco dependence, 

Pfizer Inc, Athens, Greece 

3. 12-14/3/2010: Εκπαιδευτικό σεμινάριο για την οργάνωση ιατρείων διακοπής 

καπνίσματος, ΕΠΕ, Λάρισα 

4.  19-20/3/2010: Εκπαιδευτικό σεμινάριο «Μηχανικός αερισμός», Πανεπιστημιακή 

κλινική ενταντικής θεραπείας Πανεπιστημιακού νοσοκομείου Λάρισας, Λάρισα 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Για την εκπόνηση της διατριβής και την ολοκλήρωσή της υπήρξε πολύτιμη 

βοήθεια από πολλούς στους οποίους εκφράζω τη βαθιά μου ευγνωμοσύνη. Πρώτα θα 
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                                                                               ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

Η υπεζωκοτική συλλογή, η συλλογή δηλαδή υγρού στην υπεζωκοτική 

κοιλότητα, είναι δυνατόν να επιπλέξει την πορεία πολλών παθήσεων τόσο 

πνευμονικών όσο και εξωπνευμονικών. Οι παθοφυσιολογικές διαδικασίες που 

οδηγούν στη συσσώρευση υγρού στην υπεζωκοτική κοιλότητα οφείλονται στη 

διαταραχή της ισορροπίας του ρυθμού παραγωγής και απορρόφησης του υγρού. 

  Τα τελευταία χρόνια πολλές έρευνες έχουν επικεντρωθεί στο ρόλο 

κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων στη διάγνωση και παθογένεια των 

υπεζωκοτικών συλλογών. Έτσι πολλές εργασίες αναφέρονται στη διαγνωστική 

χρησιμότητα δεικτών, όπως οι ιντερλευκίνες (IL) IL-1, -3, -6, ο αγγειακός 

ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF) και ο παράγοντας νέκρωσης των όγκων 

άλφα (TNF-α). Με εξαίρεση την ιντερφερόνη-γ (IFN-γ), η οποία φάνηκε να αποτελεί 

χρήσιμο διαγνωστικό εργαλείο στην ανάδειξη των υπεζωκοτικών συλλογών 

φυματιώδους αιτιολογίας, η χρησιμότητα των υπολοίπων δεικτών δεν έχει αποδειχθεί 

ακόμη στην κλινική πράξη. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι κάποιοι βιολογικοί δείκτες 

συμβάλλουν στην παθογένεια της υπεζωκοτικής βλάβης. Για παράδειγμα, η IL-1 

φαίνεται να σχετίζεται με την ανάπτυξη υπεζωκοτικής ίνωσης και την εμφάνιση 

εγκυστωμένων υπεζωκοτικών συλλογών [1] ενώ ο VEGF σχετίζεται με την εμφάνιση 

αυξημένης διαπερατότητας στα τριχοειδή του υπεζωκότα σε κακοήθεις συλλογές και 

τον αυξημένο ρυθμό συσσώρευσης υπεζωκοτικού υγρού [2]. Μάλιστα σε ορισμένες 

μελέτες η χρήση anti-VEGF αντισωμάτων είναι αποτελεσματική στον έλεγχο των 

κακοήθων υπεζωκοτικών συλλογών [3].  
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Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες της εξωκυττάριας ουσίας (matrix metalloproteinases-

MMPs) δεν αποτελούν κυταροκίνες αλλά μία οικογένεια πρωτεολυτικών ενζύμων 

που διαθέτουν ψευδάργυρο στο ενεργό τους κέντρο και η κύρια λειτουργία τους είναι 

η αποδόμηση των συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας. Αυτά τα ένζυμα παίζουν 

ρόλο σε ποικίλλες παθολογικές καταστάσεις και έχουν μετρηθεί στα διάφορα είδη 

υπεζωκοτικών συλλογών. Στην παρούσα μελέτη ερευνήθηκε ο ρόλος των δύο πιο 

συχνά απαντώμενων MMPs στις υπεζωκοτικές συλλογές, της ΜΜP2 και MMP9, 

στην παθογένεια των συλλογών. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η επίδραση των 

μεταλλοπρωτεϊνασών στη διαπερατότητα του υπεζωκότα και εξετάστηκαν οι πιθανοί 

μηχανισμοί δράσης των MMPs στη διαπερατότητα. 

Τα παραπάνω αναμένεται να συμβάλλουν στον προσδιορισμό του ρόλου των 

MMPs στη συλλογή των υπεζωκοτικών συλλογών και μελλοντικά στην αναζήτηση 

νέων θεραπευτικών τεχνικών για την αντιμετώπισή τους. 
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1. ΑΝΑΤΟΜΙΑ ΥΠΕΖΩΚΟΤΑ 

 

 Ο υπεζωκότας αποτελείται από δύο πέταλα, το πνευμονικό που καλύπτει τους 

πνεύμονες και το τοιχωματικό που καλύπτει το διάφραγμα και το θωρακικό τοίχωμα. 

Μεταξύ των πετάλων υπάρχει μικρή ποσότητα υγρού. Σύμφωνα με την επικρατούσα 

θεωρία το υπεζωκοτικό υγρό προέρχεται από τα τριχοειδή του τοιχωματικού 

υπεζωκότα. Η κύρια λειτουργία του είναι να περιορίζει της δυνάμεις τριβής (δρώντας 

σαν λιπαντικό), επιτρέποντας την εκτεταμένη κίνηση των πνευμόνων εντός του 

θωρακικού τοιχώματος κατά τη διάρκεια των αναπνευστικών κινήσεων. Η απορρόφηση 

του υγρού γίνεται με τα λεμφαγγεία του τοιχωματικού υπεζωκότα, με κυτταρικούς 

μηχανισμούς διακίνησης ύδατος και διαλυμένων ουσιών και στα είδη με λεπτό 

υπεζωκότα και με τις δυνάμεις Starling. Ο πνευμονικός υπεζωκότας συντελεί στο 

σχήμα των πνευμόνων περιορίζοντας την έκτασή της.    

 

1.1. Μακροσκοπικά ο υπεζωκότας 

Ο υπεζωκότας είναι ένας διπέταλος ορογόνος υμένας ανάμεσα στα πέταλα του 

οποίου σχηματίζεται μια σχισμοειδής κοιλότητα, η υπεζωκοτική κοιλότητα. Τα δύο 

αυτά πέταλα του υπεζωκότα είναι το πνευμονικό ή σπλαχνικό και το τοιχωματικό ή 

περίτονο. 

 Ο πνευμονικός υπεζωκότας επενδύει τις επιφάνειες του πνεύμονα εκτός από την 

περιοχή των πυλών και μιας γραμμής κάτω από της πύλες, εκεί όπου προσφύεται ο 

πνευμονικός σύνδεσμος. Καταδύεται στις μεσολόβιες σχισμές, συμφύεται χαλαρά με το 

πνευμονικό παρέγχυμα το οποίο καλύπτει, για αυτό και διαχωρίζεται εύκολα από αυτό. 

Στο ύψος των πυλών ανακάμπτει μετωπιαία και σχηματίζοντας μια πτυχή, συνεχίζεται 
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ως μεσοπνευμόνιο πέταλο του περίτονου υπεζωκότα. Η πτυχή αυτή ονομάζεται 

πνευμονικός σύνδεσμος, αποτελείται από τα δύο πέταλα του υπεζωκότα και δεν είναι 

ινώδης [4]. 

  Ο τοιχωματικός υπεζωκότας καλύπτει την εσωτερική επιφάνεια των 

τοιχωμάτων του ημιθωρακίου. Παρά το γεγονός ότι εκτείνεται σαν ένας συνεχής σάκος 

που περιβάλλει την αντίστοιχη υπεζωκοτική κοιλότητα, διακρίνεται σε πλευρικό, 

τραχηλικό, διαφραγματικό και μεσοπνευμόνιο υπεζωκότα. Κατά την ανάκαμψη του 

πλευρικού προς το διαφραγματικό υπεζωκότα δημιουργείται το πλευροδιαφραγματικό 

κόλπωμα, μέσα στο οποίο εισχωρεί το κάτω χείλος του πνεύμονα κατά την εισπνοή. 

Ανάλογα κολπώματα σχηματίζονται από τις ανακάμψεις του πλευρικού προς το 

μεσοπνευμόνιο υπεζωκότα, μπροστά το στερνομεσοπνευμόνιο και πίσω το 

σπονδυλομεσοπνευμόνιο κόλπωμα [4].  

Οι υπεζωκοτικές κοιλότητες είναι τελείως ανεξάρτητες η μία από την άλλη. Το 

γεγονός αυτό έχει κλινική σημασία διότι μπορεί ο ένας πνεύμονας να νοσεί χωρίς να 

επηρεάζει τη λειτουργία του άλλου, π.χ σε ατελεκτασία. 

 

1.2. Ιστολογία υπεζωκότα 

Μικροσκοπικά ο υπεζωκότας αποτελείται από τις πέντε ακόλουθες στιβάδες: 1) 

μια μονήρης στιβάδα μεσοθηλιακών κυττάρων με το βασικό της υμένα, 2) ένα δίκτυο 

χαλαρού συνδετικού ιστού, 3) μια λεπτή ελαστική στιβάδα, 4) ένα δεύτερο δίκτυο 

χαλαρού συνδετικού ιστού με αγγειακά και λεμφικά τριχοειδή και 5) μια ινοελαστική 

στιβάδα [5, 6]. Στις υπομεσοθηλιακές στιβάδες ανευρίσκονται κύτταρα όπως 

ινοβλάστες αλλά και τοπικά κύτταρα του ανοσιακού συστήματος, όπως μακροφάγα, 

λεμφοκύτταρα, μαστοκύτταρα [7]. 
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 Το πάχος του τοιχωματικού υπεζωκότα αυξάνει όσο αυξάνει και το μέγεθος του 

θηλαστικού που εξετάζεται. Στο πρόβατο το μέσο πάχος είναι 21-25μm και στον 

άνθρωπο είναι 30-40μm [5, 8]. Οι υπομεσοθηλιακές στιβάδες διαθέτουν άφθονες 

δέσμες κολλαγόνου και ελαστίνης και είναι λιγότερο κυτταροβριθείς σε σχέση με το 

πνευμονικό πέταλο. Ο τοιχωματικός υπεζωκότας επικάθεται στην ενδοθωρακική 

περιτονία και συγχωνεύεται με το περιόστεο των πλευρών. 

  Σε ότι αφορά στον πνευμονικό υπεζωκότα, το πάχος του διαφέρει  μεταξύ των 

θηλαστικών αλλά  και  μεταξύ των διαφόρων περιοχών του πνεύμονα. Σύμφωνα με τον 

Mc Laughlin μπορούμε να ταξινομήσουμε τα θηλαστικά σε δυο ομάδες με βάση το 

πάχος του πνευμονικού υπεζωκότα [9]: Στην πρώτη ομάδα περιλαμβάνονται τα είδη με 

λεπτό πνευμονικό πέταλο όπως οι σκύλοι, οι γάτες, τα κουνέλια, τα ποντίκια. Στα μικρά 

αυτά θηλαστικά η τελευταία ινοελαστική στιβάδα απουσιάζει. Στη δεύτερη ομάδα 

ανήκουν τα μεγάλα θηλαστικά με παχύ πνευμονικό πέταλο, δηλαδή τα πρόβατα, οι 

αγελάδες, τα άλογα και ο άνθρωπος. Το πάχος του πνευμονικού υπεζωκότα στα 

πρόβατα είναι 26-27μm στις κεφαλικές-κοιλιακές περιοχές ενώ στις ουραίες-ραχιαίες 

περιοχές κυμαίνεται από 54μm μέχρι 83μm [8]. Η διάκριση μεταξύ των θηλαστικών με 

παχύ ή λεπτό πνευμονικό υπεζωκότα είναι σημαντική από φυσιολογικής πλευράς γιατί 

η αιματική παροχή εξαρτάται από το πάχος του υπεζωκότα. Κολλαγόνες ίνες 

διαφορετικού μεγέθους και προσανατολισμού υπάρχουν στο σπλαχνικό πέταλο αν και 

οι ελαστικές ίνες υπερτερούν [7]. Οι ελαστικές αυτές ίνες συμβάλλουν στην ελαστική 

δύναμη επαναφοράς του πνεύμονα ενώ οι κολλαγόνες ίνες περιορίζουν τον όγκο αέρα 

στον οποίο ο πνεύμονας μπορεί να διαταθεί [10].   

Τόσο ο τοιχωματικός όσο και ο σπλαχνικός υπεζωκότας επενδύονται από έναν 

ιδιαίτερο τύπο κυττάρων, τα μεσοθηλιακά κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά θεωρούνται 
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επιθηλιόμορφα και όχι αμιγώς επιθηλιακά γιατί εμφανίζουν ενδιάμεσες ιδιότητες 

επιθηλιακών-μεσεγχυματικών κυττάρων [11]. Έχει φανεί ότι το μεσοθήλιο των 

θηλαστικών εμφανίζει παρόμοιες κυτταρολογικές και ιστοχημικές ιδιότητες, 

ανεξάρτητα από το ζώο και την ανατομική περιοχή (υπεζωκότας, περικάρδιο, 

περιτόναιο). Δύο είδη μεσοθηλιακών κυττάρων ανευρίσκονται στον υπεζωκότα, τα 

πλακώδη και τα κυβικά μεσοθηλιακά κύτταρα [12]. Τα πλακώδη-αποπλατυσμένα 

κύτταρα είναι ο κύριος τύπος κυττάρων που αποτελεί το μεσοθήλιο (εικόνα 1). 

Επικαλύπτουν τόσο το τοιχωματικό όσο και το πνευμονικό πέταλο. Τα κυβικά κύτταρα 

είναι πολύ πιο σπάνια σε σχέση με τα πλακώδη και εντοπίζονται κυρίως στον πλευρικό 

και μεσοπνευμόνιο υπεζωκότα καθώς και μετά από τραυματισμό ή διέγερση των 

ορογόνων επιφανειών. Διαθέτουν άφθονα οργανίδια και μικρολάχνες, υποδηλώνοντας 

μια περισσότερο μεταβολικά ενεργή κατάσταση [12]. Τα κυβικά κύτταρα είναι 

σημαντικά γιατί αποτελούν τα σημεία σχηματισμού των στομάτων, μικροσκοπικές 

δομές που θα περιγραφούν παρακάτω.  

Τα μεσοθηλιακά κύτταρα διαθέτουν εξειδικεύσεις της κυτταρικής επιφάνειας 

όπως είναι τα κυστίδια, οι κροσσοί και οι μικρολάχνες. Οι τελευταίες είναι πιο άφθονες 

στον κατώτερο πνευμονικό και μεσοπνευμόνιο υπεζωκότα [13] και αυξάνονται σε 

περίπτωση επιδιόρθωσης του μεσοθηλίου [14]. Αυξάνουν την διαθέσιμη επιφάνεια του 

υπεζωκότα για την απορρόφηση του υπεζωκοτικού υγρού και μέσω των 

γλυκοπρωτεϊνών και του επιφανειοδραστικού παράγοντα που παγιδεύουν  έχει προταθεί 

ότι συμμετέχουν στη μείωση των τριβών στην υπεζωκοτική κοιλότητα.  

Τα τελευταία είκοσι χρόνια έχει αναγνωριστεί ότι τα μεσοθηλιακά κύτταρα δεν 

αποτελούν «παθητικό φάκελο» για τους πνεύμονες, αλλά  είναι μεταβολικώς ενεργά και 

συμμετέχουν σε διαδικασίες της: α) έκκριση συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας του 
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υπεζωκότα [15, 16] β) έκκριση υαλουρονικού οξέως και επιφανειοδραστικού 

παράγοντα  στην υπεζωκοτική κοιλότητα γ) αναγνώριση και φαγοκυττάρωση 

παθογόνων μικροοργανισμών και συμμετοχή στην άνοση αντίδραση [17] δ) 

αναγέννηση και επιδιόρθωση του  μεσοθηλίου. Η διαδικασία της επούλωσης του 

μεσοθηλίου είναι ιδιαίτερη έτσι ώστε σε 7-10 ημέρες, ανεξάρτητα από το είδος και το 

μέγεθος της απογύμνωσης της μεσοθηλιακής επιφάνειας, να έχει επέλθει 

αποκατάσταση της  βλάβης [18] και ε) προστασία από καρκινική διασπορά. Το 

ελεύθερο υαλουρονικό οξύ στην υπεζωκοτική κοιλότητα προλαμβάνει την καρκινική 

επέκταση στον υπεζωκότα. Συνδέεται με ειδικούς υποδοχείς της επιφάνειας των 

καρκινικών κυττάρων και έτσι εμποδίζει την προσκόλλησή τους στα μεσοθηλιακά 

κύτταρα [19]. 

 

 

Εικόνα 1. Πλακώδες μεσοθήλιο-Ηλεκτρονική μικρογραφία σαρώσεως. Διακρίνονται 

ευκρινώς τα όρια μεταξύ των κυττάρων που δίνουν την εντύπωση «πλακόστρωτου».  Bar, 

12μm. (Προσαρμοσμένο από το: The mesothelial cell. Int J Biochem Cell Biol 2004;36, 

σελ. 9-16 
[20]

). 
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1.3. Αιμάτωση υπεζωκότα 

Ο τοιχωματικός υπεζωκότας λαμβάνει αίμα από τη συστηματική κυκλοφορία 

και συγκεκριμένα από της βρογχικές αρτηρίες. Η φλεβική παροχέτευση γίνεται από της 

ομώνυμες φλέβες στην κάτω κοίλη φλέβα [21]. 

Η αιματική παροχή στον πνευμονικό υπεζωκότα εξαρτάται από το πάχος του 

τελευταίου. Έτσι στα θηλαστικά με λεπτό πνευμονικό πέταλο η αιμάτωση γίνεται από 

την πνευμονική αρτηρία ενώ στα θηλαστικά με παχύ πνευμονικό πέταλο από κλάδους 

της βρογχικής αρτηρίας [9]. Στο πρόβατο, ένα ζώο με παχύ υπεζωκότα, έχει βρεθεί ότι 

η αιματική παροχή είναι συστηματική [22]. Επειδή και ο άνθρωπος συγκαταλλέγεται 

στα είδη με παχύ σπλαχνικό υπεζωκότα, η αιμάτωση πιθανόν προέρχεται και σε αυτόν 

από τη βρογχική αρτηρία. Η φλεβική παροχέτευση σε όλα τα είδη γίνεται από της 

πνευμονικές φλέβες που χαρακτηρίζονται από χαμηλές πιέσεις [22].  

 

1.4. Λεμφική παροχέτευση 

Η υπεζωκοτική κοιλότητα διαθέτει δύο διαφορετικά συστήματα λεμφικής 

κυκλοφορίας. Τα λεμφικά αγγεία στο σπλαχνικό υπεζωκότα σχηματίζουν ένα 

πολύπλοκο δίκτυο στην επιφάνεια του πνεύμονα με κατεύθυνση τους 

βρογχοπνευμονικούς λεμφαδένες της πνευμονικής πύλης. Κάποια από τα λεμφικά 

διεισδύουν στο πνευμονικό παρέγχυμα και καταλήγουν στο περιβρογχικό λεμφικό 

δίκτυο. 

Η λεμφική απαγωγή του τοιχωματικού υπεζωκότα καταλήγει στους 

παραστερνικούς, παρασπονδυλικούς λεμφαδένες, μεσοπνευμόνιους και 

τραχειοβρογχικούς λεμφαδένες. Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του τοιχωματικού 

υπεζωκότα είναι η παρουσία των στομάτων, μικροσκοπικών δηλαδή δομών της 
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υπεζωκοτικής επιφάνειας που αποτελούν επέκταση των λεμφικών αγγείων στον 

υπεζωκοτικό χώρο.    

  Τα στόματα περιγράφηκαν για πρώτη φορά από τον von Recklinghausen το 

1863 ως μικρά ανοίγματα μεταξύ των μεσοθηλιακών κυττάρων στην περιτοναϊκή 

πλευρά του διαφράγματος. Η συγκέντρωσή τους ποικίλλει στα διάφορα ζώα (στα 

κουνέλια 1-80/mm
2
, στα ποντίκια 300-400/mm

2
, στα πρόβατα 1000-2000/mm

2
) και 

στις διάφορες περιοχές του υπεζωκότα. Γενικά είναι μεγαλύτερη στις κατώτερες 

περιοχές του μεσοπνευμόνιου υπεζωκότα και στις κατώτερες και μεσοπλεύριες 

περιοχές του πλευρικού υπεζωκότα και η διάμετρός τους κυμαίνεται από 3 έως 12 μm 

[23]. Η παρουσία τους έχει τεκμηριωθεί όχι μόνο στην υπεζωκοτική αλλά και στις 

υπόλοιπες ορογόνες κοιλότητες (περιτοναϊκή, περικαρδιακή).   

Τα στόματα σχηματίζονται στα σημεία συμβολής δύο ή περισσοτέρων κυβικών 

κυττάρων. Τα κυβικά κύτταρα επενδύονται εσωτερικά από ενδοθηλιακά κύτταρα των 

λεμφικών αγγείων [24, 25]. Το λεμφικό δίκτυο του τοιχωματικού υπεζωκότα κατά 

τόπους διατείνεται σχηματίζοντας ευρείς χώρους που ονομάζονται λεμφικοί κόλποι ή 

λεμφόκολποι. Τα στόματα αποτελούν συνέχεια των λεμφόκολπων προς την 

υπεζωκοτική κοιλότητα και εντοπίζονται μόνο πάνω από αυτά. Τα στόματα όπως και τα 

λεμφικά αγγεία  διαθέτουν βαλβίδες που επιτρέπουν τη μονόδρομη ροή ουσιών από την 

υπεζωκοτική κοιλότητα προς το λεμφικό αυλό. Επιπλέον τα περισσότερα από αυτά 

είναι κλειστά, αποτέλεσμα προσεκβολών των ενδοθηλιακών λεμφικών κυττάρων, και 

ανακαλύπτονται δύσκολα  στο φωτομικροσκόπιο  μετά από συνεχόμενες τομές [7]. 

Τα στόματα δεν αποτελούν στατικές δομές. Έχει προταθεί το περιοδικό άνοιγμα 

και κλείσιμο των διαφραγματικών στομάτων κατά τον αναπνευστικό κύκλο. Έτσι κατά 

τη διάρκεια της εισπνοής όταν το διάφραγμα συσπάται τα στόματα κλείνουν ενώ στην 
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εκπνοή όταν το διάφραγμα χαλαρώνει αυτά ανοίγουν [26]. Τα κλειστά στόματα 

φαίνεται να αποτελούν ένα είδος δεξαμενής καθώς επιστρατεύονται σε περίπτωση 

αυξημένων αναγκών απορρόφησης. Πράγματι έχει βρεθεί ο αριθμός των στομάτων 

αυξάνει σε ενδοθωρακική φυματίωση και καρκίνο [27], σε περιτοναϊκό ασκίτη [28] και 

σε πειραματική περιτονίτιδα σε ζώα [29]. 

Σχετικά  με τη ρύθμιση της δραστηριότητας των στομάτων λίγα πράγματα είναι 

γνωστά. Έχει προταθεί η συμμετοχή του VEGF στη διάνοιξη των κλειστών στομάτων 

και στη ρύθμιση της διαμέτρου τους και ο ρόλος της ενδοθηλίνης και του μονοξείδιου 

του αζώτου (ΝΟ) στη ρύθμιση του τόνου των στομάτων του πλατέως συνδέσμου  της 

μήτρας [30, 31].  

Τέλος διάφορες μελέτες αναφέρουν την ύπαρξη ασυνεχειών μεταξύ των 

κυβικών μεσοθηλιακών κυττάρων που τις ονομάζουν πόρους. Διαμέσου αυτών των 

ασυνεχειών συστατικά του κολλαγόνου και της υπομεσοθηλιακής βασικής μεμβράνης 

μπορεί να είναι ορατά [4, 32]. 

  

1.5. Νεύρωση 

Νευρικές απολήξεις από τα μεσοπλεύρια νεύρα καταλήγουν στον πλευρικό 

υπεζωκότα καθώς και στην περιφερική μοίρα του διαφραγματικού υπεζωκότα. Ο 

ερεθισμός των περιοχών αυτών προκαλεί θωρακοκοιλιακό πόνο. Αντίθετα η κεντρική 

μοίρα του διαφράγματος και ο μεσοπνευμόνιος υπεζωκότας νερώνονται από το φρενικό 

νεύρο.  

  Ο πνευμονικός υπεζωκότας διαθέτει  αυτόνομη μόνο νεύρωση και όχι σωματική 

με αποτέλεσμα να είναι αναίσθητος σε αλγογόνα ερεθίσματα. Για αυτό η εμφάνιση 
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πλευριτικού τύπου πόνου στο θώρακα υποδηλώνει φλεγμονή ή διέγερση του 

τοιχωματικού και όχι του πνευμονικού υπεζωκότα [21]. 

 

2. ΥΠΕΖΩΚΟΤΙΚΟ ΥΓΡΟ 

 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες η υπεζωκοτική κοιλότητα περιέχει μικρή ποσότητα 

υπεζωκοτικού υγρού. Το υπεζωκοτικό υγρό προέρχεται από τα τριχοειδή του 

τοιχωματικού υπεζωκότα και ο ρυθμός παραγωγής και απορρόφησής του είναι 1-1,2 

λίτρα ανά ημέρα [33]. Ο όγκος του έχει βρεθεί πειραματικά ότι είναι 0,26 ml/kg και 

στις δύο υπεζωκοτικές κοιλότητες, που αντιστοιχεί περίπου σε 18 ml σε έναν άνθρωπο 

βάρους 70 kg [34]. 

Το φυσιολογικό υπεζωκοτικό υγρό περιέχει σημαντικό αριθμό κυττάρων σε 

σχέση με άλλα υγρά του σώματος π.χ αρθρικό υγρό ή εγκεφαλονωτιαίο. Σύμφωνα με 

τη μελέτη των Noppen και συν., υπάρχουν 1700 κύτταρα ανά μl με τους 

υποπληθυσμούς να έχουν ως εξής: 75% μακροφάγα, 23% λεμφοκύτταρα, 1% 

μεσοθηλιακά κύτταρα ενώ σποραδικά μόνο ανευρίσκονται ουδετερόφιλα ή ηωσινόφιλα 

[34]. Ο αριθμός των ουδετερόφιλων στο υπεζωκοτικό υγρό είναι αυξημένος στους 

καπνιστές σε σχέση με τους μη καπνιστές και πλησιάζει το 1% των κυττάρων. Ο ολικός  

αριθμός κυττάρων δεν επηρεάζεται στους καπνιστές και είναι παρόμοιος με την ομάδα 

των μη καπνιστών [34]. Ανάλογη αύξηση των ουδετερόφιλων έχει παρατηρηθεί στο 

βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα (BAL) των καπνιστών [35]. Στα ζώα οι περισσότερες 

μετρήσεις που έχουν γίνει στο υπεζωκοτικό υγρό έχουν δείξει μεγαλύτερη αναλογία 

μεσοθηλιακών κυττάρων και μικρότερη λεμφοκυττάρων σε σχέση με τον άνθρωπο [36, 

37]. Τα μακροφάγα στο υπεζωκοτικό υγρό προέρχονται κυρίως από τα μεσοθηλιακά 
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κύτταρα που αποφολιδώνονται ενώ μικρότερος αριθμός προέρχεται από τα 

μονοκύτταρα του αίματος ή τα κυψελιδικά μακροφάγα  [38]. 

Η σύσταση του υπεζωκοτικού υγρού είναι παρόμοια αλλά όχι ίδια με εκείνη του 

πλάσματος. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στο υπεζωκοτικό υγρό (1g/dl) είναι 

μικρότερη απ’ ότι στο πλάσμα και η αλβουμίνη αποτελεί το μεγαλύτερο ποσοστό της 

(50%). Η συγκέντρωση νατρίου και χλωρίου είναι μικρότερη κατά 2-5% και 6-9% 

αντίστοιχα σε σχέση με το πλάσμα ενώ τα διττανθρακικά είναι αυξημένα κατά 20-25% 

[37, 39]. Τα αυξημένα διττανθρακικά έχουν σαν αποτέλεσμα το υπεζωκοτικό υγρό να 

είναι περισσότερο αλκαλικό (pH=7,6) σε σχέση με το πλάσμα. Αντίθετα, η 

συγκέντρωση γλυκόζης και η PCO2  είναι ίδιες στο υπεζωκοτικό υγρό και το πλάσμα. 

  

3. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΥΠΕΖΩΚΟΤΙΚΗΣ ΚΟΙΛΟΤΗΤΑΣ 

 

3.1. Διακίνηση του υπεζωκοτικού υγρού 

Η υπεζωκοτική κοιλότητα μπορεί να παρομοιαστεί με το διάμεσο χώρο 

οποιοδήποτε ιστού του σώματος. Η διήθηση υγρού σε αυτήν γίνεται από τα τριχοειδή 

αγγεία του τοιχωματικού υπεζωκότα, που είναι συστηματικής προέλευσης, ενώ η 

παροχέτευση γίνεται από τα στόματα των λεμφικών αγγείων του τοιχωματικού 

υπεζωκότα. Αντίστοιχα, στο διάμεσο χώρο των υπολοίπων ιστών η διήθηση του 

διαμέσου υγρού γίνεται στο αρτηριακό άκρο των τριχοειδών και η παροχέτευση από τα 

διάμεσα λεμφικά αγγεία. Η διακίνηση του υπεζωκοτικού υγρού απεικονίζεται 

συνοπτικά στο σχήμα 1. 
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Σχήμα 1. Σχηματική απεικόνιση της διακίνησης του υπεζωκοτικού υγρού σε σκύλο. Οι 

τιμές των πιέσεων στο συστηματικό και πνευμονικό τριχοειδές και στο υπεζωκοτικό υγρό 

είναι σε cm H2O και προέρχονται από πειραματικά δεδομένα [40]. P η υδροστατική και π 

η κολλοειδωσμωτική πίεση. Το μέγεθος των βελών δεν είναι ανάλογο της ροής. Στον 

τοιχωματικό υπεζωκότα η διαβάθμιση της πίεσης, που ευνοεί τη διήθηση του υγρού, είναι 

[18-(-9)]-(29-3)=1 cm H2O. Στο σπλαχνικό υπεζωκότα η διαβάθμιση πίεσης είναι [10-(-

9)]-(29-3)= -7 cm H2O. Η αρνητική τιμή υποδηλώνει παθητική επαναρρόφηση υγρού. 

Ανάλογο μοντέλο ισχύει και στον άνθρωπο, στον οποίον η παθητική επαναρρόφηση 

αμφισβητείται (βλ κείμενο). Η απορρόφηση με κυστίδια, τόσο στον άνθρωπο όσο και στα 

είδη με λεπτό σπλαχνικό υπεζωκότα, δεν έχει αποδειχθεί. 

 

 

3.2. Παραγωγή υπεζωκοτικού υγρού 

Το υπεζωκοτικό υγρό αποτελεί υπερδιήθημα του πλάσματος διαμέσου των 

τριχοειδών αγγείων του τοιχωματικού υπεζωκότα. Η κίνηση αυτή του υγρού, από τα 

τριχοειδή αγγεία στο διάμεσο ιστό του τοιχωματικού πετάλου και εν συνεχεία στην 

υπεζωκοτική κοιλότητα, γίνεται με βάση το νόμο του Starling: 
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                                      JV = L X S [(Pcap –Ppl) – σ (Πcap-Πpl)],          

όπου  JV  ο ρυθμός διήθησης, P και Π οι υδροστατικές και κολλοειδωσμωτικές δυνάμεις 

αντίστοιχα στα τριχοειδή του τοιχωματικού υπεζωκότα (cap) και στο υπεζωκοτικό υγρό 

(pl), L η υδραυλική αγωγιμότητα του υπεζωκότα, S η επιφάνεια του υπεζωκότα και σ η 

σταθερά ανάκλασης των πρωτεϊνών, ένα μέτρο που δείχνει την ικανότητα του 

υπεζωκότα να περιορίζει την κίνηση των πρωτεϊνών και άλλων μακροενώσεων. Στον 

άνθρωπο η υδροστατική πίεση στα τριχοειδή του τοιχωματικού υπεζωκότα, που ευνοεί 

τη μετακίνηση υγρού προς την υπεζωκοτική κοιλότητα, εκτιμάται ότι είναι 30 cm H2O. 

Αντίθετα η κολλοειδωσμωτική πίεση που συγκρατεί υγρό στα τριχοειδή είναι 34 cm 

H2O. Στο υπεζωκοτικό υγρό οι αντίστοιχες πιέσεις είναι -5 και 5  cm H2O.  Οπότε η 

διαφορά υδροστατικής και κολλοειδωσμωτικής πίεσης είναι: [(30-(-5)-(34-5)]=6 cm 

H2O, θετική διαφορά πιέσεων που ευνοεί τη διήθηση υγρού από τα τριχοειδή του 

τοιχωματικού υπεζωκότα στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Έχει βρεθεί και πειραματικά 

ότι η παραγωγή του υπεζωκοτικού υγρού είναι μεγαλύτερη στα ανώτερα τμήματα του 

υπεζωκότα και μειώνεται της κατώτερες περιοχές του [41]. 

 

3.3. Παροχέτευση υπεζωκοτικού υγρού 

Η παροχέτευση του υπεζωκοτικού υγρού γίνεται με τέσσερις μηχανισμούς: 

λεμφική παροχέτευση, παθητική επαναρρόφηση (θηλαστικά με λεπτό υπεζωκότα), 

απορρόφηση με το μηχανισμό ενδοκυττάρωσης-εξωκυττάρσης και απορρόφηση 

διαμεσολαβούμενη από διαύλους και πρωτείνες φορείς. 

 

3.3.1. Λεμφική παροχέτευση 
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Πειράματα σε ζώα έχουν δείξει ότι τα λεμφικά αγγεία του τοιχωματικού 

υπεζωκότα ευθύνονται για το μεγαλύτερο ποσοστό της απομάκρυνσης του 

υπεζωκοτικού υγρού  [42-45]. Οι Negrini και συν. έδειξαν ότι τα λεμφικά αγγεία 

επιτελούν το 75% της παροχέτευσης του υγρού σε σκύλους και κουνέλια [45] ενώ 

σύμφωνα με τους Broaddus  και συν. το ποσοστό αυτό ανέρχεται σε 89% στα πρόβατα  

[42]. Αντίθετα τα λεμφικά αγγεία του πνευμονικού υπεζωκότα, τα οποία στερούνται 

στομάτων, δε συμβάλλουν στην παροχέτευση της υπεζωκοτικής κοιλότητας  [42, 46]. 

Ο ρυθμός παροχέτευσης από τα στόματα αυξάνει σε περίπτωση συλλογής 

υπεζωκοτικού υγρού. Οι εφεδρείες των λεμφικών αγγείων είναι τόσο μεγάλες ώστε ο 

φυσιολογικός ρυθμός απορρόφησης από αυτά μπορεί να αυξηθεί περίπου είκοσι φορές 

[47]. Αν και δεν υπάρχουν άμεσες ενδείξεις από πειράματα σε ανθρώπους, φαίνεται ότι 

ο μηχανισμός της λεμφικής παροχέτευσης μπορεί να ανταπεξέλθει σε μερικές 

εκατοντάδες χιλιοστόλιτρα επιπλέον υγρού ανά ημέρα, χωρίς την ανάπτυξη πλευριτικής 

συλλογής. Για αυτό κάθε υπεζωκοτική συλλογή υποδηλώνει σοβαρή διαταραχή στην 

ισορροπία μεταξύ παραγωγής υπεζωκοτικού υγρού και παροχέτευσής του. Για 

παράδειγμα, σε περίπτωση συμφορητικής καρδιακής ανεπάρκειας, ακόμα και μικρή 

ποσότητα πλευριτικής συλλογής υποδηλώνει σοβαρή πνευμονική υπερφόρτωση. Από 

την άλλην, η απουσία συλλογής δε σημαίνει ότι ο μηχανισμός παροχέτευσης δε 

βρίσκεται υπό σοβαρό στρες. 

 Τα πρόσφατα πειράματα των Bodega και συν. έδειξαν ότι η λεμφική 

παροχέτευση δεν είναι ο σημαντικότερος μηχανισμός απομάκρυνσης του υπεζωκοτικού 

υγρού υπό φυσιολογικές συνθήκες [48]. Αντίθετα, σε περιπτώσεις πλευριτικών 

συλλογών, η λεμφική παροχέτευση αυξάνει και ευθύνεται για το μεγαλύτερο ποσοστό 

υπεζωκοτικής κάθαρσης.    
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3.3.2. Παθητική επαναρρόφηση από το πνευμονικό πέταλο 

 Κάποιοι συγγραφείς έχουν υποστηρίξει την άποψη αυτή, ότι δηλαδή οι 

δυνάμεις του Starling ευνοούν την απορρόφηση υπεζωκοτικού υγρού από τον 

πνευμονικό υπεζωκότα [47]. Βασίζονται κυρίως σε πειραματικά δεδομένα που έδειξαν 

απορρόφηση  από την πνευμονική επιφάνεια σκύλων τόσο in vivo όσο και in vitro [47, 

49, 50]. Η παθητική επαναρρόφηση  είναι πιθανό να συμβαίνει στα θηλαστικά με λεπτό 

σπλαχνικό υπεζωκότα, όπως το κουνέλι ή ο σκύλος, γιατί οι πιέσεις στα τριχοειδή  είναι 

χαμηλές (αιμάτωση από την πνευμονική αρτηρία). Αντίθετα στα θηλαστικά με παχύ 

σπλαχνικό υπεζωκότα (αιμάτωση από τη συστηματική κυκλοφορία), οι πιέσεις είναι 

υψηλότερες και δεν ευνοούν την απορρόφηση υγρού. Στον άνθρωπο η υδροστατική 

πίεση στο σπλαχνικό πέταλο είναι 24 cm H2O. Η πίεση αυτή είναι μικρότερη από 

εκείνη στα τριχοειδή του τοιχωματικού υπεζωκότα επειδή η παροχέτευση του 

πνευμονικού πετάλου γίνεται από τις πνευμονικές φλέβες, που χαρακτηρίζονται από 

χαμηλές πιέσεις. Η κολλοειδωσμωτική πίεση είναι 34 cm H2O, όμοια με εκείνη στο 

τοιχωματικό πέταλο. Η διαφορά επομένως υδροστατικής και κολλοειδωσμωτικής 

πίεσης μεταξύ του πνευμονικού πετάλου και της υπεζωκοτικής κοιλότητας είναι: [24-(-

5)]-(34-5)=0 cm H2O. Η μηδενική αυτή διαφορά πίεσης οδηγεί στο συμπέρασμα ότι δε 

συμβαίνει μετακίνηση υγρών μεταξύ του σπλαχνικού υπεζωκότα και της υπεζωκοτικής 

κοιλότητας. Βέβαια στον άνθρωπο δεν έχει τεκμηριωθεί πειραματικά η μη συμμετοχή 

του πνευμονικού πετάλου στην επαναρρόφηση και οι πιέσεις που παρατίθενται 

παραπάνω αποτελούν απλές εκτιμήσεις. 

 

3.3.3. Απορρόφηση διαμεσολαβούμενη από το μηχανισμό της διακυττάρωσης ή 

κυτταρικής μετάθεσης 
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Τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των μεσοθηλιακών με το καλά αναπτυγμένο 

κυστιδιακό τους σύστημα καθώς και πρόσφατες πειραματικές ενδείξεις υποστηρίζουν 

το μηχανισμό αυτό [51, 52]. Υπεζωκοτικό υγρό, μακρομοριακές ουσίες και  

σωματιδιακά υλικά πινοκυτταρώνονται από την κορυφαία επιφάνεια των  

μεσοθηλιακών κυττάρων, διασχίζουν το κυτταρόπλασμα μέσα σε κυστίδια και τελικά 

απελευθερώνονται από τη βασική επιφάνειά τους στο διάμεσο ιστό. Πολλοί συγγραφείς 

δε δέχονται τη σημασία της διακυττάρωσης στη διακίνηση του υπεζωκοτικού υγρού 

καθώς τα πειραματικά δεδομένα είναι ακόμα ανεπαρκή. 

 

3.3.4 Απορρόφηση  διαμεσολαβούμενη από διαύλους και πρωτεΐνες μεταφορείς 

Έμμεσες ενδείξεις συνηγορούν για την παρουσία διαύλων και πρωτεϊνών 

μεταφορέων στα μεσοθηλιακά κύτταρα επιφορτισμένων με την απορρόφηση του 

υπεζωκοτικού υγρού. Αυτές προέρχονται από πειράματα με τεχνητούς υδροθώρακες σε 

κουνέλια στα οποία η προσθήκη αναστολέων των διαύλων και πρωτεϊνών μεταφορέων 

οδηγεί σε καθυστέρηση της απορρόφησης του υδροθώρακα [53], [54-56]. Αλλά και 

πειράματα με την τεχνική Ussing αποκάλυψαν ότι η προσθήκη τέτοιων αναστολέων σε 

τεμάχια υπεζωκότα οδηγεί σε μεταβολή της αντίστασης, στοιχείο συνηγορητικό για τη 

διάβαση ιόντων μέσω διαύλων [57-59]. Έτσι προτάθηκε η παρουσία στα μεσοθηλιακά 

κύτταρα διαύλων Na
+
, νερού, των αντιμεταφορέων Na

+
/H

+
, Cl

-
/HCO3

-
, των 

συμμεταφορέων Na
+
/γλυκόζης και Na

+
/K

+
/2Cl

-
, της αντλίας Νa

+
/Κ

+
.  Η παρουσία των 

παραπάνω στα μεσοθηλιακά κύτταρα θα μπορούσε να ερμηνεύσει τις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις των  ηλεκτρολυτών ανάμεσα στο υπεζωκοτικό υγρό και το πλάσμα.  

Πρόσφατα ο δίαυλος νατρίου αποκαλύφθηκε με μοριακές τεχνικές σε 

υπεζωκοτικά μεσοθηλιακά κύτταρα [60], όπως επίσης και ο συμμεταφορέας νατρίου- 
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γλυκόζης [61, 62]. Τα δεδομένα αυτά αποδεικνύουν την ύπαρξη των παραπάνω στα 

μεσοθηλιακά κύτταρα και τεκμηριώνουν ένα ρόλο για τη συμμετοχή τους στην 

απορρόφηση του υπεζωκοτικού υγρού. 

Φαίνεται ότι ο κατώτερος τοιχωματικός υπεζωκότας είναι περισσότερο 

ηλεκτρικά δραστήριος σε σχέση με τον ανώτερο, επιτελεί δηλαδή μεγαλύτερη 

απορρόφηση μέσω διαύλων και πρωτεϊνών-μεταφορέων [63].   

 

3.3.4.α. Επιθηλιακός δίαυλος νατρίου (epithelial sodium channel-EΝaC) 

O  EΝaC είναι ο επιθηλιακός δίαυλος νατρίου. Βρίσκεται στην κορυφαία 

επιφάνεια πολλών επιθηλιακών κυττάρων, όπως στα φλοιϊκά αθροιστικά σωληνάρια 

του νεφρού, στην ουροδόχο κύστη, στο κατιόν κόλον, τους ιδρωτοποιούς και 

σιελογόνους αδένες, στο ανώτερο και κατώτερο αναπνευστικό σύστημα [64, 65]. 

Βασική του λειτουργία είναι η απορρόφηση νατρίου από τα παραπάνω επιθήλια 

σύμφωνα με την ηλεκτροχημική κλίση που δημιουργείται από τη δραστηριότητα της 

Na
+
-K

+
-ATPάσης στη βασικοπλάγια επιφάνεια των κυττάρων. Στον πνεύμονα, ο 

δίαυλος EΝaC ρυθμίζει τον όγκο και τη σύσταση του υγρού που επενδύει τους 

αεραγωγούς. Ο ρόλος του είναι πολύ σημαντικός κατά τη γέννηση όπου και απορροφά 

το υγρό που βρίσκεται στους πνεύμονες [66] ενώ στη μετέπειτα ζωή θεωρείται 

σημαντικός μηχανισμός για την απορρόφηση του πνευμονικού οιδήματος [67]. Στην 

κυστική ίνωση η υπερδραστηριότητα του διαύλου, ως αποτέλεσμα ελαττωματικής 

έκκρισης από το δίαυλο χλωρίου CFTR, συμμετέχει  στην παθοφυσιολογία της νόσου 

αν και ο μηχανισμός της υπερδραστηριότητας του διαύλου δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί 

[68]. 
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3.3.4.β. Δομή ENaC-Βιοχημικά χαρακτηριστικά  

Ο δίαυλος  ENaC αναστέλλεται από την αμιλορίδη και μάλιστα η αναστολή από 

χαμηλές συγκεντρώσεις αμιλορίδης θεωρείται απαραίτητη προϋπόθεση για να 

καταταγεί ένας δίαυλος νατρίου στην κατηγορία των ENaC [69, 70]. Έχουν 

απομονωθεί μέχρι σήμερα πέντε υπομονάδες του διαύλου, οι α, β, γ, δ και ε 

υπομονάδες. Οι β και γ υπομονάδες ρυθμίζουν τη δραστηριότητα του διαύλου, 

συγκεκριμένα ρυθμίζουν τις «αγώγιμες» υπομονάδες α, δ και ε. Ο ENaC θεωρείται 

φυλασσόμενος δίαυλος, δηλαδή ο πόρος του ανοίγει και κλείνει και έχουν μάλιστα 

περιγραφεί κινητικές για το άνοιγμα και κλείσιμο του πόρου του. Παρόλα αυτά, δεν 

έχει ακόμα αποκαλυφθεί ποιος είναι ο μηχανισμός φύλαξης της πύλης του [71]. Σε 

ενδογενείς ιστούς ο λειτουργικός δίαυλος νατρίου πιστεύεται ότι αποτελείται από τις α, 

β, γ υπομονάδες σε στοιχειομετρία 2α:1β:1γ (εικόνα 2) [72]. Υπάρχουν όμως ενδείξεις 

που υποστηρίζουν ότι και άλλες στοιχειομετρίες είναι δυνατόν να ανευρεθούν [73]. 

Στα μεσοθηλιακά κύτταρα οι Nie HG et al. [74] αποκάλυψαν με μοριακές 

τεχνικές (RT-PCR, ανοσοφθορισμός) την παρουσία του διαύλου ENaC στα 

υπεζωκοτικά μεσοθηλιακά κύτταρα (φυσιολογικά και καρκινικά). Ο δίαυλος στα 

κύτταρα αυτά αποτελείται από τις α,β,γ,δ υπομονάδες και η δραστηριότητά του 

αυξάνεται από τα κυκλικά νουκλεοτίδια cAMP και cGMP. 
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                   Εικόνα 2. Δομή διαύλου ENaC. 

 

 

3.3.4γ. Πρωτεολυτική διάσπαση ENaC 

Το 1997 προέκυψαν οι πρώτες ενδείξεις για την αυτοκρινή ρύθμιση του διαύλου 

ENaC από τη δράση κυτταροπλασματικών σερινοπρωτεασών. Οι Vallet και συν. [75] 

έδειξαν ότι η προσθήκη απροτινίνης σε Α6 κύτταρα νεφρού βατράχου μειώνει το 

ευαίσθητο στην αμιλορίδη ρεύμα νατρίου ενώ η προσθήκη τρυψίνης το αυξάνει. Η 

απροτινίνη αποτελεί έναν ευρέως φάσματος αναστολέα των σερινοπρωτεασών. Οι 

παραπάνω ερευνητές κλωνοποίησαν μια μεμβρανική πρωτεάση υπεύθυνη για τη 

ρύθμιση του διαύλου νατρίου, την οποία ονόμασαν xCAP1 (Xenopus Channel-

Activating Peptidase 1). Παρόμοια πειράματα με απροτινίνη ακολούθησαν σε κύτταρα 

θηλαστικών (νεφρικά επιθηλιακά, αεραγωγών, ρινικά, αεραγωγών με κυστική ίνωση 

κλπ) [76] και υποδείκνυαν, όπως στο βάτραχο, τη ρύθμιση του διαύλου ENaC από 

κάποια ενδογενή σερινοπρωτεάση.   

Στα θηλαστικά και στον άνθρωπο το ορθόλογο ένζυμο της  xCAP1 είναι πολύ 

πιθανόν η προστασίνη. Ονομάζεται έτσι γιατί αρχικά βρέθηκε σαν ένζυμο με 
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δραστηριότητα παρόμοια με της τρυψίνης που εκκρίνεται στο προστατικό υγρό [77].  Η 

προστασίνη έχει βρεθεί ότι εκφράζεται επίσης και σε άλλους ιστούς, όπως στο νεφρό, 

στους αεραγωγούς, στον πνεύμονα [78, 79], όπου συγκεκριμένα έχει βρεθεί  στην 

κυτταρική επιφάνεια των πνευμονοκυττάρων τύπου ΙΙ, των μακροφάγων και ελεύθερη 

στο υγρό που επαλείφει τους αεραγωγούς [80]. Έχει προταθεί ότι η προστασίνη αυξάνει 

τη δραστηριότητα του διαύλου ENaC στους αεραγωγούς και στον πνεύμονα [78].  

Οι πρωτεάσες συμμετέχουν στη διαδικασία φυσιολογικής ωρίμανσης του ENaC.  

Ο ENaC είναι μια πρωτεΐνη που αποτελείται από 2α, 1β και 1γ υπομονάδα. Κάθε 

υπομονάδα διαθέτει δύο διαμεμβρανικά τμήματα που συνδέονται με έναν μεγάλο 

εξωκυττάριο δακτύλιο με τα αμινο- και τα καρβοξυ- τελικά τμήματα να εντοπίζονται 

στον κυτταροπλασματικό χώρο. Μετά από τη σύνθεση των υπομονάδων στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, αυτές υφίστανται μεταμεταφραστική τροποποίηση. 

Συγκεκριμένα γίνεται προσθήκη υδατανθρακικών αλυσίδων [81] και πρωτεολυτική 

διάσπαση της α υπομονάδας σε 2 σημεία και της γ υπομονάδας σε 1 σημείο από το 

ένζυμο furin του δικτύου Golgi [82].  Έχει δειχθεί ότι η διάσπαση αυτή στην α 

υπομονάδα απομακρύνει ένα ανασταλτικό πεπτίδιο 26 αμονοξέων από τον εξωκυττάριο 

δακτύλιο του διαύλου [83]. Η πλήρης ενεργοποίηση όμως του διαύλου απαιτεί και τη 

δράση της εξωκυττάριας προστασίνης: αυτή διασπά τη γ υπομονάδα σε ένα 

επιπρόσθετο σημείο από τη furin με αποτέλεσμα την απομάκρυνση επιπλέον 

ανασταλτικού πεπτιδίου 43 αμινοξέων [84]. Η διαδικασία ωρίμανσης του ENaC και ο 

ρόλος των πρωτεασών απεικονίζεται στην εικόνα 3. 
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       Εικόνα 3. Στάδια φυσιολογικής ωρίμανσης του ENaC [76]. 1). O ENaC συντίθεται 

στο ενδοπλασματικό δίκτυο και υφίσταται τροποποίηση στο δίκτυο Golgi (πρωτεολυτική 

διάσπαση από το ένζυμο furin). 2). Εν συνεχεία εξωκυτταρώνεται στην κυτταρική 

μεμβράνη. 3). Διαμεμβρανικές αλλά και εξωκυττάριες πρωτεάσες ενεργοποιούν επιπλέον 

το δίαυλο. Ο μηχανισμός δράσης αυτών δεν είναι γνωστός. 4). Ο δίαυλος 

ενδοκυτταρώνεται. 5). Ανακυκλώνεται στη κυτταροπλασματική μεμβράνη ή 6). Υφίσταται 

διάσπαση στα λυσσοσώματα. (Προσαρμοσμένο από το: Regulation of the epithelial Na
+ 

channel by peptidases. Curr Top Dev Biol 2007; 78, σελ. 23-46 
[76] 

). 

 

 

Σήμερα είναι αρκετά σαφές ότι η δραστηριότητα και η ισορροπία 

σερινοπρωτεασών-αντιπρωτεασών καθορίζει τη δραστηριότητα του διαύλου ENaC στο 

νεφρό και στο αναπνευστικό σύστημα. Όχι μόνο οι διαμεμβρανικές πρωτεάσες αλλά 

και πρωτεάσες από άλλες πηγές είναι δυνατό να παίζουν ρόλο στη ρύθμιση του ENaC. 

Για παράδειγμα έχει βρεθεί ότι η προστασίνη εκφράζεται και στα μακροφάγα και ότι 

υπάρχει στο υγρό που επαλείφει τους αεραγωγούς και ότι η ουδετεροφιλική ελαστάση 

μπορεί να ενεργοποιεί τον ENaC [85]. Ο μηχανισμός ενεργοποίσης του ENaC από τις 

εξωκυττάριες πρωτεάσες δεν είναι γνωστός. Το μόνο που γνωρίζουμε σήμερα είναι ότι 
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αυτές αυξάνουν το χρόνο που ο δίαυλος παραμένει ανοικτός (Po) [86]. Δεν είναι σαφές 

όμως αν  διασπούν τον ίδιο τον ΕΝaC, όπως συμβαίνει με το ενδοκυττάριο ένζυμο 

furin, ή αν δρουν έμμεσα, π.χ ενεργοποιούν άλλες πρωτεάσες ή 

καταστρέφουν/απομακρύνουν ανασταλτικές πρωτεΐνες του ENaC.  Υπέρ της άμεσης 

διάσπασης του ENaC είναι οι ακόλουθες ενδείξεις: η εξωγενής ελαστάση προκαλεί 

διάσπαση του ENaC στη γ υπομονάδα αυτού (αν και σε σημείο που είναι διαφορετικό 

από εκείνο της φυσιολογικής βιοσυνθετικής οδού) [87], η ανάλυση των πεπτιδικών 

υποστρωμάτων της προστασίνης υποδεικνύει ότι ο ENaC θα μπορούσε να αποτελεί 

υπόστρωμα [88] κλπ. Από την άλλη, ενδείξεις υποστηρίζουν ότι δεν απαιτείται η άμεση 

πρωτεόλυση του ENaC από τις πρωτεάσες, π.χ οι Bengrine και συν. [89] βρήκαν ότι η 

εξωκυττάρια τρυψίνη ενεργοποιεί τον ENaC δρώντας μέσω υποδοχέα. Πιθανό να 

ισχύουν περισσότεροι από ένας μηχανισμοί για την ενεργοποίηση του ENaC. 

   

4. ΥΠΕΖΩΚΟΤΙΚΗ ΣΥΛΛΟΓΗ 

 

Πολλοί παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν την ισορροπία των δυνάμεων του 

Starling που εμπλέκονται στη διακίνηση του υπεζωκοτικού υγρού και να επηρεάσουν 

το ρυθμό παραγωγωγής ή/και απορρόφησης του υγρού. Οι αιτίες πρόκλησης 

υπεζωκοτικής συλλογής μπορεί να διαιρεθούν σε τρεις κατηγορίες: α) αυτές που 

τροποποιούν την ισορροπία των ενδουπεζωκοτικών πιέσεων, β) αυτές που εμποδίζουν 

τη λεμφική παροχέτευση και γ) αυτές που αυξάνουν τη διαπερατότητα του μεσοθηλίου 

του υπεζωκότα και του ενδοθηλίου των τριχοειδών. Οι αιτίες που τροποποιούν τη 

διαπερατότητα των δυνάμεων του Starling είναι συνήθως εξωϋπεζωκοτικές, αυτές που 

μειώνουν τη λεμφική παροχέτευση αφορούν στα ενδοϋπεζωκοτικά ή εξωϋπεζωκοτικά 
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λεμφαγγεία και αυτές που αυξάνουν τη διαπερατότητα του μεσοθηλιακού φραγμού  

είναι ενδοϋπεζωκοτικές [23]. Εκτός από την πρώτη περίπτωση, η συγκέντρωση των 

πρωτεϊνών του υπεζωκοτικού υγρού αυξάνει πάνω από το φυσιολογικό. Αυτό το 

χαρακτηριστικό οδηγεί στο διαχωρισμό των υπεζωκοτικών συλλογών σε διϊδρώματα 

(με φυσιολογική συγκέντρωση πρωτείνης) και εξιδρώματα. Στην κλινική πρακτική ο 

διαχωρισμός των διϊδρωμάτων από τα εξιδρώματα γίνεται με τα κριτήρια του Light 

[21]. Σύμφωνα με αυτά μια υπεζωκοτική συλλογή χαρακτηρίζεται εξιδρωματική όταν ο 

λόγος πρωτεϊνης υγρού/πλάσματος είναι μεγαλύτερος από 0,5, ο λόγος LDH 

υγρού/LDH πλάσματος είναι μεγαλύτερος από 0,6 και η LDH υπεζωκοτικού υγρού 

είναι μεγαλύτερη από τα 2/3 της ανώτερης φυσιολογικής τιμής του πλάσματος.        

  

4.1. Διϊδρώματα 

Η αυξημένη συστηματική αρτηριακή πίεση μπορεί να οδηγήσει στη δημιουργία 

διϊδρωμάτων, όπως έχει δειχθεί πειραματικά σε ποντίκια. Το ίδιο ισχύει και για την 

αύξηση στη φλεβική πίεση της πνευμονικής κυκλοφορίας, αφού η αύξηση αυτή 

εμποδίζει την επαναρρόφηση του υπεζωκοτικού υγρού από το πνευμονικό πέταλο και 

μάλιστα αντιστρέφει τη διαβάθμιση πιέσεων, οδηγώντας τελικά σε διήθηση υγρού αντί 

επαναρρόφηση. Αυτός είναι ο μηχανισμός για τη δημιουργία πνευμονικού οιδήματος σε 

ασθενείς με καρδιακή νόσο [90]. Η ελάττωση της πίεσης στην υπεζωκοτική κοιλότητα, 

όπως συμβαίνει στην περίπτωση της ατελεκτασίας μεγάλου τμήματος ή ολόκληρου του 

πνεύμονα, μπορεί να οδηγήσει επίσης στη δημιουργία διϊδρωματικής συλλογής. 

Επιπλέον, η μείωση της κολλοειδοσμωτικής πίεσης στη συστηματική κυκλοφορία, 

όπως στο νεφρωσικό σύνδρομο ή στην ηπατική κίρρωση, έχει ενοχοποιηθεί για τη 

δημιουργία διϊδρωμάτων, αν και αυτό έχει αμφισβητηθεί δεδομένου της συνύπαρξης 
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μειωμένης κολλοειδοσμωτικής πίεσης και στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Τέλος, 

διϊδρωματική συλλογή μπορεί να προκύψει ως επιπλοκή περιτοναϊκής συλλογής 

οποιασδήποτε αιτιολογίας. Πιθανός μηχανισμός είναι η μετακίνηση υγρού από την 

περιτοναϊκή στην υπεζωκοτική κοιλότητα μέσω διαφραγματικών λεμφαγγείων ή μέσω 

διαφραγματικών ελλειμμάτων λόγω της υφιστάμενης διαφοράς πίεσης μεταξύ των δύο 

κοιλοτήτων [23]. 

       

4.2. Εξιδρώματα 

Εξιδρωματική συλλογή μπορεί να δημιουρηθεί ως αποτέλεσμα παρεμπόδισης 

της παροχέτευσης πρωτεΐνης και κυττάρων διαμέσω των λεμφαγγείων. Η παρεμπόδιση 

της λεμφικής παροχέτευσης μπορεί να αφορά στα υπεζωκοτικά λεμφαγγεία, όπως σε 

απόφραξη αυτών από φλεγμονώδεις ή νεοπλασματικές εξεργασίες του υπεζωκότα, ή 

στα εξωϋπεζωκοτικά λεμφαγγεία, όπως σε υποπλασία του λεμφικού συστήματος ή 

απόφραξη του θωρακικού πόρου από νεοπλασίες. Η πλειονότητα των εξιδρωμάτων 

είναι αποτέλεσμα αυξημένης διαπερατότητας των ενδοθηλιακών και μεσοθηλιακών 

κυττάρων του υπεζωκότα. Η διαπερατότητα των τριχοειδών αυξάνεται με δύο κύριους 

μηχανισμούς: τη δημιουργία νέων οπών (gaps) μεταξύ των κυττάρων και τη δημιουργία 

διακυττάριων μονοπατιών απορρόφησης μέσω κυστιδίων. Τα μεσοθηλιακά κύτταρα 

είναι δυνατό να διαθέτουν κάποιους από τους παραπάνω μηχανισμούς, εφόσον κάποιες 

από τις ουσίες που είναι γνωστό ότι μεταβάλλουν τη διαπερατότητα του ενδοθηλίου 

έχουν απομονωθεί στα εξιδρώματα. Η προέλευση αυτών των ουσιών μπορεί να είναι 

εξωϋπεζωκοτική ή από το ίδιο το μεσοθήλιο, αφού τα ενεργοποιημένα μεσοθηλιακά 

κύτταρα εκκρίνουν ποικιλία κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων που 

μεταβάλλουν τη διαπερατότητα [20].  
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  Σε σχέση με το παρελθόν είναι σαφές ότι η δημιουργία των μεσοκυττάριων 

χασμάτων στη φλεγμονή (intercellular gaps) αποτελεί τόσο ενεργητικό φαινόμενο, που 

οφείλεται στη σύσπαση των ενδοθηλιακών κυττάρων, όσο και παθητικό, λόγω 

ανακατανομής των πρωτεϊνών των διακυτταρικών συνδέσεων της κυτταρικής 

μεμβράνης [91]. Πολλοί φλεγμονώδεις παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν την 

έκφραση ή την εντόπιση ή να προκαλέσουν μεταφραστική τροποποίηση των 

διακυτταρικών συνδέσεων. Επιπλέον κάποιοι από αυτούς μπορεί να δρουν μέσω των 

μεταλλοπρωτεϊνασών της εξωκυττάριας ουσίας: ο TGF-β αυξάνει τη διαπερατότητα σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω της MMP9 [92] και ο TNF-α αυξάνει την παρακυττάρια 

ροή σε επιθηλιακά κύτταρα νεφρού μέσω της δράσης της MMP9 [93]. 

   

5. ΜΕΤΑΛΛΟΠΡΩΤΕΪΝΑΣΕΣ ΤΗΣ ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΑΣ ΟΥΣΙΑΣ 

(Matrix metalloproteinases-MMPs) 

 

5.1. Εισαγωγή 

Οι  μεταλλoπρωτεϊνάσες της εξωκυττάριας ουσίας (Matrix Metalloproteinases-

ΜΜPs) συνιστούν μια υποοικογένεια των μεταλλοπρωτεϊνασών, συγκεκριμένα 

αποτελούν ένζυμα που διαθέτουν ψευδάργυρο στο ενεργό τους κέντρο. Ο κύριος ρόλος 

των MMPs, όπως υποδηλώνει και το όνομά τους, είναι η υδρόλυση της εξωκυττάριας 

ουσίας που αφορά σχεδόν όλα τα συστατικά της. Βρίσκονται είτε στον εξωκυττάριο 

χώρο είτε αγκυροβολημένες στην κυτταροπλασματική μεμβράνη (ΜΤ-Μembrane type 

ή μεμβρανικού τύπου μεταλλοπρωνεϊνάσες). Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι 

ορισμένες από τις MMPs, όπως η MMP1, MMP2, και MMP11, βρίσκονται στον 

ενδοκυττάριο χώρο δρώντας  σε πρωτεΐνες του κυτοσολίου [94-96]. Οι περισσότερες 
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MMPs εκκρίνονται ως ανενεργά ένζυμα (ζυμογόνα ή προένζυμα) και ενεργοποιούνται 

στον εξωκυττάριο χώρο με την δράση πρωτεολυτικών ενζύμων (πλασμίνη, ιστικός 

ενεργοποιητής του πλασμινογόνου κλπ.).  

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες είναι ένζυμα που δρουν σε ουδέτερο pH. Τα ένζυμα 

αυτά μπορούν να παραχθούν σε γενικές γραμμές από καρκινικά κύτταρα, 

μεσεγχυματικά κύτταρα όλων των τύπων, ορισμένα επιθηλιακά και ενδοθηλιακά 

κύτταρα. Σε ιστούς που βρίσκονται σε σταθερή ήρεμη κατάσταση, η δραστικότητά τους 

είναι χαμηλή ενώ σε ιστούς που υφίστανται αναδιαμόρφωση η δραστικότητά τους 

αυξάνεται [97]. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες αναστέλλονται από τους ιστικούς αναστολείς 

των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs- Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) και από την 

α2-μακροσφαιρίνη. Υπάρχουν τέσσερις μορφές των TIMPs, καθεμία από τις οποίες 

συνδέεται μη ομοιοπολικά με τις μεταλλοπρωτεϊνάσες σε στοιχειομετρία 1:1 και τις 

αναστέλλει.  

Η εξωκυττάρια ουσία αποτελείται από ίνες (κολλαγόνες, ελαστικές) και από τη 

θεμέλια ουσία (γλυκοζαμινογλυκάνες, πρωτεογλυκάνες, προσφυτικές γλυκοπρωτείνες) 

[98]. Βρίσκεται σε μία συνεχή κατάσταση ανανέωσης, ο ρυθμός της οποίας διαφέρει 

ανάλογα με τις επικρατούσες συνθήκες. Η επούλωση των ελκών, η εμβρυογένεση, η 

φυσιολογική αναδόμηση των ιστών, η οστεοαρθρίτιδα, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, η 

αγγειογένεση, το μεταστατικό δυναμικό των όγκων, η αθηροσκλήρυνση αποτελούν 

μερικές από τις φυσιολογικές ή παθολογικές διαδικασίες που διαμεσολαβούνται από  

τις MMPs. H αποδόμηση της εξωκυττάριας ουσίας δεν αποτελεί έργο μοναδικό των 

MMPs αλλά εμπλέκονται και άλλα ένζυμα όπως οι σερινοπρωτεάσες (πλασμίνη, tPA), 

οι κυστεϊνοπρωτεάσες, οι ασπαρτυλπρωτεάσες και οι γλυκοσιδάσες [98]. 
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Στον άνθρωπο έχουν ανακαλυφθεί είκοσι τέσσερα ένζυμα που ανήκουν στην 

οικογένεια των μεταλλοπρωτεϊνασών, στα δε ποντίκια αυτά είναι είκοσι πέντε. Με την 

ολοκλήρωση της χαρτογράφησης του γενετικού υλικού είναι φανερό ότι η λίστα των 

ενζύμων έχει συμπληρωθεί. Η πρώτη μεταλλοπρωτεϊνάση, η  Xenopus collagenase (δεν 

υπάρχει στον άνθρωπο),  ανακαλύφθηκε το 1961 από την ουρά γυρίνου που βρισκόταν 

σε διαδικασία μεταμόρφωσης [99]. Tο τελευταίο μέλος, η επιλυσίνη ή MMP28, 

ανακαλύφθηκε το 2001.  

Η ανάλυση της αλληλουχίας των μεταλλοπρωτεϊνασών δείχνει ότι τα ένζυμα 

αυτά εξελίχθηκαν νωρίς, πριν το διαχωρισμό των σπονδυλωτών από τα ασπόνδυλα, από 

ένα ένζυμο με απλούστερη δομή. Μάλιστα η εντεροτοξίνη του Bacteroides fragilis 

διαθέτει χαρακτηριστική αλληλουχία αμινοξέων που συνδέεται με ένα άτομο 

ψευδαργύρου και η οποία παρουσιάζει ομοιότητα με την αντίστοιχη της MMP1 [100]. 

Η ηλικία των μεταλλοπρωτεϊνασών είναι πολύ παλιά, αν συλλογιστεί κανείς ότι τα 

βακτήρια εμφανίστηκαν πριν 3,5 δισεκατομμύρια χρόνια. 

Σχετικά με την ονοματολογία των μεταλλοπρωτεϊνασών, τα αρχικά μέλη είχαν 

ονομαστεί περιγραφικά με βάση την ειδικότητα υποστρώματος π.χ κολλαγενάση, τύπου 

IV ζελατινάση, τύπου V ζελατινάση κλπ. Καθώς όμως ο αριθμός των μελών συνεχώς 

πλήθαινε και πολλά από τα μέλη εμφάνιζαν παρόμοια ειδικότητα υποστρώματος, 

προτάθηκε και ίσχυσε η αριθμητική ονοματολογία με βάση τη σειρά ανακάλυψης των 

ενζύμων [97]. Έτσι σήμερα αριθμούνται είκοσι πέντε μεταλλοπρωτεϊνάσες, MMP1-28, 

με τις μεταλλοπρωτεϊνάσες 4, 5, 6 να απουσιάζουν καθώς αποδείχθηκε ότι είναι ίδιες με 

άλλα ήδη περιγραφόμενα μέλη της οικογένειας. Με βάση τη δομή τους και την 

ειδικότητα υποστρώματος, οι 24 ανθρώπινες MMPs ταξινομούνται σε 6 κατηγορίες: τις 
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κολλαγενάσες, τις ζελατινάσες, τις ματριλυσίνες, τις στρωμελυσίνες, τις μεμβρανικές 

μεταλλοπρωτεϊνάσες και όλες τις υπόλοιπες. 

 

5.2. Οι δομικές περιοχές των μεταλλοπρωτεϊνασών  

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες αποτελούνται γενικά από 5 δομικές περιοχές (domains):  

1) τη σηματοδοτική αλληλουχία (signal peptide). Aποτελείται από είκοσι περίπου 

αμινοξέα και αποκόπτεται κατά τη μετάφραση στο ενδοπλασματικό δίκτυο.  

2) το προπεπτίδιο (propeptide). Αποτελείται από 80-90 αμινοξέα. Η λειτουργία του 

είναι να διατηρεί το ένζυμο σε ανενεργή μορφή μέχρις ότου να δοθεί το σήμα/ερέθισμα 

για την ενεργοποίησή του. Το προπεπτίδιο περιέχει τον «διακόπτη κυστείνης» 

(“cysteine switch region”), μία συντηρημένη αλληλουχία μεταξύ των ειδών, που 

διατηρεί τις MMPs  σε ανενεργό μορφή μέσω σύνδεσης της Cys με τον Zn
+2

 του 

ενεργού κέντρο. Η διαταραχή της αλληλεπίδρασης Cys-Zn
+2

, είτε με φυσικούς είτε με 

χημικούς παράγοντες, καταλήγει σε διάσπαση του προπεπτιδίου και πλήρη 

ενεργοποίηση του ενζύμου.  

 3) την καταλυτική περιοχή (catalytic domain). Αποτελείται από 160-170 αμινοξέα. 

Διαθέτει μια περιοχή πλούσια σε ιστιδίνες για τα σύνδεση με τον ψευδάργυρο. Η 

περιοχή αυτή HEXXHXXGXXH είναι εξαιρετικά συντηρημένη μεταξύ των ειδών και 

οι τρεις ιστιδίνες συνδέουν τον καταλυτικό ψευδάργυρο του ενεργού κέντρου   

4) τη συνδετική περιοχή (hinge region). Η περιοχή αυτή συνδέει την καταλυτική 

περιοχή με την περιοχή της αιμοπεξίνης. 

5) την περιοχή της αιμοπεξίνης ή βιτρονεκτίνης (hemopexin-like or vitronectin-like 

domain). Η καρβοξυτελική αυτή περιοχή αποτελείται από 200 περίπου αμινοξέα με 
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τέσσερις επαναλήψεις που εμφανίζουν ομοιότητα με το μόριο της αιμοπεξίνης και της 

βιτρονεκτίνης. Η εικόνα 4 απεικονίζει τα δομικά τμήματα των μεταλλοπρωτεϊνασών. 

 

 

   Εικόνα 4. Τα δομικά τμήματα των μεταλλοπρωτεϊνασών (Προσαρμοσμένο από το: 

MΜPs: Role in cardiovascular development and disease Front biosci 2006;11, σελ. 

447-478
[101]

). 

 

 

5.3. Ενεργοποίηση των μεταλλοπρωτεϊνασών 

Η ενεργοποίηση των μεταλλοπρωτεϊνασών μπορεί να πραγματοποιηθεί με: 

1) Πρωτεόλυση. Αυτή αφορά τις μεταλλοπρωτεϊνάσες που εκκρίνονται ως 

προένζυμα (proMMPs), δηλαδή στην ανενεργή τους μορφή. Η πλασμίνη είναι ένα πολύ 

πιθανό ένζυμο που ενεργοποιεί τις μεταλλοπρωτεϊνάσες. Έχει δειχθεί ότι ενεργοποιεί 
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τουλάχιστον in vitro τις proMMP1, proMMP3, proMMP10, proMMP13 [102]. Εν 

συνεχεία οι ενεργοποιημένες μεταλλοπρωτεϊνάσες συμβάλλουν στη διάσπαση και 

ενεργοποίηση άλλων ενζύμων. Η πλασμίνη, ή οποιαδήποτε άλλη πρωτεάση, διασπά το 

προπεπτίδιο σε μια αρχική περιοχή αυτού, με αποτέλεσμα την απομάκρυνση τμήματος 

μόνο του προπεπτιδίου. Η απομάκρυνση αυτού του τμήματος οδηγεί στην 

αποσταθεροποίηση του υπόλοιπου προπεπτιδίου, συμπεριλαμβανομένου και του 

δεσμού Cys-Zn
+2

,  και στη δημιουργία ενδιάμεσων μορφών των μεταλλοπρωτεϊνασών 

που είναι μερικώς μόνο ενεργές. Η πλήρης ενεργοποίηση του ενζύμου επιτυγχάνεται με 

υδρόλυση και του υπόλοιπου προπεπτιδίου από τις ενδιάμεσες ή ενεργές 

μεταλλοπρωτεϊνάσες [103, 104]. 

2) Χημικοί παράγοντες. Οξειδωτικές ουσίες όπως το μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και 

το υποχλωριώδες οξύ (HOCl) μπορεί να ενεργοποιήσει τις proMMPs και η 

ενεργοποίηση αυτή μπορεί να συμβαίνει σε συνθήκες φλεγμονής ή ισχαιμίας [105, 

106]. Μια υπερβολική όμως αντίδραση είναι σε θέση να απενεργοποιήσει το ένζυμο 

λόγω τροποποίησης αμινοξέων που είναι σημαντικά για την εκδήλωση καταλυτικής 

δραστικότητας [107].  

Η ενεργοποίηση των μεταλλοπρωτεϊνασών in vitro μπορεί να γίνει με χημικούς 

παράγοντες όπως υδραργυρικά παράγωγα (HgCl2, APMA-aminophenylmercuric 

acetate), αντιδραστήρια θειόλης, οξειδωτικές ουσίες. Οι παραπάνω ουσίες αντιδρούν 

άμεσα με την κυστεΐνη του προπεπτιδίου, αποσταθεροποιούν το δεσμό Cys-Zn
+2

 με 

αποτέλεσμα τη διάσπαση και ενεργοποίηση του ενζύμου. Απορρυπαντικές ουσίες, όπως 

το SDS (sodium dodecyl sulfate) και χαοτροπικοί παράγοντες ενεργοποιούν επίσης τις 

μεταλλοπρωτεϊνάσες, προκαλώντας χωροταξικές μεταβολές στο ένζυμο και 

αποδιατάσσοντας τη σύνδεση της κυστείνης με τον ψευδάργυρο του ενεργού κέντρου.  
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3) Φυσικοί παράγοντες. Το χαμηλό pH και η υψηλή θερμοκρασία μπορούν να 

ενεργοποιήσουν τις μεταλλοπρωτεϊνάσες. 

 

5.4. Ρύθμιση της καταλυτικής δραστικότητας 

  Η ρύθμιση της καταλυτικής δραστικότητας των μεταλλοπρωτεϊνασών γίνεται σε 

τέσσερα επίπεδα, τα οποία είναι: η μεταγραφική ρύθμιση, η διαμερισματοποίηση, η 

ενεργοποίηση των ανενεργών μορφών (ζυμογόνων) και  η απενεργοποίηση του ενζύμου 

(εικόνα 5).   

1. Μεταγραφική ρύθμιση. 

Αυξητικοί παράγοντες, κυτταροκίνες, ορμονικοί παράγοντες αλλά και 

κυτταρικές αλληλεπιδράσεις με την εξωκυττάρια ουσία καθορίζουν την έκφραση των 

γονιδίων των μεταλλοπρωτεϊνασών [108].  

2. Διαμερισματοποίηση.  

Η διαμερισματοποίηση αναφέρεται στο πού και πως εκκρίνεται μια 

μεταλλοπρωτεϊνάση στο περικυττάριο περιβάλλον. Τα ένζυμα αυτά εκκρίνονται σε 

συγκεκριμένα διαμερίσματα για να δράσουν σε συγκεκριμένα υποστρώματα. Μια 

βασική αρχή είναι ότι τα κύτταρα δεν απελευθερώνουν αδιάκριτα ένζυμα, όπως είναι οι 

πρωτεάσες, που διαθέτουν ένα τεράστιο καταστροφικό δυναμικό [109]. Έτσι οι 

διαμεμβρανικές MMPs εντοπίζονται στην κυτταρική μεμβράνη και στοχεύουν την 

καταλυτική τους δραστικότητα σε υποστρώματα του γειτνιάζοντος περιβάλλοντός τους. 

Αλλά και οι εκκρινόμενες MMPs εκκρίνονται με συγκεκριμένο τρόπο και 

προσδένονται πολλές φορές σε συστατικά της κυτταρικής μεμβράνης ή της 

εξωκυττάριας ουσίας. Έτσι επιτυγχάνεται μια υψηλή τοπική συγκέντρωση του ενζύμου 

και ρυθμίζεται αποτελεσματικά η δραστικότητά του.  
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3. Ενεργοποίηση ζυμογόνου. 

Οι μηχανισμοί ενεργοποίησης των προενζύμων (ζυμογόνων) έχουν ήδη 

περιγραφεί. 

4. Απενεργοποίηση ενεργού ενζύμου. 

Η απενεργοποίηση των ενεργών μεταλλοπρωτεϊνασών μπορεί να γίνει με τη 

δράση των φυσικών αναστολέων TIMPs και της α2-μακροσφαιρίνης. Η ενδοκυττάρωση 

και η ανακύκλωση των διαμεμβρανικών MMPs ελέγχει επίσης τη δραστικότητά τους. 

Όχι μόνο οι διαμεμβρανικές αλλά και άλλες MMPs, όπως η MMP2, 9, 13, 

ενδοκυτταρώνονται μέσω του LRP  υποδοχέα (Lipoprotein Receptor-related Protein) 

[110, 111]. Τέλος πολλά ένζυμα έχουν τη δυνατότητα αυτοκατάλυσης και αποδόμησης 

των ενεργών μορφών, όπως συμβαίνει με τη MMP-2 και -9.   

 

Εικόνα 5. Ρύθμιση της δραστικότητας των μεταλλοπρωτεϊνασών σε τέσσερα επίπεδα: 

μεταγραφή, διαμερισματοποίηση, ενεργοποίηση και απενεργοποίηση. (Tροποποιημένο 

από το: Matrix metalloproteinases and the regulation of tissue remodeling Mol cell Biol 

2007;σελ.221-233
[112]

 ) 
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5.5. Υποστρώματα των μεταλλοπρωτεϊνασών-βιολογικές δράσεις 

Ιστορικά, όταν οι μεταλλοπρωτεϊνάσες πρωτοανακαλύφθηκαν θεωρήθηκαν ως 

ένζυμα με βασική τους λειτουργία την αποδόμηση των δομικών συστατικών της 

εξωκυττάριας ουσίας. Πράγματι αυτό επαληθεύθηκε και οι μεταλλοπρωτεϊνάσες 

μπορούν στο σύνολό τους να υδρολύσουν σχεδόν κάθε πρωτεΐνη στον εξωκυττάριο 

χώρο. Η παραπάνω γνώση έχει επεκταθεί κατά πολύ. Η εξωκυττάρια ουσία δε 

θεωρείται πια ως ένα απλό δίκτυο που παρέχει δομική υποστήριξη στα κύτταρα. 

Αντίθετα αποτελεί μία «δεξαμενή» βιολογικά δραστικών μορίων, όπως είναι οι 

αυξητικοί παράγοντες TGF-β, IGF, VEGF [113]. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες μπορούν να 

δράσουν στο «ρεζερβουάρ» αυτό και να επηρεάσουν ποικιλλοτρόπως τις κυτταρικές 

λειτουργίες. Για παράδειγμα, τόσο η MMP2 όσο και η MMP9 μπορούν να 

ελευθερώσουν ενεργό TGF-β από την ανενεργό μορφή του που είναι συνδεδεμένη στην 

εξωκυττάρια ουσία, προωθώντας έτσι την καρκινική διείσδυση και αγγειογένεση [114]. 

Οι MMPs μπορούν επίσης να απελευθερώσουν τον IGF από τη δεσμευτική του 

πρωτεΐνη και με αυτόν τον τρόπο να προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό [115]. 

Επιπλέον απελευθερώνουν VEGF από τη σύνδεσή του με τον αυξητικό παράγοντα 

CTGF (Connective Tissue Growth Factor) και παρέχουν έτσι το έναυσμα για την 

αγγειογενετική διαδικασία [116]. Η υδρόλυση του πλασμινογόνου από τις MMP3, 7, 9, 

12 οδηγεί στην απελευθέρωση θραύσματος παρόμοιου με την αγγειοστατίνη, 

αποδίδοντας στις MMPs και αντι-αγγειογενετική δράση [117]. Επιπλέον ορισμένα 

συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας μπορεί να επιδείξουν «κρυπτογενή» βιολογική 

δραστικότητα με την πρωτεόλυσή τους. Με άλλα λόγια η διάσπαση της εξωκυττάριας 

ουσίας μπορεί να απελευθερώσει κλάσματα με διαφορετική βιολογική δραστικότητα 

από ότι οι πρόδρομές τους ουσίες. Παραδείγματος χάριν, η διάσπαση της λαμινίνης από 
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την MMP2 και την MT1-MMP προωθεί τη μετανάστευση των επιθηλιακών κυττάρων 

του μαζικού αδένα [118, 119]. Η διάσπαση του κολλαγόνου I είναι απαραίτητη για τη 

μετανάστευση των κερατινοκυττάρων και την επαναθηλιοποίηση [120]. Η υδρόλυση 

της βασικής μεμβράνης από την MMP3 οδηγεί σε απόπτωση των μαζικών επιθηλιακών 

κυττάρων [121].  

Σήμερα γνωρίζουμε ότι τα υποστρώματα των μεταλλοπρωτεϊνασών 

περιλαμβάνουν όχι μόνο την εξωκυττάρια ουσία αλλά και αυξητικούς παράγοντες, 

υποδοχείς της κυτταρικής επιφανείας, κυτταροκίνες, χημειοκίνες, μόρια προσκόλλησης. 

Έτσι οι μεταλλοπρωτεϊνάσες μπορούν να απελευθερώσουν ενεργό TNF-α από το 

πρόδρομο μόριο που εδράζεται στην κυτταρική επιφάνεια [122] αλλά και να 

διασπάσουν τον υποδοχέα TNF-α στην κυτταρική επιφάνεια οδηγώντας σε θραύσμα 

του υποδοχέα που ανταγωνίζεται τη δράση του  TNF-α [123]. Η υδρόλυση της Ε-

καδερίνης και του αντιγόνου επιφανείας CD44 οδηγεί σε αυξημένη διεισδυτική 

συμπεριφορά [124, 125], η υδρόλυση του υποδοχέα IL-2Rα από την MMP9 μειώνει την 

κυτταρική ανταπόκριση στην IL-2, η υδρόλυση της IL-1β από τις MMP1, 2, 9 σημαίνει  

αντιφλεγμονώδη δράση των παραπάνω μεταλλοπρωτεϊνασών [126], όπως επίσης και η 

διάσπαση της χημειοελκτικής πρωτεΐνης MCP-3 (Monocyte Chemoattractant Protein-3) 

[127]. Έτσι βλέπουμε ότι οι δράσεις των MMPs είναι αρκετά πολύπλοκες και τα ένζυμα 

αυτά μπορούν να ρυθμίζουν κυτταρικές λειτουργίες όπως είναι η κυτταρική 

μετανάστευση,  η απόπτωση, ο πολαπλασιασμός, η διαφοροποίηση.     

 

5.6. Ο ρόλος των μεταλλοπρωτεϊνασών στην παθολογία 

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες συμμετέχουν στην παθογένεια των παρακάτω  καταστάσεων: 
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5.6.1. Παθήσεις του αναπνευστικού συστήματος 

Η MMP9 έχει ιδιαίτερα ενοχοποιηθεί στην παθογένεια του άσθματος. Αυξημένα 

επίπεδα MMP9 έχουν βρεθεί στα πτύελα, στο βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα και στο αίμα 

ασθματικών ασθενών και τα ουδετερόφιλα θεωρούνται η πηγή προέλευσης αυτών 

[128]. Η σοβαρότητα του άσθματος μπορεί να επηρεάσει τα επίπεδα της και στο 

σοβαρό άσθμα ανιχνεύονται υψηλότερες τιμές του ενζύμου στα πτύελα και στο αίμα 

από ότι στο ήπιο άσθμα [129]. Η MMP9 συμβάλλει στην παθογένεια της νόσου και 

μελέτες σε knock-out ποντίκια συνηγορούν υπέρ αυτού [130]. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες 

παίζουν ρόλο όχι μόνο στη φλεγμονή του άσθματος αλλά και στην αναδιαμόρφωση των 

αεραγωγών που συνοδεύει τη φλεγμονή: οι MMP2 και 9 ευθύνονται πιθανότατα για τη 

διαταραγμένη επιδιόρθωση της εξωκυττάριας ουσίας στο άσθμα και τους 

επανειλημμένους κύκλους παραγωγής και αποδόμησης αυτής [131].       

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες έχουν ενοχοποιηθεί για τη συμμετοχή τους στην 

παθογένεια της ΧΑΠ (Χρόνια Αποφρακτική Πνευμονοπάθεια). Ιδιαίτερα η MMP12 (ή 

μεταλλοελαστάση) πιστεύεται ότι παίζει το σημαντικότερο ρόλο στην παθογένεια του 

εμφυσήματος. Η διαγραφή του γονιδίου της MMP12 στα ποντίκια προστατεύει από την 

ανάπτυξη εμφυσήματος μετά από μακροχρόνια έκθεση στον καπνό του τσιγάρου [132]. 

  

 5.6.2. Κακοήθεις νεοπλασίες 

Η σχέση των μεταλλοπρωτεϊνασών με τους διάφορους όγκους έχει απασχολήσει 

ιδιαίτερα τη διεθνή βιβλιογραφία. Περισσότερα από 1500 άρθρα σχετικά με το ρόλο 

των MMPs στον καρκίνο έχουν δημοσιευτεί τα τελευταία 15 χρόνια. Σύμφωνα με αυτά: 

 Οι  MMPs ανιχνεύονται σε μεγάλη ποικιλία όγκων. Διαφορετικοί τύποι όγκων 

δείχνουν διαφορετικά πρότυπα έκφρασης των ενζύμων. 
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 Οι MMP2, 7, 9 και ιδιαίτερα η 14 φαίνεται ότι εκφράζονται στους περισσότερους 

καρκινικούς όγκους [133]. 

  Η ποσότητα των ΜΜPs (ενεργού και ανενεργού ενζύμου) είναι σημαντικά 

υψηλότερη στο μικροπεριβάλλον του όγκου από ότι σε φυσιολογικούς ιστούς. 

 Ο αριθμός των διαφορετικών ενζύμων που εκφράζεται σε κάθε όγκο τείνει να 

αυξηθεί με την πρόοδο του όγκου. Αλλά και τα επίπεδα έκαστης MMPs τείνουν να 

αυξάνονται με την αύξηση του σταδίου του όγκου [134, 135]. 

 Αν και η αρχική άποψη ήταν ότι οι MMPs παράγονται από τα καρκινικά κύτταρα, 

είναι πλέον δεκτό ότι το στρώμα με τις ινοβλάστες και τα φλεγμονώδη κύτταρα 

αποτελούν τη σημαντικότερη πηγή των μεταλλοπρωτεϊνασών [136]. 

 

5.6.3. Καρδιαγγειακές παθήσεις 

Οι  MMPs παίζουν σημαντικό ρόλο στις καρδιαγγειακές παθήσεις. Οι MMP1, 2, 

3, 9 ανευρίσκονται στην αθηρωματική πλάκα και συμβάλλουν στη ρήξη της [137]. 

Επιπλέον οι μεταλλοπρωτεϊνάσες έχουν ενοχοποιηθεί για την πρόοδο των 

ανευρυσμάτων [138], το μυοκαρδιακό έμφραγμα και την αναδιαμόρφωση της 

αριστερής κοιλίας μετά από έμφραγμα [139, 140].  

 

   5.6.4. Ρευματικές παθήσεις 

Η αρθρίτιδα υπήρξε η πρώτη ασθένεια της οποίας η παθογένεια συνδέθηκε με 

τη δράση των μεταλλοπρωτεϊνασών. Μελέτες έχουν επιβεβαιώσει τη συμμετοχή των 

ενζύμων, κυρίως των κολλαγενασών, στην καταστροφή του συνδετικού ιστού που 

επιτελείται στη ρευματοειδή αρθρίτιδα και οστεοαρθρίτιδα [141, 142]. 
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  5.6.5. Παθήσεις του κεντρικού νευρικού συστήματος 

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες συμμετέχουν στις ισχαιμικές καταστάσεις του 

εγκεφάλου. Τα επίπεδα των ενεργών ενζύμων MMP2 και MMP9 είναι σημαντικά 

αυξημένα μετά από εγκεφαλική ισχαιμία [143] τοπικά στον ιστό. Σε αγγειακό 

εγκεφαλικό επεισόδιο, η MMP2 έχει ενοχοποιηθεί για την αρχική και γρήγορη 

διάσπαση του αιματοεγκεφαλικού φραγμού [144, 145] ενώ η MMP9 για την 

καθυστερημένη-μετά από είκοσι τέσσερις ώρες βλάβη του αιματοεγκεφαλικού φραγμού 

[146]. 

 

5.6.6. Φλεγμονή και ανοσία 

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες συμμετέχουν στη φλεγμονώδη διαδικασία είτε 

ενισχύοντας είτε μειώνοντας την ένταση αυτής. Πολλές από τις δράσεις τους 

οφείλονται στη διάσπαση χημειοκινών και των υποδοχέων τους ή στη διάσπαση 

κυτταροκινών και των υποδοχέων τους, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει είτε στην 

ενεργοποίηση είτε στην απενεργοποίηση των παραπάνω και αυτό με τη σειρά του να 

επηρεάσει τη διαδικασία της φλεγμονής. Για παράδειγμα, οι MMPs μπορούν να 

διασπάσουν και τις τέσσερις ανθρώπινες MCPs (Monocyte Chemoattractant Proteins) 

οδηγώντας σε απενεργοποίησή τους ή ακόμα και στην παραγωγή κλασμάτων με 

ανταγωνιστική δράση των υποδοχέων [147]. Από την άλλη, μπορούν να 

δημιουργήσουν χημειοελκτική διαβάθμιση δρώντας σε συστατικά της εξωκυττάριας 

ουσίας που οδηγούν σε απελευθέρωση κλασμάτων με χημειοελκτική δράση. Πολλές 

κυτταροκίνες, όπως IL-1β, IFN-β, VEGF, EGF, FGF, TGF-β1 και ο TNF-α μπορούν 

είτε να ενεργοποιηθούν είτε να απενεργοποιηθούν από τις μεταλλοπρωτεϊνάσες και έτσι 

να ενισχύσουν ή να αμβλύνουν τη φλεγμονή [148]. 
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Οι MMPs συμβάλλουν και στη διαδικασία επιδιόρθωσης της βλάβης που 

ακολουθεί τη φλεγμονή. Έτσι ο τραυματισμός επάγει την έκφραση ποικίλλων 

μεταλλοπρωτεϊνασών από τα επιθηλιακά κύτταρα. π.χ της MMP1 για την επούλωση 

των δερματικών ελκών και της MMP7 για την επανεπιθηλιοποίηση των πνευμόνων και 

του εντέρου [148]. Η  MMP7 συμβάλλει και στην έμφυτη ανοσία γιατί ενεργοποιεί τις 

ντιφενσίνες ή αμυντίνες (defensins) στο έντερο, πεπτίδια με αντιμικροβιακή δράση, και 

προστατεύει έτσι από βακτηριδιακή μόλυνση [149].  

Μια ιδιαίτερη δράση που έχει αποδοθεί στις μεταλλοπρωτεϊνάσες τα τελευταία 

χρόνια είναι η αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας που συνοδεύει τη φλεγμονή. Οι 

μεταλλοπρωτεϊνάσες έχουν ενοχοποιηθεί για την ισχαιμική βλάβη ιστών όπως ο 

εγκέφαλος, η καρδιά, το μεσεντέριο, ο νεφρός [150, 151]. Ο μηχανισμός για την 

αύξηση της διαπερατότητας έχει μελετηθεί κυρίως σε κυτταρικές καλλιέργειες και οι 

υπάρχουσες ενδείξεις συνηγορούν υπέρ της διάσπασης των πρωτεϊνών των 

αποφρακτικών συνδέσεων. 

 

5.7. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες στην υπεζωκοτική κοιλότητα 

 

5.7.1. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες στο φυσιολογικό υπεζωκοτικό υγρό 

Όπως είναι αναμενόμενο, δεν υπάρχουν μελέτες που να μετρούν τις 

μεταλλοπρωτεϊνάσες στο υπεζωκοτικό υγρό υγιών ατόμων. Οι Marshall et al., 

χρησιμοποιώντας καλλιέργειες μεσοθηλιακών κυττάρων υπεζωκότα, διαπίστωσαν τη 

συνεχή παραγωγή MMP2 και TIMP1 από τα μεσοθηλιακά κύτταρα υπό βασικές 

συνθήκες [152]. Η διέγερση με TNF-α και Il-β οδηγεί σε σημαντική αύξηση στην 

παραγωγή της MMP1 και MMP9 ενώ αυξάνει σε μέτριο μόνο βαθμό την έκκριση 
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TIMP1. Η συνεχής έκκριση της MMP2 από τα μεσοθηλιακά κύτταρα επιβεβαιώθηκε 

και από μεταγενέστερες μελέτες [153, 154]. 

 

5.7.2. Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες στις υπεζωκοτικές συλλογές 

Τα επίπεδα των μεταλλοπρωτεϊνασών έχουν μετρηθεί κατά καιρούς στις 

διάφορες υπεζωκοτικές συλλογές. Οι Hurewitz και συν. [155] διαπίστωσαν  αυξημένα 

επίπεδα των MMP2 και MMP9 και στα τρία είδη συλλογών που μελέτησαν 

(διϊδρωματικές, παρανεοπλασματικές, παραπνευμονικές). Με δοκιμασίες 

υποστρώματος έδειξαν ότι τόσο σε διϊδρώματα όσο και σε εξιδρώματα η 

δραστηριότητα των ενζύμων είνα παρόμοια. Οι Eickelberg και συν. [154] υποστήριξαν 

ότι τόσο σε διϊδρωματικές όσο και σε εξιδρωματικές συλλογές  ανιχνεύονται οι MMP1, 

MMP2 και TIMP-1, στοιχείο που συνυγορεί υπέρ της συνεχούς έκφρασής τους από τα 

μεσοθηλιακά κύτταρα. H MMP9 ανιχνεύεται κυρίως σε εξιδρώματα (και μόνο στο 20% 

των διϊδρωμάτων) και μάλιστα η αύξησή της είναι μεγαλύτερη σε παρανεοπλασματικές 

σε σχέση με παραπνευμονικές συλλογές. Στη μελέτη αυτή ανιχνεύθηκε η ενεργή 

ισομορφή της MMP2 στις παρανεοπλασματικές και παραπνευμονικές συλλογές, όχι 

όμως σε διϊδρώματα. Αντίθετα, ενεργή MMP9 δεν ανιχνεύθηκε σε κανενός είδος 

συλλογή. Δε βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ της MMP9 και του αριθμού των φλεγμονωδών 

κυττάρων στο υπεζωκοτικό υγρό, για αυτό οι συγγραφείς συμπέραναν ότι η MMP9 στις 

υπεζωκοτικές συλλογές παράγεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα μετά από διέγερσή 

τους. Μάλιστα οι συγγραφείς πρότειναν τη διαγνωστική αξία του λόγου των 

συγκεντρώσεων των MMPs στο υπεζωκοτικό υγρό (MMP2/MMP9 υπεζωκοτικού 

υγρού) στη διαφορική διάγνωση των διϊδρωματικών από τις παρανεοπλασματικές και 

παραπνευμονικές υπεζωκοτικές συλλογές. Οι  Iglesias και συν. [153] μέτρησαν τα 
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επίπεδα των μεταλλοπρωτεϊνασών στο υπεζωκοτικό υγρό με ELISA. Bρήκαν υψηλά 

επίπεδα των MMP2 και TIMP-1 σε όλες τις υπεζωκοτικές συλλογές, στοιχείο 

συνηγορητικό υπέρ της συνεχούς έκφρασής τους από τα μεσοθηλιακά κύτταρα. Η 

MMP2 ήταν υψηλότερη σε εξιδρώματα σε σχέση με τα διϊδρώματα, ίσως λόγω της 

παραγωγής της από μακροφάγα κύτταρα. Οι MMP1, MMP8 και MMP9 βρέθηκαν σε 

υψηλές τιμές μόνο στα εξιδρώματα και μάλιστα κυρίως στην κατηγορία των 

εμπυημάτων/επιπλεγμένων παραπνευμονικών συλλογών. Υποστήριξαν ότι η MMP1 

παράγεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα κατόπιν διέγερσής τους, ενώ η MMP8 και 9 

απελευθερώνονται από τα ουδετεροφιλικά κοκκία. Σύμφωνα με μία άλλη μελέτη [156], 

στις φυματιώδεις συλλογές τα επίπεδα της MMP9 ξεπερνούν εκείνα των 

παραπνευμονικών συλλογών και τα επιθηλιοειδή μακροφάγα ευθύνονται για την 

σύνθεσή της. Άλλοι ερευνητές αναφέρουν αυξημένα επίπεδα ΜΜP2 και MMP9 σε 

υπεζωκοτικές συλλογές φυματιώδους και κακοήθους αιτιολογίας [157].  

 
5.8. Αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών 

 

5.8.1. Ιστικοί αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs) 

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες αναστέλλονται από τους ιστικούς αναστολείς των 

μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs-Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). Υπάρχουν 

τέσσερις μορφές των TIMPs (TIMP1-4), καθεμία από τις οποίες συνδέεται μη 

ομοιοπολικά με τις μεταλλοπρωτεϊνάσες σε στοιχειομετρία 1:1. Σε ποικίλλες παθήσεις, 

όπως ο καρκίνος, η ρευματοειδής αρθρίτιδα και η περιοδοντίτιδα, έχει βρεθεί μία 

ανισορροπία στη σχέση MMPs και TIMPs με αποτέλεσμα την υπέρμετρη και 

ανεξέλεγκτη δραστηριότητα των MMPs [158]. O ΤΙΜP-1 είναι μία γλυκοπρωτεΐνη με 
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MB 30 Kda. Έχει βρεθεί ότι παράγεται από πολλά διαφορετικά κύτταρα σε ιστούς και 

κυτταρικές καλλιέργειες, όπως ινοβλάστες, κύτταρα αρθρικού χόνδρου, ενδοθηλιακά 

κύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα, λεία μυικά κύτταρα, αιμοπετάλια και μακροφάγα [159]. 

Ο TIMP-1 έχει βρεθεί σχεδόν σε κάθε ανθρώπινο σωματικό υγρό και φαίνεται ότι 

αποτελεί μία πρωτεΐνη με ευρεία κατανομή και θεμελιώδη σημασία στον άνθρωπο 

[160]. Τα ανθρώπινα μεσοθηλιακά κύτταρα παράγουν υπό φυσιολογικές συνθήκες 

μικρές ποσότητες TIMP-1 αλλά κατόπιν διέγερσής τους με τις κυτταροκίνες TNF-α και 

Il-1β η παραγωγή και έκκριση TIMP-1 στην υπεζωκοτική κοιλότητα αυξάνεται [152, 

153]. Αναστέλλει όλες τις ΜΜPs, εκτός από τις διαμεμβρανικές MMPs (ΜΤ-ΜΜPs). 

Επίσης αναστέλλει την ΜΜP1 δύο φορές πιο αποτελεσματικά από ότι TIMP-2 [158]. Ο 

ΤΙΜP-2 ανιχνεύεται σε χαμηλά επίπεδα στα εξιδρώματα ενώ τα επίπεδά του στα 

διϊδρώματα είναι ακόμη χαμηλότερα και πολλές φορές μη ανιχνεύσιμα [154]. Τα 

επίπεδα TIMP-2 είναι πολύ χαμηλότερα από εκείνα του TIMP-1 σε αντίστοιχα είδη 

υπεζωκοτικών συλλογών [153]. Αναστέλλει την MMP2 και MMP9 2-9 φορές πιο 

αποτελεσματικά σε σχέση με τον TIMP-1 [161]. Ο TIMP-3 συνδέεται ισχυρά με την 

εξωκυττάρια ουσία ενώ ο TIMP-4 ρυθμίζεται αυστηρά και η παρουσία του περιορίζεται 

στο νευρωνικό ιστό, στους όρχεις και ωοθήκες, στην καρδιά και στους σκελετικούς 

μύες [162]. H εφαρμογή των TIMPs σαν θεραπευτικό εργαλείο στα καρδιαγγειακά 

νοσήματα και στις νεοπλασίες είτε μέσω γονιδιακής θεραπείας είτε μέσω χορήγησης 

της πρωτεΐνης βρίσκεται σε πολύ πρώιμο στάδιο [163]. Παρ’όλα αυτά είναι πολλά 

υποσχόμενη, κυρίως εξαιτίας της αποτυχίας των συνθετικών αναστολέων στην 

εφαρμογή τους σε κλινικές μελέτες.    

 

5.8.2. Συνθετικοί αναστολείς 
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 Οι πρώτοι αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών που κατασκευάστηκαν 

(πρώτης γενεάς ή πεπτιδικοί αναστολείς) αποτελούνταν από έναν πεπτιδικό σκελετό, με 

αλληλουχία αμινοξέων τέτοια ώστε να αναγνωρίζεται από την μεταλλοπρωτεϊνάση-

στόχο και έναν χηλικό παράγοντα, ο οποίος μπορούσε να δεσμεύσει τον ψευδάργυρο 

του ενεργού κέντρου. Οι δεύτερης γενεάς ή μη πεπτιδικοί αναστολείς σχεδιάστηκαν για 

να βελτιώσουν τα μειονεκτήματα των αναστολέων της πρώτης γενεάς που ήταν το ευρύ 

φάσμα δράσης τους αλλά και η μη ευνοϊκή φαρμακοκινητικής τους (φτωχή 

απορρόφηση από το στόμα, γρήγορη κάθαρση). Αποτελούν κατά κύριο λόγο μη 

πεπτιδικά παράγωγα συνδεδεμένα με υδροξαμικό οξύ και σχεδιάστηκαν με βάση τη 

γνώση της καταλυτικής περιοχής της μεταλλοπρωτεϊνάσης-στόχου είτε με 

κρυσταλλογραφία Χ είτε με φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού 

(NMR-Nuclear Magnetic Resonance). Άλλες κατηγορίες φαρμάκων που 

χρησιμοποιήθηκαν ως αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών είναι οι τετρακυκλίνες και 

τα διφωσφονικά [164]. Οι χημικά τροποποιημένες τετρακυκλίνες μπορούν  όχι μόνο να 

δεσμεύουν τον ψευδάργυρο αλλά να μειώνουν και την έκφρασή τους. Η δοξυκυκλίνη 

(εμπορική ονομασία Periostat) είναι το μόνο φάρμακο που έχει λάβει έγκριση από τον 

FDA και χρησιμοποιείται στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής για τη θεραπεία της 

περιοδοντίτιδας. Οι δόσεις που χρησιμοποιούνται είναι μικρότερες από αυτές για την 

επίτευξη αντιμικροβιακού αποτελέσματος και δεν αναφέρονται ανεπιθύμητες ενέργειες. 

Τα αποτελέσματα από τις κλινικές μελέτες με τους αναστολείς των 

μεταλλοπρωτεϊνασών ήταν αποθαρρυντικά. Πολλοί λόγοι ευθύνονται για την αποτυχία 

αυτή με κυριότερο το μεγάλο αριθμό των μεταλλοπρωτεϊνασών που μπορούσε να 

αναστείλει κάθε ουσία (ευρέως φάσματος αναστολείς). Αυτό είχε σαν αποτέλεσμα την 

αναστολή μεταλλοπρωτεϊνασών με ευνοϊκή επίδραση στην πρόοδο του καρκίνου, 
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δηλαδή με αντι-καρκινική δράση. Αλλά και η εμφάνιση παρενεργειών δυσχέραινε 

σημαντικά την πρόοδο των κλινικών μελετών. Η σημαντικότερη από αυτές ήταν η 

εμφάνιση ενός μυοσκελετικού συνδρόμου με πόνο, ερύθημα, τενοντίτιδα που δεν 

απαντούσε στα μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη και ήταν δοσο- και χρονο- εξαρτώμενο 

[165]. Η ανάγκη για μακροχρόνια χορήγηση των αναστολέων καθιστούσε την 

παρενέργεια αυτή καθώς και άλλες μη ανεκτές. Τέλος, ο σχεδιασμός των κλινικών 

μελετών δεν ήταν ιδανικός. Πολλές φορές μάλιστα λόγω της δυσκολίας στην οργάνωση 

μελετών φάσης II πραγματοποιήθηκαν απευθείας μεικτές μελέτες II/III [165]. Ένα άλλο 

πρόβλημα στις κλινικές μελέτες ήταν η συμμετοχή σε αυτές ασθενών με πολύ 

προχωρημένο στάδιο της νόσου. Η προσεκτική ανάλυση υποομάδων ασθενών που 

συμμετείχαν σε κλινικές μελέτες αποκάλυψε ότι οι αναστολείς των 

μεταλλοπρωτεϊνασών μπορεί να είναι ωφέλιμοι σε πρωιμότερα στάδια της νόσου [166].    
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1. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

1.1. Επιλογή ουσιών και συγκεντρώσεων για τη μελέτη της επίδρασής τους στη 

διαπερατότητα του υπεζωκότα προβάτου   

Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες οι οποίες επιλέχθηκαν για τη διεξαγωγή των 

πειραμάτων είναι οι ΜΜPs 1, 2 και 9 επειδή αυτές έχουν μελετηθεί και έχουν βρεθεί σε 

αυξημένα επίπεδα στις εξιδρωματικές υπεζωκοτικές συλλογές. Επιλέχθηκαν με βάση τα 

μετρηθέντα επίπεδα στις υπεζωκοτικές συλλογές τέσσερις συγκεντρώσεις για τη μελέτη 

της επίδρασής τους στη διαπερατότητα του υπεζωκότα προβάτου: 0,1, 1, 10 και 20 

ng/ml.  

Τα ένζυμα MMP2 και MMP9 (Calbiochem, California, USA) αγοράστηκαν σε 

ενεργή μορφή σε αρχική συγκέντρωση 0,1 mg/ml και η αραίωσή τους σε μικρότερες 

συγκεντρώσεις έγινε με διαλύτη που περιείχε 50 mM HEPES, 10mM  CaCl2 και 

0,005% BRIJ-35. Αντίθετα, η MMP1 (Sigma-Aldrich, Germany), λόγω μη υπαρξής της 

σε ενεργή μορφή, παραγγέλθηκε σε ανενεργή μορφή (ζυμογόνο) και υπέστη 

επεξεργασία με την ουσία AminoPhenylMercuricAcetate (ΑPMA) για την 

ενεργοποίησή της. H ουσία APMA αποτελεί ένα υδραργυρικό παράγωγο και έχει 

χρησιμοποιηθεί από τα ερευνητικά εργαστήρια για την in vitro ενεργοποίηση των 

MMPs. Η διαδικασία της ενεργοποίησης της MMP1 βασίστηκε στο πρωτόκολλο των 

Stricklin και συν. [167] και είχε ως εξής: η MMP1 επωάστηκε με APMA 1mM σε 

αναλογία 1:10 (APMA:προένζυμο) για 1 ώρα στου 37 
0
C. H συγκέντρωση 1mM 

APMA έχει βρεθεί πως είναι η βέλτιστη για την ενεργοποίηση των MMPs και ότι η 1 

ώρα επαρκεί για την πλήρη ενεργοποίηση της MMP1 [167]. Η αρχική συγκέντρωση της 
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MMP1 ήταν 0,2 mg/ml και ακολούθησε αραίωσή της σε μικρότερες συγκεντρώσεις με 

τη χρήση διαλύτη 25 mM MES.        

Ο ιστικός αναστολέας των μεταλλοπρωτεϊνασών-2 (ΤΙΜP-2) είναι 2-10 φορές 

πιο αποτελεσματικός σε σχέση με τον TIMP-1 στην αναστολή των ενζύμων MMP2 και 

MMP9 και αυτός είναι ο λόγος που επιλέχθηκε για τη διεξαγωγή των πειραμάτων 

[168]. Η χρήση του ΤΙMP-2 έγινε για να επιβεβαιωθεί η ειδική δράση των MMPs στην 

αντίσταση του υπεζωκότα.     

Η αμιλορίδη αποτελεί ένα υδρόφοβο θετικά φορτισμένο μόριο που αναστέλλει 

αντιστρεπτά τον επιθηλιακό δίαυλο νατρίο ENaC αποφράσσοντας την είσοδο του 

πόρου του  [69]. Η χρησιμοποιούμενη συγκέντρωση στην παρούσα μελέτη είναι 10
-4 

Μ 

με σκοπό τη μέτρηση του ρεύματος που είναι ευαίσθητο στην αμιλορίδη. Η χρήση της 

αμιλορίδης έγινε στην παρούσα μελέτη για τη διερεύνηση του ρεύματος που είναι 

ευαίσθητο στην αμιλορίδη, δηλαδή για τη διερεύνηση του ρεύματος που διέρχεται από 

τον επιθηλιακό δίαυλο νατρίου (ENaC).  

 

1.2. Συλλογή και προετοιμασία ιστού 

Χρησιμοποιήθηκαν ακέραια τμήματα τοιχωματικού και πνευμονικού υπεζωκότα 

από ενήλικα θηλυκά πρόβατα. Η συλλογή των δειγμάτων έγινε στο σφαγείο αμέσως 

μετά τη θανάτωση του ζώου (χρόνος απομόνωσης λιγότερο από 1 λεπτό). Ο 

τοιχωματικός υπεζωκότας αποκολλήθηκε προσεκτικά από το θωρακικό τοίχωμα των 

ζώων ενώ κομμάτια πνεύμονα μεταφέρθηκαν αυτούσια στο εργαστήριο. Ο ιστός 

τοποθετήθηκε σε θρεπτικό υλικό Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), στους 

4
o
C και μεταφέρθηκε στο εργαστήριο εντός 30 λεπτών από το θάνατο του ζώου. 

Μέριμνα ελήφθη ώστε η επιφάνεια της μεμβράνης να υποστεί όσο το δυνατό 
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λιγότερους χειρισμούς. Τα τμήματα του υπεζωκότα διατηρήθηκαν σε διάλυμα Krebs-

Ringer, του οποίου η σύνθεση (σε Mm) ήταν: 117,5 NaCl, 1,15 NaH2PO4, 24,99 

NaHCO3, 5,65 KCl, 1,18MgSO4, 2,52 CaCl2, και 5.55 γλυκόζη. Ο υπεζωκότας 

μπορούσε να διατηρηθεί σε διάλυμα Krebs-Ringer στους 4
o
C έτσι ώστε από ένα μόνο 

ζώο να γίνουν πολλά πειράματα. 

Τμήματα πνευμονικού υπεζωκότα αποκολλήθηκαν προσεκτικά από τον 

υποκείμενο ιστό και εξετάστηκαν οπτικά για την ύπαρξη οπών ή εναπομείναντος 

προσκολλημένου πνευμονικού ιστού. Η απομόνωση του τοιχωματικού υπεζωκότα 

πραγματοποιήθηκε με τον ίδιο τρόπο όπως και για τον πνευμονικό υπεζωκότα. 

 

1.3. Ηλεκτροφυσιολογική μελέτη της επίδρασης των MMPs στη 

διαπερατότητα του υπεζωκότα προβάτου 

 

1.3.1. Μελέτη διαπερατότητας βιολογικών μεμβρανών-Μέθοδος Ussing System 

Η μέθοδος Ussing System αποτελεί μία κλασική μέθοδο για τη μελέτη της 

διαπερατότητας των βιολογικών μεμβρανών. Ο θάλαμος σχεδιάστηκε αρχικά από το 

Γερμανό Hans Ussing για να μελετήσει τη μεταφορά ιόντων διαμέσου του δέρματος 

βατράχων [169]. Σήμερα η μέθοδος αυτή έχει τύχει μεγάλης εφαρμογής όχι μόνο για τη 

μελέτη της διαπερατότητας των ιστών αλλά και κυτταρικών στρωμάτων. Η αρχή 

λειτουργίας της μεθόδου φαίνεται στο σχήμα 2. Ο ιστός (Τ) είναι τοποθετημένος  σαν 

επίπεδο στρώμα σε μία αντλία και εκατέρωθεν αυτού υπάρχει διάλυμα Krebs-Ringer. H 

διαφορά δυναμικού κατά πλάτος του ιστού μετράται από ένα ζεύγος ηλεκτροδίων (Β΄, 

Β΄) που το καθένα απέχει 3mm από την επιφάνεια του ιστού. Το δυναμικό 

καταγράφεται σε ένα βολτόμετρο (mV). Με τη βοήθεια μιας μπαταρίας (battery) και 
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ενός διαιρετή τάσης (μΑ), ρεύμα μπορεί να διαπεράσει τον ιστό διαμέσου ενός 

δεύτερου ζεύγους ηλεκτροδίων (Β, Β) που βρίσκονται σε απόσταση 3 cm έκαστο από 

την επιφάνεια του ιστού. 

 

  Σχήμα 2. Διάγραμμα της συσκευής  Ussing System. B: Γέφυρες άγαρ που 

περιέχουν τα ηλεκτρόδια αργύρου/χλωριούχου αργύρου (S) για τη χορήγηση ρεύματος. 

Β΄: Γέφυρες άγαρ που περιέχουν τα ηλεκτρόδια αργύρου/χλωριούχου αργύρου (S) για την 

καταγραφή της διαφοράς δυναμικού. mV: μιλιβολτόμετρο μA: μικροαμπερόμετρο. 

Battery: μπαταρία Τ: ιστός. (Προσαρμοσμένο από: Enhancement of the transmesothelial 

resistance of the parietal sheep peritoneum by epinephrine in vitro: ussing-type 

chamber experiments   Artif Organs 2005
[170]

 ) 

 

 

Με τη διάταξη αυτή μπορούν να υπολογιστούν διάφορες παράμετροι ενός 

ιστού, όπως η αντίσταση (R), το ρεύμα (I) και η τάση (V). Η αντίσταση δίνεται από τον 

τύπο: R=ρ*I/A, όπου R είναι η ωμική αντίσταση του  ιστού, ρ η ειδική αντίσταση που 

οφείλεται αποκλειστικά στη μοριακή του δομή, I το πάχος του υλικού και Α το εμβαδό 

της περιοχής που μετράται. Είναι σαφές από τα παραπάνω ότι όταν διατηρούνται 
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σταθερά τα γεωμετρικά χαρακτηριστικά του υλικού I και A, η ωμική αντίσταση που 

εμφανίζει οφείλεται αποκλειστικά στη μοριακή του δομή, και ως εκ τούτου αποτελεί 

μέτρο της μοριακής συνοχής [171]. Σύμφωνα με το νόμο του Ohm, η αντίσταση 

υπολογίζεται με τον τύπο: R=ΔV/ΔI. Ο απλούστερος τρόπος για τη μέτρηση 

αντίστασης στον ιστό, είναι η εφαρμογή συγκεκριμένης τάσης κατά μήκος της 

μεμβράνης με αποτέλεσμα τη ροή ρεύματος σε αυτήν. Το αμπερόμετρο μετράει το 

ρεύμα και η τεχνική αυτή ονομάζεται Σύνδεση Τάσης/δυναμικού (Voltage Clamp). Μια 

παραλλαγή της σύνδεσης δυναμικού είναι η μέτρηση του ρεύματος κλειστού 

κυκλώματος (Ιsc), κατά το οποίο ο ιστός βραχυκυκλώνεται, δηλαδή η τάση στον ιστό 

ρυθμίζεται να είναι μηδενική (V=0). Πολλά εργαστήρια μετρούν κατά προτίμηση το 

ρεύμα κλειστού κυκλώματος επειδή πιστεύουν ότι η ροή των ιόντων στο χρόνο 

αντανακλά ακριβέστερα την απορροφητική ή εκκριτική λειτουργία του ιστού. Παρόλα 

αυτά η μέτρηση αυτή παρουσιάζει ορισμένα μειονεκτήματα, όπως είναι η μετακίνηση 

ηλεκτρολυτών του κυτταροπλάσματος κατά τη φορά της εφαρμοζόμενης διαφοράς 

δυναμικού και η καταπόνηση του ιστού ως αποτέλεσμα της συνεχούς εφαρμογής 

ρεύματος σε αυτόν. Ένας άλλος τρόπος μέτρησης είναι η εφαρμογή ρεύματος 

συγκεκριμένης έντασης και ισχύος ανά συγκεκριμένα διαστήματα από την πηγή 

ρεύματος. Το βολτόμετρο μετράει την τάση στη συγκεκριμένη χρονική στιγμή και με 

βάση το νόμο του Ohm υπολογίζεται η αντίσταση (μέτρηση ανοικτού κυκλώματος).  

 

1.3.2. Μέτρηση διαμεσοθηλιακής αντίστασης (RTM) σε συνθήκες ανοικτού 

κυκλώματος 

Ο ιστός τοποθετήθηκε ως επίπεδο στρώμα μεταξύ δύο ακρυλικών ημιθαλάμων 

τύπου Ussing (Dipl. –Ing. K. Mussler, Scientific Instruments, Aachen, Germany) οι 
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οποίοι περιείχαν από 4 ml Krebs (εικόνα 6). Aυτό εξασφαλίζει την άσκηση ίδιας 

υδροστατικής πίεσης και από τις δύο πλευρές της μεμβράνης, ενώ συνεχώς 

διοχετευόταν στον κάθε ημιθάλαμο αέριο σύστασης 95% Ο2-5% CO2. H επιφάνεια του 

εκτεθειμένου στο υγρό ιστό ήταν 1 cm
2
. Λόγω του ότι η ενεργητική μεταφορά ιόντων 

εξαρτάται από τη θερμοκρασία όπως επίσης και η δραστικότητα των MMPs, οι 

μετρήσεις της διαμεσοθηλιακής αντίστασης πραγματοποήθηκαν σε θερμοκρασία 37
o
C. 

Η διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM), εκφραζόμενη σε Ω•cm
2
, μετρήθηκε με ένα 

ζεύγος ηλεκτροδίων Ag/AgCl, το καθένα εκ των οποίων ήταν τοποθετημένο σε 

απόσταση 3 mm εκατέρωθεν της μεμβράνης, σε συνθήκες ανοικτού κυκλώματος. Υπό 

τις συγκεκριμένες συνθήκες γινόταν μέτρηση της RTM κάθε ένα λεπτό μετά από τη 

χορήγηση συνεχούς ρεύματος έντασης 50 μA και διάρκειας 200 msec με τη βοήθεια 

ζεύγους ηλεκτροδίων που βρίσκονταν τοποθετημένα σε απόσταση 3 cm εκατέρωθεν 

της μεμβράνης. 

    

Εικόνα 6. Αντλία τύπου Ussing που χρησιμοποιήθηκε στην πειραματική διαδικασία. 
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Μπορούσαν να πραγματοποιηθούν παράλληλα μέχρι και 6 πειράματα κάθε 

φορά σε αντίστοιχους θαλάμους και η καταγραφή γινόταν μέσω λογισμικού σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή (Clamp Version 2.14 software: AC Micro-Clamp, Aachen, 

Germany). Πριν την τοποθέτηση του ιστού είχε υπολογισθεί από το σύστημα η 

αντίσταση του υγρού και η τάση στα ηλεκτρόδια και αυτά αφαιρούνταν αυτόματα κατά 

τη μέτρηση RTM του ιστού. Μετά την τοποθέτηση του ιστού ακολουθούσε μία περίοδος 

ηρεμίας από 10 έως 40 λεπτά για τη σταθεροποίηση των ηλεκτροφυσιολογικών 

παραμέτρων και ακολουθούσε η προσθήκη της μελετώμενης MMPs ή του TIMP2. 

Η επιφάνεια του υπεζωκότα που πρόσκειται στη βασική μεμβράνη του ιστού 

αναφέρεται ως πλαγιοβασική επιφάνεια ενώ αυτή που αντικρίζει την υπεζωκοτική 

κοιλότητα αναφέρεται ως κορυφαία επιφάνεια. Οι ΜΜPs και ο ΤΙΜP2 προστέθηκαν 

τόσο στην κορυφαία όσο και στην βασικοπλάγια επιφάνεια του τοιχωματικού και του 

σπλαχνικού υπεζωκότα και οι ηλεκτρικοί παράμετροι καταγράφηκαν για διάστημα 40 

λεπτών (στα λεπτά 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40). Οι μεταβολές στην αντίσταση (RTM) 

εκφράστηκαν ως επί % μεταβολή από την αρχική τιμή (ΔRTM). Όλες οι τιμές που 

παρουσιάζονται αποτελούν μέσους όρους τουλάχιστον έξι πειραμάτων (n=6). 

 

1.3.3. Μέτρηση ευαίσθητου στην αμιλορίδη ρεύματος  σε συνθήκες κλειστού 

κυκλώματος 

Προκειμένου να εξετασθεί η επίδραση των MMPs στη λειτουργία του ENaC 

πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις με την τεχνική Ussing σε κλειστό κύκλωμα, δηλαδή η 

τάση στον ιστό ρυθμίστηκε να είναι μηδενική (V=0). Κάθε 6 δευτερόλεπτα η τάση 

μεταβαλλόταν σε τιμές διαφορετικές από το 0 έτσι ώστε να μπορεί να υπολογισθεί η 

αντίσταση. Τμήματα τοιχωματικού και πνευμονικού υπεζωκότα επεξεργάστηκαν όπως 
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περιγράφηκε προηγουμένως και τοποθετήθηκαν σε θαλάμους Ussing. Μετά την 

απόκτηση σταθερής τιμής ρεύματος κλειστού κυκλώματος (Isc), προστέθηκε στην 

κορυφαία επιφάνεια της μεμβράνης διάλυμα φωσφορικών αλάτων (Phosphate Buffered 

Saline- PBS) για τα πειράματα ελέγχου (control) ή MMP2 ή MMP9 σε συγκεντρώσεις 

0,1 ng/ml και 20 ng/ml. Πειράματα στη βασικοπλάγια επιφάνεια του τοιχωματικού και 

σπλαχνικού υπεζωκότα δεν πραγματοποιήθηκαν επειδή ο ENaC εντοπίζεται μόνο στην 

κορυφαία επιφάνεια των μεσοθηλιακών κυττάρων όπως έχει δειχθεί από παλιότερες 

μελέτες [57, 60]. Μετά από επώαση της μεμβράνης με το PBS ή το ένζυμο διάρκειας 40 

λεπτών, προστέθηκε σε όλα τα πειράματα αμιλορίδη σε συγκέντρωση 10
-4

 M στην 

κορυφαία επιφάνεια της μεμβράνης με σκοπό τον υπολογισμό του ρεύματος (Isc) που 

αποδίδεται στη δραστηριότητα του ENaC. Το ρεύμα αυτό ορίστηκε ως η διαφορά 

μεταξύ των τιμών του Isc ακριβώς πριν την προσθήκη αμιλορίδης και 5 λεπτά 

αργότερα. Η ίδια τεχνική έχει χρησιμοποιηθεί και σε παλιότερες μελέτες για τον 

υπολογισμό του ευαίσθητου στην αμιλορίδη ρεύματος (Isc amiloride-sensitive) [80, 

172]. Ακολούθησε σύγκριση του ευαίσθητου στην αμιλορίδη ρεύματος μεταξύ 

πειραμάτων control και πειραμάτων στα οποία ο υπεζωκότας επωάστηκε με ΜΜP2 ή 

MMP9. 

Οι Nie και συν. μελέτησαν την ευαισθησία του ρεύματος Isc στην αμιλορίδη σε 

τμήματα τοιχωματικού υπεζωκότα ποντικού και προσδιόρισαν την τιμή IC50 στα 133 

μΜ. Παρόμοια συγκέντρωση επιλέχθηκε και για τη διεξαγωγή των πειραμάτων της 

παρούσας μελέτης (10
-4

Μ), αφού η συγκέντρωση αυτή είναι αρκετά μικρή έτσι ώστε να 

αναστέλλεται μόνο ο ENaC και να μην προκύπτουν μη ειδικές δράσεις. Η ουσία 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) χρησιμοποιήθηκε για τη διάλυση της αμιλορίδης και για 

αυτό εξετάστηκε εάν μπορεί να επηρεάσει το ευαίσθητο στην αμιλορίδη ρεύμα.     
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1.4. Προετοιμασία κυτταρικών καλλιεργειών 

Πρωτογενείς καλλιέργειες από μεσοθηλιακά κύτταρα υπεζωκότα προβάτου 

ετοιμάστηκαν σύμφωνα με την εργασία της Stylianou και συν [173]. Σύντομα, τμήματα 

από ακέραιο σπλαχνικό υπεζωκότα προβάτου ετοιμάστηκαν αμέσως μετά το θάνατο 

του ζώου. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε υπό άσηπτες συνθήκες και κομμάτια 

περίπου 6 τ.εκ. τοποθετήθηκαν σε θρεπτικό διάλυμα Μ199, που περιείχε επιπρόσθετα 

10% βόειο εμβρυικό ορό, 100 U/ml πενικιλλίνη και 100 μg/ml στρεπτομυκίνη. Το 

δείγμα μεταφέρθηκε σε πάγο στο εργαστήριο, ξεπλύθηκε με PBS και υπεβλήθη σε 

ενζυματική αποδόμηση. Το δείγμα επωάστηκε για 20 λεπτά στους 37
°
C στο διάλυμα 

αποδόμησης που περιείχε 0,125% τρυψίνη, 0,01% EDTA and 0,1% γλυκόζη σε 

διάλυμα PBS. Μετά την επώαση ο υπεζωκότας απορρίφθηκε και το υπερκείμενο 

φυγοκεντρήθηκε σε 100 χιλ στροφές για πέντε λεπτά στους 4
°
C. Το υπερκείμενο που 

προέκυψε απορρίφθηκε και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 5 ml ίδιου 

θρεπτικού μέσου και τοποθετήθηκε σε φλάσκα 25 τ.εκ. Αλλαγή στο θρεπτικό μέσο 

γινόταν κάθε 3 ή 4 ημέρες. Καλλιέργειες οι οποίες επιμολύνθηκαν με ατρακτόμορφα 

κύτταρα, τα οποία πιθανόν αντιπροσώπευαν ινοβλάστες, δε χρησιμοποιήθηκαν στα 

πειράματα. Η ανάπτυξη συνέχειας των κυτταρικών καλλιεργειών θεωρήθηκε 

προϋπόθεση για την πειραματική τους χρήση. Τα κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν για την 

εκτέλεση ανοσοφθορισμού και ανοσοαποτύπωσης μετά το πρώτο ή δεύτερο σπάσιμο. 

 

1.5. Έμμεσος ανοσοφθορισμός για τη μελέτη της εντόπισης της οκκλουδίνης 

και κλαουδίνης  

Μεσοθηλιακά κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε γυάλινες καλυπτρίδες, οι οποίες 

είχαν προηγουμένως επικαλυφθεί με φιμπρονεκτίνη. Τα κύτταρα ανέπτυξαν συνοχή 
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μετά από περίπου επτά ημέρες. Μετά από δύο διαδοχικά πλυσίματα των καλυπτρίδων 

με PBS, τα κύτταρα επωάστηκαν με MMP2 ή MMP9, διαλυμένες σε θρεπτικό υλικό 

που δεν περιείχε ορό (ο ορός περιέχει αναστολείς και ουσίες που θα μπορούσαν να 

απενεργοποιήσουν τις MMPs), σε συγκέντρωση 10 μg/ml για 1 ώρα στους  37°C και εν 

συνεχεία μονιμοποιήθηκαν με διάλυμα φορμαλδεϋδης 3% για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Σαν control χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα που δεν επωάστηκαν με MMPs 

αλλά μόνο με θρεπτικό μέσο ελεύθερο ορού. Αφού ξεπλύθηκαν με PBS, τα κύτταρα 

κατέστησαν διαπερατά με επώαση με 1% Triton X-100 σε PBS για 15 λεπτά στους 4°C. 

Ακολούθησε ξέπλυμα των κυττάρων με PBS και εν συνεχεία τοποθέτησή τους σε 

διάλυμα μπλοκαρίσματος, το οποίο περιείχε 3% BSA και 0,1% Tween-20 σε PBS, για 

16 ώρες. Οι καλυπτρίδες επωάστηκαν με πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της 

οκκλουδίνης (αραίωση 1:50, Zymed Laboratory, San Fransisco, USA) και πολυκλωνικό 

αντίσωμα έναντι της κλαουδίνης-1 (αραίωση 1:50, Zymed Laboratory, San Fransisco, 

USA). Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 3 φορές με 1% BSA/0.1% Tween-20/PBS και 

επωάστηκαν με δευρερογενές αντίσωμα κουνελιού συζευγμένο με CY3 για την 

οκκλουδίνη (αραίωση 1:50) και συζευγμένο με FITC για την κλαουδίνη (αραίωση 1:50) 

για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος στις καλυπτρίδες τοποθετήθηκε 

Vectahield με DAPI. Τραβήχτηκαν φωτογραφίες με κάμερα Leica DFC48 (LAS 

software version V2.3.1R1), η οποία ήταν συνδεδεμένη με μικροσκόπιο Axioscope 40 

Zeiss.  

 

1.6. Ανοσοαποτύπωση για τη μελέτη της έκφρασης της οκκλουδίνης και 

κλαουδίνης  
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Μεσοθηλιακά κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πιάτα και από αυτά αποκτήθηκε 

κυτταρικό εκχύλισμα, όπως έχει περιγραφεί από τους Giebel και συν [174]. Σύντομα, 

τα μεσοθηλιακά κύτταρα ξεπλύθηκαν με κρύο διάλυμα PBS και ακολούθησε ξύσιμο 

των πιάτων με 200 μl διάλυμα λύσης (0.1% Triton X-100 σε 100Mm διάλυμα PO4). Το 

κυτταρικό εκχύλιμα επωάστηκε για 30 λεπτά σε πάγο και υπεβλήθη σε φυγοκέντρηση 

στις 100 χιλ στροφές για 30 λεπτά στους 4
°
C. Το ίζημα απορρίφθηκε και το 

υπερκείμενο διαχωρίστηκε σε τέσσερα ισομεγέθη τμήματα όγκου 20 μl έκαστο. Η 

συγκέντρωση πρωτεΐνης μετρήθηκε με τη μέθοδο Bradford και καθένα από τα 

παραπάνω τμήματα περιείχε 15 μg πρωτεϊνης. Δύο τμήματα χρησιμοποιήθηκαν σαν 

control και το ένα από αυτά επωάστηκε στους 37
°
C για μία ώρα. Στα υπόλοιπα τμήματα 

προστέθηκε MMP2 ή MMP9 σε συγκέντρωση 5 μg/ml και επωάστηκαν στους 37
°
C για 

μία ώρα. Στο τέλος της περιόδου επώασης προστέθηκε SDS σε όλα τα τμήματα και 

ακολούθησε ο βρασμός τους στους 95
°
C για 3 λεπτά. Τα δείγματα φορτώθηκαν σε γέλη 

πολυακρυλαμιδίου 10% για ηλεκτροφόρηη και εν συνεχεία έγινε μεταφορά των 

πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Η ποιότητα της μεταφοράς ελέγχθηκε με 

χρώση Ponceau. Ακολούθησε μπλοκάρισμα της μεμβράνης με 5% γάλα σε PBS-

Tween-20 για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και επώαση με τα πρωτογενή 

αντισώματα (πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της οκκλουδίνης και της κλαουδίνης σε 

αραίωση 1:250) για 16 ώρες στους 4
°
C.  Μετά από τρία πλυσίματα με PBS-Tween-20, 

η μεμβράνη επωάστηκε για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου με δευτερογενές 

αντίσωμα κουνελιού συζευγμένο με HRP σε αραίωση 1:3000. Οι ανοσοαντιδραστικές 

μπάντες ανιχνεύθηκαν με ενισχυμένο χημειοβιοφωτισμό (Roche).   
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2. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

 

Όλοι οι στατιστικοί υπολογισμοί έγιναν με τη χρήση προγράμματος Graph Pad 

Prism-5
η
 έκδοση. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± σταθερά απόκλιση 

(Σ.Α.). Τα ευρήματα αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας τις παρακάτω στατιστικές 

μεθόδους: paired t-test, unpaired t-test, ANOVA, όπου αυτά ήταν εφαρμόσιμα. 

Στατιστικά σημαντική διαφορά θεωρήθηκε εκείνη όπου η τιμή του  p ήταν μικρότερη 

του 0,05 (p<0,05), πολύ στατιστικά σημαντική διαφορά όταν η τιμή του p ήταν 

μικρότερη από 0,001 (p<0,001) και εξαιρετικά στατιστικά σημαντική διαφορά όταν η 

τιμή του p ήταν μικρότερη από 0,0001 (p<0,0001).  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΜΑΤΑ 

 

Η αντίσταση αναφοράς (Krebs-ιστός) του τοιχωματικού υπεζωκότα είναι 15 ± 3 

Ωcm
2 

ενώ του πνευμονικού 17 ± 4 Ωcm
2
. Στα πειράματα αναφοράς η αντίσταση του 

ιστού διατηρείται σταθερή στη διάρκεια 40 min του πειράματος (τα αποτελέσματα δε 

φαίνονται). 

 

3.1. Επίδραση της MMP2 στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM) του 

υπεζωκότα προβάτου 

 

3.1.1. Τοιχωματικός υπεζωκότας 

Η επώαση του τοιχωματικού υπεζωκότα προβάτου με τη μικρότερη 

συγκέντρωση της MMP2, δηλαδή 0,1 ng/ml, οδηγεί σε μείωση της διαμεσοθηλιακής 

αντίστασης (RTM) όταν η MMP2 προστεθεί στην πλαγιοβασική επιφάνεια του 

υπεζωκότα, όχι όμως και στην κορυφαία (Σχήμα 3). Η πτώση της RTM στην 

πλαγιοβασική επιφάνεια αρχίζει το 15
ο
 λεπτό και γίνεται μέγιστη στο 40

ο
 λεπτό (-17% 

±  10%, p<0,0001), οπότε και τερματίζεται το πείραμα (Σχήμα 3).   
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Σχήμα 3. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 0,1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2.  

 

 

Όταν ο τοιχωματικός υπεζωκότας επωαστεί με 1 ng/ml ΜΜP2, το αποτέλεσμα 

στη  διαμεσοθηλιακή αντίσταση είναι ανάλογο με εκείνο της μικρότερης συγκέντρωσης 

1 ng/ml (Σχήμα 4). Συγκεκριμένα, πάλι δεν παρατηρείται στατιστικά σημαντική 

μεταβολή της RTM στην κορυφαία επιφάνεια του υπεζωκότα ενώ στην πλαγιοβασική 

επιφάνεια η RTM αρχίζει  να ελαττώνεται από το 25
ο
 λεπτό (-17 ± 12%, p<0,01) και στο 

40
ο
 λεπτό η μεταβολή είναι -24 ± 15% (p<0,01).    
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Σχήμα 4. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. **p<0,001 σε σύγκριση με την τιμή αναφοράς, που 

είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2.  

 

 

Σε αντίθεση με τις δύο μικρότερες συγκεντρώσεις, η επώαση του υπεζωκότα με 

10 ng/ml ΜΜP2 οδηγεί σε πτώση της RTM τόσο στην κορυφαία όσο και στην 

πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 5). Η πτώση αυτή ξεκινάει από το 15
ο
 λεπτό και 

συνεχίζεται προοδευτικά μέχρι το 40
ο
 λεπτό, οπότε και είναι -33 ± 13% (p<0,0001) για 

την κορυφαία και -25 ± 14% (p<0,0001) για την  πλαγιοβασική επιφάνεια. Μάλιστα η 

πτώση της RTM φαίνεται να είναι μεγαλύτερη στην κορυφαία επιφάνεια από ότι στην 

πλαγιοβασική σε όλες τις χρονικές στιγμές που εξετάσαμε.  
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Σχήμα 5. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 10 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2.  

 

 

Η προσθήκη 20 ng/ml MMP2 στον τοιχωματικό υπεζωκότα οδηγεί σε μεγάλη 

πτώση της RTM (Σχήμα 6). Πιο συγκεκριμένα, η πτώση της αντίστασης στην κορυφαία 

επιφάνεια ξεκινάει από το 10
ο
 λεπτό (-25%, p<0,0001) και στο 40

ο
 λεπτό είναι -54 ± 

12% (p<0,0001). Στην πλαγιοβασική επιφάνεια η ελάττωση στη RTM αρχίζει στο 5
ο
 

λεπτό και στο 40
ο
 λεπτό η μεταβολή της RTM είναι -30 ± 15% (p<0,0001).     
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Σχήμα 6. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 20 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2.  

 

 

3.1.2. Πνευμονικός υπεζωκότας 

 Σε αντίθεση με το τοιχωματικό πέταλο, η προσθήκη 0,1 ng/ml ΜΜP2 στο 

πνευμονικό πέταλο του υπεζωκότα οδηγεί σε ελάττωση της RTM και στις δύο επιφάνειές 

του, δηλαδή κορυφαία και πλαγιοβασική (Σχήμα 7). Συγκεκριμένα, στην κορυφαία 

επιφάνεια η πτώση στην αντίσταση ξεκινάει 5 λεπτά μετά την προσθήκη του ενζύμου, 

μειώνεται προοδευτικά και στο 40
ο
 λεπτό είναι -22 ± 14% (p<0,0001). Στη δε 

πλαγιοβασική επιφάνεια, η πτώση στη RTM αρχίζει με κάποια καθυστέρηση στο 25
ο
 

λεπτό και είναι -20% (p<0,05) και στο 40
ο
 λεπτό η ελάττωση είναι παρόμοια (-21 ± 

13%, p<0,01).      
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Σχήμα 7. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 0,1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, βασικοπλάγια επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2. 

 

 

 Όταν προσθέτουμε 1 ng/ml MMP2 στο πνευμονικό πέταλο του υπεζωκότα, το 

αποτέλεσμα είναι παρόμοιο με εκείνο της μικρότερης συγκέντρωσης 0,1 ng/ml (Σχήμα 

8). Στην πλαγιοβασική επιφάνεια η πτώση της αντίστασης αρχίζει με καθυστέρηση 25 

λεπτών και είναι -22 ± 15% (p<0,0001) στο 40
ο
 λεπτό, στη δε κορυφαία επιφάνεια η 

πτώση της RTM αρχίζει από το 10
ο
 λεπτό και καταλήγει να είναι -21 ± 19% στο 40 

λεπτό (p<0,001).    
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Σχήμα 8. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2. 

 

 

H προσθήκη 10 ng/ml ΜΜP2 στον πνευμονικό υπεζωκότα οδηγεί σε πτώση της 

RTM που ξεκινάει από το 5
ο
 λεπτό για την κορυφαία και από το 10

ο
 λεπτό για την 

πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 9). Στο 40
ο
 λεπτό η ελάττωση της RTM είναι παρόμοια 

στις δύο επιφάνειες: -32 ± 19% για την κορυφαία και -35 ± 13% για την πλαγιοβασική 

επιφάνεια (p<0,0001 και στις δύο επιφάνειες).  
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Σχήμα 9. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 10 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001  σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2. 

 

 

Tέλος, όταν προστεθούν 20 ng/ml MMP2 στον πνευμονικό υπεζωκότα το 

αποτέλεσμα στην αντίσταση μοιάζει με εκείνο της μικρότερης συγκέντρωσης 10 ng/ml 

(Σχήμα 10). H πτώση στη RTM είναι -38 ± 14% στην κορυφαία και -34 ± 4% στην 

πλαγιοβασική επιφάνεια στο 40
ο
 λεπτό. 
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Σχήμα 10. Επίδραση ΜΜP2 συγκέντρωσης 20 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001***, p<0,0001  σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP2. 

 

 

3.1.3. Καμπύλη δόσης-απάντησης για την MMP2  

Προκειμένου να εξεταστεί εάν η χρησιμοποιούμενη συγκέντρωση της MMP2 

επηρεάζει το μέγεθος της απάντησης, δηλαδή το ποσοστό πτώσης της RTM, 

κατασκευάστηκε η καμπύλη δόσης-απάντησης (Σχήμα 11). Από την καμπύλη αυτή 

συμπεραίνεται ότι στον τοιχωματικό υπεζωκότα η μέγιστη επίδραση στη διαπερατότητα 

εμφανίζεται με τη χρήση της υψηλότερης συγκέντρωσης 20 ng/ml (-54% στην 

κορυφαία επιφάνεια και -30% στην πλαγιοβασική επιφάνεια). Στον πνευμονικό 

υπεζωκότα η μέγιστη πτώση στην RTM εντοπίζεται στα 20 ng/ml για την κορυφαία 

επιφάνεια (-38%) και στα 10 ng/ml για την πλαγιοβασική επιφάνεια (-35%). Η MMP2 

στην κορυφαία επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα δεν δρα στις συγκεντρώσεις 0,1 
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και 1 ng/ml ενώ στις συγκεντρώσεις 10 και 20 ng/ml εμφανίζεται μεγαλύτερη πτώση 

της RTM στην κορυφαία απ’ ότι στην πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 11Α). Στο 

σπλαχνικό υπεζωκότα η MMP2 φαίνεται να έχει το ίδιο αποτέλεσμα στη μεταβολή της 

RTM τόσο στην κορυφαία όσο και πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 11Β).        

 

 

Σχήμα 11. Καμπύλη δόσης-απάντησης για την MMP2, όπου φαίνεται το ποσοστό 

μεταβολής της RTM στις τέσσερις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν (0,1, 1, 10 και 

20ng/ml). Οι τιμές γύρω από τα σημεία δείχνουν το ποσοστό μεταβολής της RTM στο 40
ο
 

λεπτό του πειράματος. Α, τοιχωματικός υπεζωκότας, Β, πνευμονικός υπεζωκότας.      

 

 

3.2. Επίδραση της MMP9 στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM) του 

υπεζωκότα προβάτου 

 

3.2.1. Τοιχωματικός υπεζωκότας 

Όταν ο τοιχωματικός υπεζωκότας επωάζεται με 0,1 ng/ml MMP9, παρατηρείται 

μείωση στη RTM και στην κορυφαία και στην πλαγιοβασική επιφάνεια, η οποία ξεκινάει 

από το 10
ο
 λεπτό μετά την προσθήκη της MMP9, αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου 
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και στο 40 λεπτό είναι -27 ± 15% (p<0,0001) στην κορυφαία επιφάνεια και -40% ± 

17% στην πλαγιοβασική επιφάνεια (p<0,0001, Σχήμα 12).   

 

 

Σχήμα 12. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 0,1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 

 

 

Η προσθήκη 1 ng/ml ΜΜP9 στο τοιχωματικό πέταλο του υπεζωκότα οδηγεί σε 

πτώση της RTM που είναι μεγαλύτερη για την πλαγιοβασική απ’ ότι για την κορυφαία 

επιφάνεια (Σχήμα 13), όπως ομοίως συμβαίνει με τη χαμηλότερη συγκέντρωση 0,1 

ng/ml. Συγκεκριμένα, η πτώση της RTM είναι -21% ± 8% (p<0,0001) στην κορυφαία και 

-28% ± 10% (p<0,0001) στην πλαγιοβασική επιφάνεια στο 40
ο
 λεπτό του πειράματος.  
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Σχήμα 13. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 

 

 

Για τη συγκέντρωση 10 ng/ml η μείωση στη RTM είναι -23 ± 10% στην 

κορυφαία επιφάνεια και -20 ± 8% στην πλαγιοβασική επιφάνεια στο 40
ο
 λεπτό του 

πειράματος (Σχήμα 14). Για τη συγκέντρωση 20 ng/ml η ελάττωση στη RTM είναι -14 ± 

11% στην κορυφαία και -16 ± 11% στην πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 15). Οι τιμές 

αυτές αναφέρονται στο 40
ο
 λεπτό του πειράματος.   
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Σχήμα 14. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 10 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 

 

 

Σχήμα 15. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 20 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 
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3.2.2. Πνευμονικός υπεζωκότας 

Όταν η MMP9 προστεθεί στον πνευμονικό υπεζωκότα σε συγκέντρωση 0,1 

ng/ml, τότε παρατηρείται ελάττωση στη RTM, η οποία ξεκινάει από το 10
ο
 λεπτό για την 

κορυφαία και 15
ο
 λεπτό για την πλαγιοβασική επιφάνεια και είναι -15 ± 9% και -18 ± 

15% αντίστοιχα (Σχήμα 16). Στο 40
ο
 λεπτό, όταν τερματίζεται το πείραμα, η πτώση 

στην αντίσταση είναι -39 ± 7% για την κορυφαία και -34 ± 15% για την πλαγιοβασική 

επιφάνεια. Η πτώση στην κορυφαία επιφάνεια είναι μεγαλύτερη από την αντίστοιχη 

στην πλαγιοβασική σε όλη τη διάρκεια του πειράματος. 

 

 

 

Σχήμα 16. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 0,1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 
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 Η επώαση του πνευμονικού υπεζωκότα με 1 ng/ml MMP9 οδηγεί σε εξαιρετικά 

στατιστικά σημαντική πτώση της RTM  που ξεκινάει από το 10
ο
 λεπτό στην κορυφαία 

επιφάνεια (-24 ± 15%) και το 15
ο
 λεπτό στην πλαγιοβασική επιφάνεια (-27 ± 20%, 

Σχήμα 17). Σε όλη της διάρκεια της πειραματικής περιόδου η μεταβολή στη RTM είναι 

παρόμοια μεταξύ της κορυφαίας και πλαγιοβασικής επιφάνειας και στο 40
ο
 λεπτό η 

μεταβολή αυτή είναι -39 ± 19% για την κορυφαία και -37 ± 16% για την πλαγιοβασική 

επιφάνεια.   

 

 

 

Σχήμα 17. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 ***p<0,0001 σε σύγκριση με την τιμή αναφοράς, που 

είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 
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Σε συγκέντρωση 10 ng/ml ΜΜP9, η πτώση της RTM αρχίζει στο 25
ο
 λεπτό για 

την κορυφαία επιφάνεια και στο 15
ο
 λεπτό για την πλαγιοβασική επιφάνεια του 

υπεζωκότα. Στο 40
ο
 λεπτό η ελάττωση της RTM είναι -14 ± 9% και -22 ± 8% στην 

κορυφαία και πλαγιοβασική επιφάνεια αντίστοιχα (p<0,05, Σχήμα 18).  

 

 

 

Σχήμα 18. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 10 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 *p<0,05 σε σύγκριση με την τιμή αναφοράς, που είναι 

η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 

 

 

Τέλος, η επώαση του πνευμονικού υπεζωκότα με 20 ng/ml ΜΜP9 οδηγεί σε 

ελάττωση της RTM, που ξεκινάει από το 10
ο
 λεπτό, αυξάνεται προοδευτικά και στο 40

ο
 

λεπτό είναι -17 ± 13% για την κορυφαία επιφάνεια (p<0,0001) και -28 ± 17% για την 

πλαγιοβασική επιφάνεια (p<0,0001, Σχήμα 19).  
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Σχήμα 19. Επίδραση ΜΜP9 συγκέντρωσης 20 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία και 

πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία επιφάνεια 

n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη MMP9. 

 

 

3.2.3. Καμπύλη δόσης-απάντησης για την MMP9  

H καμπύλη δόσης-απάντησης για την MMP9 φανερώνει ότι στον τοιχωματικό 

υπεζωκότα η μέγιστη επίδραση της MMP9 στη RTM προκύπτει στη χαμηλή 

συγκέντρωση 0,1 ng/ml και είναι -40% για την πλαγιοβασική και -27% για την 

κορυφαία επιφάνεια (Σχήμα 20Α). Στο δε πνευμονικό υπεζωκότα, η μέγιστη ελάττωση 

στη RTM εμφανίζεται σε συγκέντρωση 1 ng/ml τόσο για την κορυφαία όσο και για την 

πλαγιοβασική επιφάνεια (Σχήμα 20Β) και είναι -39 και -37% αντίστοιχα. Στον 

τοιχωματικό υπεζωκότα η πτώση της RTM είναι μεγαλύτερη στην πλαγιοβασική απ’ ότι 

στην κορυφαία επιφάνεια για τις συγκεντρώσεις 0,1, 1 και 20 ng/ml. Το αντίθετο 

συμβαίνει για τη συγκέντρωση 10 ng/ml. 
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Σχήμα 20. Καμπύλη δόσης-απάντησης για την MMP9, όπου φαίνεται το ποσοστό 

μεταβολής της RTM στις τέσσερις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν (0,1, 1, 10 και 

20ng/ml). Οι τιμές γύρω από τα σημεία δείχνουν το ποσοστό μεταβολής της RTM στο 40
ο
  

λεπτό του πειράματος. Α, τοιχωματικός υπεζωκότας, Β, πνευμονικός υπεζωκότας  

 

 

 

3.3. Επίδραση της MMP1 στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM) του 

υπεζωκότα προβάτου  

     Επειδή η ουσία APMA  χρησιμοποιήθηκε για την ενεργοποίηση της MMP1 

χωρίς να ακολουθήσει απομάκρυνσή της από αυτήν, απαραίτητη προϋπόθεση για 

την κατανόηση της επίδρασης της MMP1 στη RTM του υπεζωκότα ήταν η μελέτη 

της επίδρασης της ουσίας APMA στη RTM του υπεζωκότα. 
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Πραγματοποιήθηκαν πειράματα στον τοιχωματικό και πνευμονικό υπεζωκότα 

και στην κορυφαία και πλαγιοβασική επιφάνεια. Όπως φαίνεται και στο σχήμα 21, η 

ουσία APMA οδηγεί σε πτώση της RTM που είναι στατιστικά σημαντική. Μάλιστα στην 

πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα η ελάττωση της RTM είναι -35 ± 

20% (Σχήμα 21Α) στο 40
ο
 λεπτό ενώ στο πνευμονικό πέταλο η αντίστοιχη μείωση είναι 

ίδιου μεγέθους, δηλαδή -35 ± 15% (Σχήμα 21Β).   

 

 

Σχήμα 21. Επίδραση της ουσίας APMA, προστιθέμενης στην κορυφαία και πλαγιοβασική 

επιφάνεια του τοιχωματικού (Α) και πνευμονικού (Β) υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή 

αντίσταση (RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία 

επιφάνεια n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 σε 

σύγκριση με την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη ΑPMΑ 

 

 

3.3.1. Τοιχωματικός υπεζωκότας 

Η προσθήκη 0,1 ng/ml MMP1 στην κορυφαία επιφάνεια του υπεζωκότα οδηγεί 

σε πτώση της RTM, η οποία ξεκινάει από το 10
ο
 λεπτό, αυξάνεται βαθμιαία και το 40

ο
 

λεπτό είναι -21 ± 11% (p<0,0001, Σχήμα 22Α). Στην πλαγιοβασική επιφάνεια η 

ελάττωση της RTM ξεκινάει από το 25
ο
 λεπτό και είναι -30 ± 19% (p<0,0001, Σχήμα 

22Β).   
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Σχήμα 22. Επίδραση της MMP1 0,1 ng/ml, προστιθέμενης στην κορυφαία (A) και 

πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή 

αντίσταση (RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία 

επιφάνεια n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη ΜΜP1. Στα 

διαγράμματα φαίνεται συγκριτικά με κόκκινη γραμμή η επίδραση του APMA, που 

χρησιμοποιήθηκε για την ενεργοποίηση της MMP1.    

 

 

H σύγκριση μεταξύ της επίδρασης της MMP1 και του APMA στη RTM του 

υπεζωκότα με τη χρήση του στατιστικού τεστ two-way ANOVA και Bonferonni post-

test, έδειξε ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ τους, τόσο στην 

κορυφαία όσο και στην πλαγιοβασική επιφάνεια (p> 0,05 σε όλες τις χρονικές στιγμές).  

Η προσθήκη 20 ng/ml MMP1 στο τοιχωματικό πέταλο του υπεζωκότα (Σχήμα 

23) δε διέφερε ως προς την πτώση της RTM σε σχέση με τη μικρότερη συγκέντρωση 0,1 

ng/ml. Kαι πάλι η σύγκριση μεταξύ της επίδρασης της MMP1 και του APMA στη RTM 

του υπεζωκότα με τη χρήση του στατιστικού τεστ two-way ANOVA και Bonferonni 

post-test, έδειξε ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ τους, τόσο στην 

κορυφαία όσο και στην πλαγιοβασική επιφάνεια (p> 0,05 σε όλες τις χρονικές στιγμές).  
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Σχήμα 23. Επίδραση της MMP1 20 ng/ml,προστιθέμενης στην κορυφαία (A) και 

πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του τοιχωματικού υπεζωκότα, στη διαμεσοθηλιακή 

αντίσταση (RTM) του υπεζωκότα προβάτου. Οι τιμές είναι μέσοι όροι ± Σ.Α. κορυφαία 

επιφάνεια n=6, πλαγιοβασική επιφάνεια n=6 **p<0,001, ***p<0,0001 σε σύγκριση με 

την τιμή αναφοράς, που είναι η τιμή αντίστασης πριν την προσθήκη ΜΜP1. Στα 

διαγράμματα φαίνεται συγκριτικά με κόκκινη γραμμή η επίδραση του APMA, που 

χρησιμοποιήθηκε για την ενεργοποίηση της MMP1.    

 

 

3.3.2. Πνευμονικός υπεζωκότας 

Στον πνευμονικό υπεζωκότα το αποτέλεσμα της επίδρασης της MMP1 

συγκέντρωσης 0,1 και 20 ng/ml στην κορυφαία και πλαγιοβασική επιφάνεια ήταν 

παρόμοιο με εκείνο για τον τοιχωματικό υπεζωκότα (αποτελέσματα δε φαίνονται). Και 

πάλι η σύγκριση μεταξύ της επίδρασης της MMP1 και του APMA στη RTM του 

υπεζωκότα με τη χρήση του στατιστικού τεστ two-way ANOVA και Bonferonni post-

test, έδειξε ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ τους, τόσο στην 

κορυφαία όσο και στην πλαγιοβασική επιφάνεια (p> 0,05 σε όλες τις χρονικές στιγμές). 
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3.4. Αναστολή της δράσης των MMP2 και MM9 στη διαπερατότητα από τον 

αναστολέα TIMP-2 

 

3.4.1. MMP2 

H προσθήκη του αναστολέα των μεταλλοπρωτεϊνασών ΤΙΜP-2 σε 

συγκέντρωση 200 ng/ml ταυτόχρονα με τη MMP2 στον τοιχωματικό και πνευμονικό 

υπεζωκότα τείνει να αναστείλλει μερικώς τη δράση της MMP2, δηλαδή να μπλοκάρει 

την πτώση της αντίστασης που προκαλεί η MMP2. Η δράση αυτή ισχύει τόσο για την 

κορυφαία όσο και για την πλαγιοβασική επιφάνεια του υπεζωκότα (σχήμα 24 και 25). 

Η συγκέντρωση της MMP2 που χρησιμοποιήθηκε για τη διεξαγωγή των πειραμάτων 

είναι αυτή που προκαλεί τη μέγιστη πτώση στην αντίσταση, δηλαδή 20 ng/ml.  

 

Σχήμα 24. Αναστολή της πτώσης της RTM που προκαλεί η ΜΜP2 από τον αναστολέα 

TIMP2 στην κορυφαία (A) και πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του τοιχωματικού υπεζωκότα. 

Οι τιμές είναι μέσοι όροι. n=6 για την MMP2, n=2 για το TIMP2, n=3 για το συνδυασμό 

MMP2 και TIMP2. Συγκέντρωση ΜΜP2=20 ng/ml, συγκέντρωση ΤΙΜP2=200 ng/ml. 
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Η προσθήκη μόνο του αναστολέα των μεταλλοπρωτεϊνασών TIMP-2 στον 

υπεζωκότα προβάτου προκαλεί πτώση της αντίστασης που είναι ιδιαιτέρως υψηλή στη 

βασικοπλάγια επιφάνεια του σπλαχνικού υπεζωκότα (ΔRTM=-66%). Εντούτοις τα 

πειράματα που έγιναν με την προσθήκη του TIMP-2 ήταν ενδεικτικά (n=2). 

 

 

Σχήμα 25. Αναστολή της πτώσης της RTM που προκαλεί η ΜΜP2 από τον αναστολέα 

TIMP2 στην κορυφαία (A) και πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του πνευμονικού υπεζωκότα. 

Οι τιμές είναι μέσοι όροι. n=6 για την MMP2, n=2 για το TIMP2, n=2 για το συνδυασμό 

MMP2 και TIMP2. Συγκέντρωση ΜΜP2=20 ng/ml, συγκέντρωση ΤΙΜP2=200 ng/ml. 

 

         

3.4.2. MMP9 

Παρόμοια με την MMP2, η προσθήκη του αναστολέα των μεταλλοπρωτεϊνασών 

ΤΙΜP2 σε συγκέντρωση 200 ng/ml ταυτόχρονα με τη MMP9 στον τοιχωματικό και 

πνευμονικό υπεζωκότα τείνει να αναστείλλει μερικώς τη δράση της MMP9, δηλαδή να 

μπλοκάρει την πτώση της αντίστασης που προκαλεί η MMP9. Η δράση αυτή ισχύει 

τόσο για την κορυφαία όσο και για την πλαγιοβασική επιφάνεια του υπεζωκότα (σχήμα 

26 και 27). Η συγκέντρωση της MMP9 που χρησιμοποιήθηκε για τη διεξαγωγή των 
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πειραμάτων είναι αυτή που προκαλεί τη μέγιστη πτώση στην αντίσταση, δηλαδή 0,1 

ng/ml.  

Σχήμα 26. Αναστολή της πτώσης της RTM που προκαλεί η MMP9 από τον αναστολέα 

TIMP2 στην κορυφαία (A) και πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του τοιχωματικού υπεζωκότα. 

Οι τιμές είναι μέσοι όροι. n=6 για την MMP9, n=2 για το TIMP2, n=2 για το συνδυασμό 

MMP9 και TIMP2. Συγκέντρωση ΜΜP9=0,1 ng/ml, συγκέντρωση ΤΙΜP2=200 ng/ml. 

 

 

 

Σχήμα 27. Αναστολή της πτώσης της RTM που προκαλεί η MMP9 από τον αναστολέα 

TIMP2 στην κορυφαία (A) και πλαγιοβασική επιφάνεια (Β) του πνευμονικού υπεζωκότα. 

Οι τιμές είναι μέσοι όροι. n=6 για την MMP9, n=2 για το TIMP2, n=2 για το συνδυασμό 

MMP9 και TIMP2. Συγκέντρωση ΜΜP9=0,1 ng/ml, συγκέντρωση ΤΙΜP2=200 ng/ml. 
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3.5. Έμμεσος ανοσοφθορισμός: καμία μεταβολή στην κυτταρική εντόπιση των 

πρωτεϊνών οκκλουδίνη και κλαουδίνη των μεσοθηλιακών κυττάρων από τις 

MMPs  

  Στη συνέχεια μελετήθηκε εάν η ελάττωση στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

(RTM), όπως προέκυψε με τα πειράματα με την τεχνική Ussing, συνοδεύεται από 

απώλεια των πρωτεϊνών των αποφρακτικών συνδέσεων στον έμμεσο ανοσοφθορισμό. 

Τα μεσοθηλιακά κύτταρα στα πειράματα control εμφανίζουν σαφή χρώση της 

οκκλουδίνης (εικόνα 7) και της κλαουδίνης-1 (εικόνα 8) στην περιφέρεια του κυττάρου. 

Η χρώση είναι συνεχής και συμπίπτει με την πορεία της κυτταροπλασματικής 

μεμβράνης. Επειδή τα κύτταρα είναι συνεκτικά, χωρίς δηλαδή την ύπαρξη ασυνεχειών 

μεταξύ τους, και επειδή η οκκλουδίνη και η κλαουδίνη είναι πρωτεΐνες που 

εντοπίζονται στην κυτταρική μεμβράνη, μία συνεχής γραμμή ομοιάζουσα με 

«μελικηρύθρα» είναι εμφανής σε ορισμένες περιοχές. Εκτός από την οκκλουδίνη και 

κλαουδίνη, και ο πυρήνας χρωματίζεται μη ειδικά. Η επώαση των μεσοθηλιακών 

κυττάρων με τις MMP2 και MMP9 δεν αλλάζει ούτε την εντόπιση ούτε την ένταση της 

χρώσης των πρωτεϊνών οκκλουδίνη και κλαουδίνη (εικόνα 7 και 8, αντίστοιχα).     
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Εικόνα 7. Χρώση ανοσοφθορισμού των μεσοθηλιακών κυττάρων με αντίσωμα έναντι της 

οκκλουδίνης. Τόσο τα κύτταρα control όσο και τα κύτταρα που επωάστηκαν με MMP2 ή 

MMP9 παρουσίασαν ένα συνεχές πρότυπο χρώσης της κυτταρική μεμβράνης. Οι 

κυτταρικοί πυρήνες βάφτηκαν με χρώση DAPI. 
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Εικόνα 8. Χρώση ανοσοφθορισμού των μεσοθηλιακών κυττάρων με αντίσωμα έναντι της 

κλαουδίνης-1. Τόσο τα κύτταρα control όσο και τα κύτταρα που επωάστηκαν με MMP2 ή 

MMP9 παρουσίασαν ένα συνεχές πρότυπο χρώσης της κυτταρική μεμβράνης. Οι 

κυτταρικοί πυρήνες   βάφτηκαν με χρώση DAPI.  

 

 

3.6. Ανοσοαποτύπωση: καμία μεταβολή στην έκφραση των πρωτεϊνών 

οκκλουδίνη και κλαουδίνη των μεσοθηλιακών κυττάρων από τις MMPs  
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Τα πειράματα ανοσοαποτύπωσης με κυτταρικό εκχύλισμα μεσοθηλιακών 

κυττάρων δεν έδειξαν μεταβολή στις ζώνες που αντιστοιχούν στην οκκλουδίνη και 

κλαουδίνη-1 μετά από επώση με τις MMP2 και MMP9 (εικόνα 9). Συγκεκριμένα η 

οκκλουδίνη μεταναστεύει σχηματίζοντας δύο κύριες ζώνες, η μία εκ των οποίων έχει 

ΜΒ 60 KDa και η άλλη μεταξύ 60 και 65 KDa. Μια τρίτη επιπρόσθετη ζώνη 

σχηματίζεται στα 85 KDa (εικόνα 9α). Η κλαουδίνη ανιχνεύεται σαν μία μπάντα με ΜΒ 

28 KDa (εικόνα 9β). Δεν παρατηρείται ούτε απώλεια της έντασης των ζωνών που 

αντιστοιχούν στην οκκλουδίνη και κλαουδίνη μετά από επώαση με τις MMPs ούτε 

εμφάνιση πρωτεολυτικών θραυσμάτων. Αυτά τα ευρήματα φανερώνουν ότι οι MMP2 

και MMP9 δε διασπούν τις αποφρακτικές συνδέσεις των μεσοθηλιακών κυττάρων. 

 

Εικόνα 9. Ανοσοαποτύπωση των πρωτεϊνών των TJs μετά από επώασή τους με τις 

MMPs. Η οκκλουδίνη μεταναστεύει σε 3 ζώνες με ΜΒ 60, 85 και >60 KDa (α) και η 

κλαουδίνη εμφανίζεται σαν μία μπάντα 28 KDa (β). ζώνη 1=control, χωρίς επώαση, 

ζώνη 2=control, επώαση για 1 ώρα στους 37
°
C, ζώνη 3=επώαση με MMP2 για 1 ώρα 

στους 37
°
C, ζώνη 4=επώαση με MMP9 για 1 ώρα στους 37

°
C. Ίσες ποσότητες πρωτεΐνης 

φορτώθηκαν σε κάθε ζώνη (15μg/ζώνη, όπως αποδεικνύεται και από την ίση ποσότητα 

της ακτίνης που φορτώθηκε σε όλες τις ζώνες (γ). Καμία μεταβολή στις πρωτεΐνες των 

TJs οκκλουδίνη και κλαουδίνη δεν παρατηρήθηκε μετά την επώαση με MMPs. 
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3.7. Μεταβολή του ρεύματος ευαίσθητου στην αμιλορίδη από τις MMP2 και 

MMP9  

Προκειμένου να μελετηθεί εάν οι MMPs επηρεάζουν τη διακυττάρια 

διαπερατότητα και την ενεργό μεταφορά νατρίου από τον ENaC στα μεσοθηλιακά 

κύτταρα, εφαρμόστηκαν πειράματα με την τεχνική Ussing σε συνθήκες κλειστού 

κυκλώματος. Στα control πειράματα (στα οποία προστέθηκε PBS) που εκτελέστηκαν 

στον τοιχωματικό υπεζωκότα, η αμιλορίδη ελαττώνει αμέσως το ρεύμα κλειστού 

κυκλώματος (Isc) κατά 53% (p<0,05) και η αντίσταση RTM αυξάνεται κατά 10% 

(p<0,001). Το εύρημα αυτό επιβεβαιώνει ότι οι επιθηλιακοί δίαυλοι νατρίου ENaC 

είναι υπεύθυνοι για την παραγωγή του Isc. Αυτό υποδηλώνει ότι στο μεσοθήλιο του 

τοιχωματικού υπεζωκότα το Isc δημιουργείται κατά κύριο λόγο από τη δραστηριότητα 

του ΕNaC. Αντίθετα, στην κορυφαία επιφάνεια του σπλαχνικού υπεζωκότα η αμιλορίδη 

δεν ασκεί στατιστικά σημαντική μεταβολή ούτε στο Isc ούτε στη RTM (τα δεδομένα δεν 

απεικονίζονται) και αυτός είναι ο λόγος για τον οποίον δεν εφαρμόστηκαν πειράματα 

με τις MMPs στο σπλαχνικό πέταλο του υπεζωκότα. Η ουσία DMSO χρησιμοποιήθηκε 

για τη διάλυση της αμιλορίδης. Η ουσία αυτή δεν μεταβάλει με στατιστικά σημαντικό 

τρόπο το Isc και τη RTM (μείωση του Isc κατά 5,5 μA/cm
2
, p>0,05 και αύξηση του RTM  

κατά 12%, p>0,05).  

Στα control πειράματα το ευαίσθητο στην αμιλορίδη ρεύμα είναι 7,6 ± 4,9 

μΑ/cm
2
. Όταν 0,1 ng/ml MMP2 προστίθενται στον υπεζωκότα, το ευαίσθητο στην 

αμιλορίδη ρεύμα αυξάνεται από 7,6 ± 4,9 μΑ/cm
2
 σε 11,17 ± 7,2 μΑ/cm

2 
χωρίς η 

μεταβολή αυτή να εμφανίζει στατιστική σημαντικότητα (εικόνα 10). Αντίθετα, η 

προσθήκη 20 ng/ml MMP2 στον υπεζωκότα, οδηγεί σε σημαντική ελάττωση του 
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ευαίσθητου στην αμιλορίδη ρεύματος από 7,6 σε 2,8 ± 1,7 μΑ/cm
2
 (σχήμα 28, 

p=0,028). 

Σχήμα 28. Επίδραση της MMP2 στην κορυφαία επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα. 

Τα δεδομένα αντιπροσωπεύουν μέσους όρους ± Τ.Α. (τυπική απόκλιση). n=9 για control, 

n=6 για 0,1 και 20  ng/ml. ns: στατιστικά μη σημαντικό συγκριτικά με την τιμή control, * 

p< 0,05 συγκριτικά με την τιμή control. Η MMP2 σε συγκέντρωση 20 ng/ml ελαττώνει το 

ρεύμα ευαίσθητο στην αμιλορίδη.     

 

 

Όταν 0,1 ng/ml MMP9 προστίθενται στην κορυφαία επιφάνεια του 

τοιχωματικού υπεζωκότα, προκύπτει αύξηση του ρεύματος ευαίσθητου στην αμιλορίδη 

για τη χαμηλή συγκέντρωση των 0,1 ng/ml (από 7,6 σε 10 ± 5,2 μΑ/cm
2
), που όμως δεν 

είναι στατιστικά σημαντική. Αντίθετα, σημαντική μείωση του ευαίσθητου ρεύματος 

στην αμιλορίδη προκύπτει για την υψηλή συγκέντρωση των 20 ng/ml (από 7,6 σε 3 ± 

1,7 μΑ/cm
2
, p=0,048). Οι μεταβολές αυτές απεικονίζονται στο σχήμα 29.  
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Σχήμα 29. Επίδραση της MMP9 στην κορυφαία επιφάνεια του τοιχωματικού υπεζωκότα. 

Τα δεδομένα αντιπροσωπεύουν μέσους όρους ± Τ.Α. (τυπική απόκλιση). n=9 για control, 

n=6 για 0,1 και 20 ng/ml. ns: στατιστικά μη σημαντικό συγκριτικά με την τιμή control, * 

p< 0,05 συγκριτικά με την τιμή control. Η MMP9 σε συγκέντρωση 20 ng/ml ελαττώνει το 

ρεύμα ευαίσθητο στην αμιλορίδη.     
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Στην παρούσα μελέτη οι MMP2 και MMP9 ελαττώνουν τη διαμεσοθηλιακή 

αντίσταση (RTM) του τοιχωματικού και πνευμονικού πετάλου του υπεζωκότα σε in vitro  

πειράματα. Η ελάττωση αυτή συνηγορεί υπέρ της αύξησης της διαπερατότητας του 

υπεζωκότα από τις ΜΜPs. Δύο κύρια μονοπάτια, μέσω των οποίων είναι δυνατόν να 

αυξηθεί η διαπερατότητα μελετήθηκαν: το παρακυττάριο μονοπάτι, το οποίο 

αποτελείται από τις πρωτεΐνες των αποφρακτικών συνδέσεων (ΤJs), και το διακυττάριο 

μονοπάτι, το οποίο περιλαμβάνει την απορρόφηση νατρίου από το δίαυλο ENaC. Μετά 

από επώαση των πρωτογενών μεσοθηλιακών κυττάρων με τις MMP2 και MMP9, η 

εντόπιση των πρωτεϊνών των αποφρακτικών συνδέσεων στα μεσοθηλιακά κύτταρα δε 

διαταράσσεται και η έκφραση των πρωτεϊνών οκκλουδίνη και κλαουδίνη παραμένει 

ανέπαφη. Οι ΜΜPs μειώνουν τη δραστηριότητα του ENaC, όταν χρησιμοποιηθούν σε 

υψηλές συγκεντρώσεις, όπως φάνηκε από τη μείωση του ρεύματος που είναι ευαίσθητο 

στην αμιλορίδη. 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες οι MMPs ανευρίσκονται μόνο σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Η ισορροπία των MMPs στην 

υπεζωκοτική κοιλότητα εξυπηρετεί πιθανόν την αποδόμηση και ανανέωση της 

εξωκυττάριας ουσίας που βρίσκεται υπό τα μεσοθηλιακά κύτταρα και η οποία 

φυσιολογικά συμβαίνει με χαμηλούς ρυθμούς. Σε καλλιέργειες ενδοθηλιακών 

κυττάρων αορτής και επιθηλιακών πνευμονικών κυττάρων, έχει δειχθεί ότι η έκκριση 

των MMPs συμβαίνει κυρίως στην πλαγιοβασική επιφάνεια, εκεί δηλαδή όπου 

εντοπίζεται η εξωκυττάρια ουσία, το κύριο υπόστρωμα των μεταλλοπρωτεϊνασών [175, 

176]. Σε καλλιέργειες όμως επιθηλιακών νεφρικών κυττάρων οι MMPs εκκρίνονται 
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σχεδόν αποκλειστικά στην κορυφαία επιφάνεια των κυττάρων, όπου επηρεάζουν την 

παρακυττάρια διαπερατότητα πιθανώς μέσω της διάσπασης των αποφρακτικών 

συνδέσεων [93]. Στην εργασία των Marshall και συν., οι συγγραφείς μελέτησαν την 

έκφραση και έκκριση των MMP2 και MMP9 από τα μεσοθηλιακά κύτταρα αλλά δεν 

εξέτασαν την κατεύθυνση της έκκρισης των ενζύμων αυτών, δηλαδή εάν αυτή γίνεται  

προς την κορυφαία ή την πλαγιοβασική επιφάνεια των μεσοθηλιακών κυττάρων [152]. 

Η γνώση αυτή θα μπορούσε να θέσει βάσιμες υποθέσεις σχετικά με το φυσιολογικό 

ρόλο των μεταλλοπρωτεϊνασών στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Έτσι η έκκρισή τους 

στην πλαγιοβασική επιφάνεια εξυπηρετεί πιθανόν την αναδιαμόρφωση της 

εξωκυττάριας ουσίας και της βασικής μεμβράνης που συμβαίνει φυσιολογικά με 

χαμηλό ρυθμό. Αντίθετα η έκκρισή τους στην κορυφαία επιφάνεια των μεσοθηλιακών 

κυττάρων, δηλαδή στην κοιλότητα του υπεζωκότα, χρησιμεύει ίσως στην αποφυγή 

ανάπτυξης συνεχειών και τη διατήρηση μιας λείας υπεζωκοτικής επιφάνειας για την 

ελαχιστοποίηση των τριβών. Είναι δυνατόν η έκκριση να συμβαίνει και προς τις δύο 

κατευθύνσεις ή μόνο προς τη μία πλευρά.  

Σε εξιδρωματικές υπεζωκοτικές συλλογές ποικίλλης αιτιολογίας έχουν βρεθεί 

αυξημένα τα επίπεδα των MMP2 και MMP9 και αυτός είναι ο λόγος για τον οποίον 

επιλέχθηκαν οι παραπάνω μεταλλοπρωτεϊνάσες για τη διεξαγωγή της παρούσας 

μελέτης [153, 154, 157]. Η MMP2 εκφράζεται και εκκρίνεται υπό βασικές συνθήκες 

στην υπεζωκοτική κοιλότητα από τα μεσοθηλιακά κύτταρα [152]. Στα εξιδρώματα τα 

υψηλά επίπεδα MMP2 μπορεί να οφείλονται σε αυξημένη έκφραση ως αποτέλεσμα 

διέγερσης των μεσοθηλιακών κυττάρων από κυτταροκίνες  αλλά και κύτταρα, όπως τα 

μονοκύτταρα, μπορεί να συμβάλλουν στην απελευθέρωση υψηλών επιπέδων MMP2 

[153]. Σε αντίθεση με τη MMP2, η ΜΜP9 ανευρίσκεται κυρίως σε εξιδρωματικές 
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υπεζωκοτικές συλλογές και προέρχεται είτε από τα κύτταρα φλεγμονής (ουδετερόφιλα, 

μακροφάγα) είτε από διέγερση των μεσοθηλιακών κυττάρων, όπως συμβαίνει με τη 

MMP2 [154, 177]. Οι MMPs μπορούν να υδρολύσουν σχεδόν όλα τα συστατικά της 

εξωκυττάριας ουσίας και σήμερα είναι γνωστό ότι αποδομούν όχι μόνο την 

εξωκυττάρια ουσία αλλά και άλλες πρωτεϊνες, όπως αυξητικούς παράγοντες, μόρια 

εντοπισμένα στην κυτταρική επιφάνεια και κυτταροκίνες που απελευθερώνονται στον 

εξωκυττάριο χώρο [127, 178]. Ο ρόλος των MMPs στην παθογένεια των υπεζωκοτικών 

συλλογών ενδέχεται να είναι πολυσήμαντος. Για παράδειγμα, είναι δυνατό οι  MMPs 

να  διευκολύνουν τη χημειοταξία των φλεγμονωδών κυττάρων στην υπεζωκοτική 

κοιλότητα, να ενισχύουν το μεταστατικό δυναμικό των όγκων, να ευθύνονται για 

επιπλοκές όπως η παχυπλευρίτις ή να αυξάνουν τη διαπερατότητα των ενδοθηλιακών 

και μεσοθηλιακών κυττάρων και να συμβάλλουν κατ’αυτόν τον τρόπο στη συσσώρεση 

υπεζωκοτικού υγρού. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να ερευνηθεί το τελευταία 

ενδεχόμενο, κατά πόσο δηλαδή επηρεάζουν οι MMPs τη διαπερατότητα του 

υπεζωκότα.    

Η μείωση στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση του υπεζωκότα προβάτου, που 

προέκυψε μετά την επώαση με τις MMP2 και MMP9, υποδηλώνει ότι οι MMPs 

αυξάνουν πράγματι τη διαπερατότητα του υπεζωκότα. Όπως αναμένεται για 

οποιοδήποτε ένζυμο, η μείωση στην αντίσταση του υπεζωκότα είναι χρονοεξαρτώμενη 

με τη μέγιστη ελάττωση να προκύπτει στο 40
ο
 λεπτό. Σε ότι αφορά τη δοσοεξαρτώμενη 

δράση των MMPs, μία αξιοπρόσεκτη διαφορά προέκυψε: για την MMP2  η μέγιστη 

αύξηση στη διαπερατότητα παρατηρήθηκε στην υψηλότερη συγκέντρωση που 

μελετήθηκε, δηλαδή 20 ng/ml. Aντίθετα, για την MMP9 η μεγαλύτερη αύξηση στη 

διαπερατότητα προέκυψε στη χαμηλότερη συγκέντρωση που μελετήθηκε, δηλαδή 0,1 
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ng/ml. Η αιτιολογία της παραπάνω διαφοράς είναι δύσκολο να επεξηγηθεί, ίσως όμως 

διαφορές στην κινητική των ενζύμων και στην ειδικότητα υποστρώματος, δηλαδή στις 

διαφορετικές μεταξύ των ενζύμων υδρολυόμενες πρωτεΐνες, να παίζουν κάποιο ρόλο. 

Σχετικά με την MMP2, καμία μεταβολή στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση δεν 

προέκυψε μετά από επώαση της κορυφαίας επιφάνειας του τοιχωματικού υπεζωκότα με 

0,1 και 1 ng/ml ενζύμου. Η αμετάβλητη αντίσταση του τοιχωματικού υπεζωκότα στις 

χαμηλές συγκεντρώσεις ΜΜP2 θα μπορούσε να θεωρηθεί προστατευτική, δεδομένου 

ότι η MMP2 εκφράζεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα και υπάρχει φυσιολογικά σε 

μικρές ποσότητες στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Στο τοιχωματικό πέταλο του 

υπεζωκότα η δράση της MMP2 στην αντίσταση φαίνεται να είναι μεγαλύτερη στην 

κορυφαία σε σχέση με την πλαγιοβασική επιφάνεια του υπεζωκότα. Στο πνευμονικό 

πέταλο του υπεζωκότα η δράση της MMP2 στην αντίσταση φαίνεται να είναι παρόμοια 

στην κορυφαία και πλαγιοβασική επιφάνεια. Επιπλέον η MMP2 καθυστερεί να δράσει 

στην πλαγιοβασική επιφάνεια του τοιχωματικού και πνευμονικού υπεζωκότα σε 

συγκέντρωση 1 ng/ml και στην πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα 

σε συγκέντρωση 0,1 ng/ml, αφού σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις η πτώση στη RTM 

ξεκινάει από το 25
ο
 λεπτό.  

Σχετικά με την MMP9, στο τοιχωματικό πέταλο του υπεζωκότα η πτώση της 

RTM είναι μεγαλύτερη στην πλαγιοβασική απ’ότι στην κορυφαία επιφάνεια στις 

συγκεντρώσεις 0,1, 1 και 20 ng/ml. To αντίθετο ισχύει για τη συγκέντρωση 10 ng/ml.  

  Σχετικά με την MMP1, δεν ήταν δυνατή η ολοκλήρωση της μελέτης της 

επίδρασης της στη διαπερατότητα του υπεζωκότα προβάτου, λόγω της σημαντικής 

επίδρασης της ουσίας APMA στη RTM του υπεζωκότα. Η ουσία APMA αποτελεί ένα 

υδραργυρικό παράγωγο που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη για την 
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ενεργοποίηση της ανενεργούς μορφής της MMP1, σύμφωνα με τις οδηγίες της 

παρασκευάστριας εταιρείας (Sigma Aldrich). Πτώση στη διαμεσοθηλιακή RTM από 

υδραργυρικά παράγωγα έχει καταγραφεί επίσης από  προηγούμενη μελέτη του 

εργαστηρίου μας, στην οποία η επώαση τοιχωματικού περιτοναίου προβάτου με HgCl2 

οδηγεί σε ταχύτατη πτώση στη RTM [59]. Tα υδραργυρικά παράγωγα αναστέλλουν τους 

διαύλους ακουαπορίνης (AQP) που εντοπίζονται στα μεσοθηλιακά κύτταρα, και οι 

οποίοι επιτρέπουν την ελεύθερη δίοδο νερού διαμέσου της μεσοθηλιακής στιβάδας. 

Συγχρόνως με το νερό, ορισμένοι δίαυλοι AQP επιτρέπουν και τη δίοδο ιόντων [179] 

με αποτέλεσμα την παρατηρούμενη πτώση στη RTM του υπεζωκότα. Σύμφωνα με 

ορισμένες μελέτες, ο υδράργυρος αποτελεί τοξική ουσία για τα μεσοθηλιακά κύτταρα, 

κάτι το οποίο θα μπορούσε επίσης να ερμηνεύσει την παρατηρύμενη αυξημένη 

διαπερατότητα που προκαλεί η ουσία ΑPMA στην παρούσα μελέτη [180].  

Ο ιστικός αναστολέας των μεταλλοπρωτεϊνασών-2 (TIMP-2) χρησιμοποιήθηκε 

σε πειράματα με την τεχνική Ussing για να διαπιστωθεί εάν δύναται να αναστέλλει την 

πτώση της RTM που προκαλούν οι MMP2 και MMP9. Πράγματι φάνηκε ότι η 

ταυτόχρονη προσθήκη MMP2 ή ΜΜP9 με τον TIMP-2 οδηγούν σε μερική αναστολή 

της πτώσης της RTM απ’ότι η προσθήκη μόνο του ενζύμου. Το αποτέλεσμα αυτό 

προέκυψε τόσο στο τοιχωματικό όσο και στο πνευμονικό πέταλο του υπεζωκότα και 

τόσο στην κορυφαία όσο και στην πλαγιοβασική επιφάνεια, αν και δεν υπήρξε 

ιδιαίτερα εμφανές στην πλαγιοβασική επιφάνεια του σπλαχνικού υπεζωκότα. Εξάλλου 

η προσθήκη μόνο του ΤΙΜP-2 στον υπεζωκότα οδηγεί σε πτώση της RTM, η οποία 

προσεγγίζει το -66% στην πλαγιοβασική επιφάνεια του πνευμονικού υπεζωκότα. 

Ορισμένες μελέτες αποδίδουν στους ιστικούς αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών 

TIMP-1, -2 και -3 δράση αυξητικού παράγοντα και έχουν μάλιστα βρεθεί υποδοχείς 
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αυτών σε κύτταρα [159]. Μάλιστα για τον TIMP-2 αναφέρεται ότι η μέγιστη δράση του 

σαν αυξητικός παράγοντας επιτυγχάνεται σε συγκέντρωση 10 ng/ml [181]. Είναι 

πιθανόν ότι τα μεσοθηλιακά κύτταρα  διαθέτουν υποδοχείς για τον TIMP-2 και η 

πτώση της RTM να αποδίδεται σε δράση του TIMP-2 σε αυτούς τους υποδοχείς. Η 

αναστολή της δράσης των ΜΜΡs στη διαπερατότητα από τον TIMP-2 επιβεβαιώνει ότι 

η πτώση της RTM είναι αποτέλεσμα της δράσης των MMPs. 

   Εν συνεχεία ερευνήθηκε ο πιθανός μηχανισμός που μπορεί να δικαιολογήσει 

την επίδραση των MMPs στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση και μελετήθηκε εάν οι 

πρωτεΐνες των αποφρακτικών συνδέσεων, οκκλουδίνη και κλαουδίνη, μπορεί να 

υδρολυθούν από τις MMPs. Οι αποφρακτικές συνδέσεις (TJs) αποτελούν έναν ειδικό 

τύπο διακυτταρικών συνδέσεων που εντοπίζονται στην κορυφαία περιοχή της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης των ενδοθηλιακών και επιθηλιακών κυττάρων. 

Περιβάλλουν το κύτταρο σαν μία συνεχής, περιμετρική δομή και σχηματίζουν έναν 

ημιδιαπερατό φραγμό για την παθητική διάχυση ιόντων, μικρών μη φορτισμένων 

μορίων αλλά και κυττάρων [182]. Οι κύριες λειτουργίες των αποφρακτικών συνδέσεων 

είναι η ρύθμιση της παρακυττάριας διαπερατότητας (“barrier function”), η διατήρηση 

της πολικότητας των κυττάρων (“fence function”) αλλά και κυτταρικές λειτουργίες 

όπως η διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασμός και η απόπτωση των κυττάρων [183]. Οι 

κλαουδίνες (ΜΒ 20-27 KDa) αποτελούν τη σημαντικότερη πρωτεΐνη των 

αποφρακτικών συνδέσεων και έχουν περιγραφεί 24 μέλη της οικογένειας στον άνθρωπο 

που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια [184]. Υπάρχει οργανο- και ιστο-ειδική 

έκφραση των κλαουδινών: ορισμένες, όπως η κλαουδίνη-1, εκφράζονται στους 

περισσότερους ιστούς των θηλαστικών, ενώ άλλες εκφράζονται σε συγκεκριμένους 

ιστούς ή σε συγκεκριμένες περιόδους της ανάπτυξης [184]. Η οκκλουδίνη αποτελεί μία 
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διαμεμβρανική πρωτεΐνη των αποφρακτικών συνδέσεων με ΜΒ 60 KDa και 

παρουσιάζει τέσσερις διαφορετικές ισoμορφές, όλες από εναλλακτικό μάτισμα του 

mRNA [185]. Oι περισσότερες μελέτες συγκλίνουν στην άποψη ότι ο ρόλος της 

οκκλουδίνης δεν είναι καθοριστικός για το σχηματισμό και τη λειτουργία των 

αποφρακτικών συνδέσεων αλλά μάλλον ρυθμιστικός [186, 187]. Στα μεσοθηλιακά 

κύτταρα οι αποφρακτικές συνδέσεις έχουν πλάτος 8-9 nm και μοιάζουν με εκείνες του  

φλεβικού ενδοθηλίου, όπως έχει αποκαλυφθεί από μελέτες με τη χρήση ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου [188, 189]. Η πρωτεϊνική σύσταση των αποφρακτικών συνδέσεων σε 

υπεζωκοτικά μεσοθηλιακά κύτταρα δεν έχει μέχρι τώρα μελετηθεί με μοριακές 

τεχνικές, αν και έχει δειχθεί η παρουσία της οκκλουδίνης σε μεσοθηλιακά κύτταρα 

περιτοναίου  [190] και της  κλαουδίνης-1 σε βλαστικά κύτταρα ωοθήκης, που θεωρείται 

ότι έχουν κοινή προέλευση με τα περιτοναϊκά μεσοθηλιακά κύτταρα [191].  

Τα πειράματα του έμμεσου ανοσοφθορισμού για την οκλουδίνη και την 

κλαουδίνη κατέδειξαν τη συνεχή χρώση τους στην κυτταρική περιφέρεια η οποία δεν 

αποδυναμωνόταν και παρέμεινε στην κυτταρική μεμβράνη μετά την επώαση με τις 

MMPs. Σύμφωνα με μελέτες ανοσοφθορισμού σε κυτταρικές καλλιέργειες, η 

οκκλουδίνη εντοπίζεται αρχικά στο κυτταρόπλασμα, εγκλεισμένη σε κοκκία, εν 

συνεχεία στην πλαγιοβασική κυτταροπλασματική μεμβράνη και μόνο σε συνθήκες 

αυξημένης συνεκτικότητας των κυττάρων η οκκλουδίνη μεταναστεύει στις 

αποφρακτικές συνδέσεις της κορυφαίας επιφάνειας, συμβάλλοντας στη μείωση της 

παρακυττάριας διαπερατότητας [192, 193]. Μεταβολές στο επίπεδο φωσφορυλίωσης 

καθορίζουν πιθανότατα την τελική κατάληξη και εντόπιση της οκκλουδίνης [192]. 

Παρομοίως για την κλαουδίνη, έχει εντοπιστεί στο βασικό διαμέρισμα της κυτταρικής 

μεμβράνης και έχει ειπωθεί η φωσφορυλίωσή της προωθεί την ενσωμάτωσή της στις 
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αποφρακτικές συνδέσεις [194]. Στην παρούσα μελέτη, καμία  χρώση της οκκλουδίνης 

και κλαουδίνης δε φάνηκε στο κυτταρόπλασμα παρά μόνο στην κυτταρική μεμβράνη, 

πιθανότατα στα σημεία σχηματισμού των αποφρακτικών συνδέσεων.        

Τα πειράματα ανοσοαποτύπωσης αποκάλυψαν ότι η οκκλουδίνη και κλαoυδίνη 

εκφράζονται στο μεσοθήλιο του υπεζωκότα υπό φυσιολογικές συνθήκες και δε 

διασπώνται από τις MMPs. Πιο συγκεκριμένα για την οκκλουδίνη, η ανάλυση με 

ανοσοαποτύπωση αποκάλυψε τρεις κύριες ζώνες στα ακόλουθα ΜΒ: 60 KDa, 85 KDa 

και μία ευρεία ζώνη > 60 KDa. Aυτές οι ζώνες είναι πιθανό να οφείλονται στην ύπαρξη 

διαφορετικών ισομορφών της πρωτεΐνης ή σε μεταμεταφραστική τροποποίηση, π.χ 

φωσφορυλίωση. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι η οκκλουδίνη εμφανίζει 

πολλαπλές ζώνες μετανάστευσης στα περισσότερα θηλαστικά ως αποτέλεσμα της 

ευρείας φωσφορυλίωσής της σε κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης. Μάλιστα σε 

επιθηλιακά νεφρικά κύτταρα σκύλου εμφανίζονται περισσότερες από 10 μπάντες σε 

ΜΒ μεταξύ 62 και 82 KDa [192, 195]. Κάποιος βαθμός φωσφορυλίωσης ίσως να εξηγεί 

τις πολλές ζώνης μετανάστευσης της οκκλουδίνης, όπως προέκυψε στην παρούσα 

μελέτη. Εκτός από το πρωτόκολλο της ανοσοαποτύπωσης, όπως αυτό περιγράφηκε 

ανωτέρω στις μεθόδους, επιπλέον πειράματα πραγματοποιήθηκαν με την επώαση του 

κυτταρικού εκχυλίσματος με MMP2 και MMP9 συγκέντρωσης 10 μg/ml για τρεις 

ώρες. Και πάλι όμως καμία μεταβολή στις ζώνες της οκκλουδίνης και κλαουδίνης δεν 

προέκυψε. Εναλλακτικά, σε κάποια πειράματα επωάστηκαν απευθείας τα μεσοθηλιακά 

κύτταρα (αντί του κυτταρικού εκχυλίσματος) στα πιάτα με MMPs συγκέντρωσης 10 

μg/ml για μία ώρα και ακολούθησε λήψη του κυτταρικού εκχυλίσματος με διάλυμα 

λύσης που περιείχε: 0,5 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% Triton-X, 
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0,2 mM PMSF και 0,5 Mm DTT. Οι πρωτεΐνες οκκλουδίνη και κλαουδίνη παρέμειναν 

ανεπηρέαστες από τη δράση των MMPs.   

Τα αποτελέσματα αυτά δεν συμφωνούν με εκείνα παλιότερων μελετών, 

σύμφωνα με τα οποία οι MMPs αυξάνουν την παρακυττάρια διαπερατότητα μέσω 

πρωτεολυτικής διάσπασης των TJs. Συγκεκριμένα, οι MMPs έχουν συσχετισθεί με την 

αύξηση της τριχοειδικής διαπερατότητας που ακολουθεί την ισχαιμική βλάβη στον 

εγκέφαλο [150], στο μυοκάρδιο [196], στους πνεύμονες [197] και στους νεφρούς [198]. 

Αυτές οι μελέτες αποδίδουν στις MMPs θεμελιώδη ρόλο στην πορεία της 

φλεγμονώδους εξεργασίας και στην αύξηση της τριχοειδικής διαπερατότητας στη 

φλεγμονή. Ενδεικτικές είναι οι παρακάτω μελέτες κυτταρικών καλλιεργειών και in vivo 

πειραμάτων, στις οποίες έχει δειχθεί ότι οι MMPs υδρολύουν τις αποφρακτικές 

συνδέσεις οδηγώντας σε αυξημένη διαπερατότητα: σε ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα  

ομφαλικής φλέβας (HUVEC) oι MMPs διασπούν την οκκλουδίνη (εμφάνιση 

κλάσματος 50 KDa στην ανοσοαποτύπωση) και αυξάνουν την παρακυττάρια ροή 

ραδιοσημασμένης δεξτράνης. Στον ανοσοφθορισμό υπάρχει ανακατανομή της 

οκκλουδίνης από την κυτταρική μεμβράνη σε όλο το κυτταρόπλασμα [193]. Σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα τριχοειδών εγκεφάλου οι MMPs αυξάνουν τη διαπερατότητά 

τους λόγω διάσπασης της οκκλουδίνης ενώ η κλαουδίνη παραμένει ανέπαφη. Στην 

ανοσοαποτύπωση εμφανίζεται κλάσμα της οκκλουδίνης μεγέθους 51 Kda [199]. Σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα αμφιβληστροειδούς, οι MMP2 και MMP9 διασπούν την 

οκκλουδίνη, όχι όμως την κλαουδίνη-5, και μειώνουν την αντίσταση των κυτταρικών 

καλλιεργειών. Στην ανοσοαποτύπωση οι MMPs μειώνουν την ένταση της μπάντας της 

οκκλουδίνης και στον ανοσοφθορισμό το αποτέλεσμα είναι παρόμοιο [174]. Η 

πρόκληση εγκεφαλικής ισχαιμίας σε αρουραίους οδηγεί μετά από 2 ώρες σε αύξηση της 
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δραστηριότητας της MMP2, αυξημένη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού 

και μειωμένη ένταση της οκκλουδίνης και κλαουδίνης-5 στην ανοσοϊστοχημεία 

εγεφάλου. Μετά από 24 ώρες αυξάνεται η δραστηριότητα της MMP9, υπάρχει πλήρη 

απώλεια της κλαουδίνης-5 σε τομές εγκεφάλου και στην ανοσοαποτύπωση υπάρχει 

θραύσμα της κλαουδίνης-5 μεγέθους 17 KDa [150]. Τα ποικίλλα πρότυπα διάσπασης 

των πρωτεϊνών των TJs από τις MMPs υποδηλώνουν ότι υπάρχει ιστοειδική υδρόλυση 

των TJs από τις MMPs.          

Tο επόμενο βήμα ήταν να μελετηθεί εάν οι MMPs επηρεάζουν τη διακυττάρια 

ροή ουσιών μέσω του διαύλου ENaC. Ο ENaC βρίσκεται στην κορυφαία επιφάνεια των 

μεσοθηλιακών κυττάρων, συμμετέχει στην απορρόφηση νατρίου και νερού από τον 

υπεζωκοτικό χώρο και είναι μία σημαντική οδός για την απομάκρυνση νατρίου από την 

υπεζωκοτική κοιλότητα [57]. Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης αποκάλυψαν ότι οι 

MMP2 και MMP9 αυξάνουν το ρεύμα που είναι ευαίσθητο στην αμιλορίδη σε 

συγκέντρωση 0,1 ng/ml αλλά η αύξηση αυτή δεν είναι στατιστικά σημαντική. Το 

μεγάλο εύρος του ρεύματος κλειστού κυκλώματος (Isc) πριν την προσθήκη των MMPs 

ευθύνεται πιθανόν για το παραπάνω. Η τάση για αύξηση του ρεύματος ENaC από τις 

MMPs υποδηλώνει πιθανόν τον προστατευτικό τους ρόλο στη συσσώρευση του υγρού 

στην υπεζωκοτική κοιλότητα.  Έτσι, οι MMPs συμβάλλουν πιθανόν στην απομάκρυνση 

υγρού από την υπεζωκοτική κοιλότητα με ενίσχυση της απορρόφησης νατρίου και κατ΄ 

επέκταση υγρού, τουλάχιστον στα αρχικά στάδια της φλεγμονής όταν οι συγκεντρώσεις 

των MMPs στα υπεζωκοτικά εξιδρώματα είναι σχετικά χαμηλές. Από την άλλη μεριά, 

οι MMP2 και MMP9 μειώνουν το ρεύμα του ENaC στην υψηλή συγκέντρωση 20 ng/ml 

που μελετήθηκε. Αυτή η μείωση υποδηλώνει ότι οι MMP2 και MMP9 αναστέλλουν την 

επαναρρόφηση νατρίου και υγρού από την υπεζωκοτική κοιλότητα και συνεπώς οι 
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MMPs σε υψηλές συγκεντρώσεις συμβάλλουν στη συσσώρευση του υπεζωκοτικού 

υγρού. 

Το εύρημα ότι οι MMPs μειώνουν το ρεύμα ENaC σε συγκέντρωση 20 ng/ml 

δεν αναμενόταν για τον ακόλουθο λόγο: η μείωση του ρεύματος ENaC ελαττώνει την 

απορρόφηση νατρίου από το μεσοθήλιο και αυτό θα μεταφραζόταν ως αυξημένη 

αντίσταση του ιστού και μειωμένη διαπερατότητα. Όμως η διαμεσοθηλιακή αντίσταση 

αυξάνεται μετά από επώαση με τις MMPs στα πειράματα με την τεχνική Ussing και την 

εφαρμογή ανοικτού κυκλώματος. Μία πιθανή εξήγηση είναι ότι, επειδή οι MMPs 

αποτελούν πολυλειτουργικά ένζυμα, η επίδρασή τους στον υπεζωκότα προβάτου 

αποτελεί τη συνισταμένη πολλών και αποκλίνοντων δράσεων. Για παράδειγμα, έχει 

βρεθεί ότι οι MMPs υδρολύουν ή αποδιοργανώνουν την βασική μεμβράνη των 

ενδοθηλιακών κυττάρων με αποτέλεσμα την αύξηση της διαπερατότητάς τους [175, 

200]. Επιπλέον οι προσφυτικές συνδέσεις, και συγκεκριμένα η πρωτεΐνη καδερίνη,  

αποτελούν επίσης υπόστρωμα για τις MMPs και η υδρόλυσή τους οδηγεί σε 

αποσυγκρότηση των TJs και αυξηση της διαπερατότητας [198, 201]. Στην παρούσα 

μελέτη δεν μπορούμε να αποκλείσουμε ότι οι ΜΜP2 και MMP9 διασπούν 

περισσότερες από μία πρωτεΐνες (για παράδειγμα τον ENaC και τη βασική μεμβράνη 

των μεσοθηλιακών κυττάρων συγχρόνως ή και τις προσφυτικές συνδέσεις). Ένας 

πιθανός μηχανισμός, μέσω του οποίου οι MMP2 και MMP9 ελαττώνουν το ρεύμα 

ENaC στη συγκέντρωση 20 ng/ml, είναι η πρωτεολυτική διάσπαση του ENaC από τις 

MMPs, αν και έμμεση ενεργοποίηση διαύλων μέσω υποδοχέων έχει αναφερθεί. Δεν 

γνωρίζουμε επίσης με ποιον τρόπο οι MMPs  διεγείρουν το ρεύμα ENaC στη 

συγκέντρωση 0,1 ng/ml. Ένα παρόμοιο διφασικό δοσοεξαρτώμενο φαινόμενο έχει 

επίσης αναφερθεί για τις σερινοπρωτεάσες: υψηλά επίπεδα σερινοπρωτεασών, όπως η 
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καλλικρεΐνη και η τρυψίνη, αποδομούν το δίαυλο ENaC και αναστέλλουν τη μεταφορά 

νατρίου στην κύστη γυρίνου [202, 203] ενώ χαμηλότερα επίπεδα σερινοπρωτεασών 

έχει βρεθεί ότι διεγείρουν το ρεύμα ENaC. Σίγουρα τα αποτελέσματα αυτά χρήζουν 

περαιτέρω διερεύνησης με μελέτες υποστρώματος και την εκτέλεση πειραμάτων in 

vivo. 

Αν και η RTM θεωρείται ένας καθιερωμένος δείκτης της διαμεσοθηλιακής 

διαπερατότητας, ο ρόλος του μεσοθηλίου στη διακίνηση του υπεζωκοτικού υγρού 

παραμένει σημείο αντιπαράθεσης. Στην παρούσα μελέτη η τιμή της RTM στον 

τοιχωματικό υπεζωκότα βρέθηκε 15 ± 3 Ωcm
2 

ενώ η αντίστοιχη τιμή στον πνευμονικό 

υπεζωκότα 17 ± 4 Ωcm
2
. Οι τιμές αυτές των αντιστάσεων είναι αρκετά χαμηλές και 

κατατάσσουν τον υπεζωκότα στους ιστούς με «χαλαρές» αποφρακτικές συνδέσεις, 

όπως το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο και η χοληδόχος κύστη [204, 205]. Παρόμοιες 

τιμές διαμεσοθηλιακής αντίστασης στον υπεζωκότα έχουν καταγράψει και 

προηγούμενες μελέτες [57]. Οι χαμηλές αυτές τιμές RTM υποδηλώνουν ότι η 

παρακυττάρια δίοδος ουσιών και νερού διαμέσου του μεσοθηλίου είναι υψηλή και ότι η 

αντίσταση που προβάλλει αυτό στην παρακυττάρια ροή είναι σχεδόν αμελητέα. Σε 

αντίθεση με τα προηγούμενα, οι Zocchi και Agostoni υποστηρίζουν ότι ο υπεζωκότας 

και το μεσοθήλιο δεν είναι τόσο διαπερατά όσο πιστεύεται και ότι το υπεζωκοτικό υγρό 

αποτελεί υπερδιήθημα διαμέσου των ενδοθηλιακών κυττάρων του τοιχωματικού 

υπεζωκότα αλλά και του μεσοθηλιακού φραγμού [206]. Σύμφωνα με δικές τους 

μελέτες, η διαπερατότητα της μεσοθηλιακής μονοστιβάδας σε μικρομοριακές και 

μακρομοριακές ενώσεις είναι παρόμοια με εκείνη στα ενδοθηλιακά κύτταρα των 

τριχοειδών  [206, 207] και το μεσοθήλιο του υπεζωκότα δεν αποτελεί έναν παθητικό 

φάκελο αλλά έναν πραγματικό φραγμό στη διάβαση ουσιών διαμέσου αυτού. Οι ίδιοι 
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ερευνητές έχουν διατυπώσει την άποψη ότι η βίαιη απογύμνωση του υπεζωκότα από το 

υποκείμενο πνευμονικό παρέγχυμα ή από το θωρακικό τοίχωμα καταστρέφει τις 

αποφρακτικές συνδέσεις και επηρεάζει τη διαπερατότητα του ιστού. Το ίδιο μπορεί να 

συμβεί απ΄την έκθεση του μεσοθηλίου στον αέρα [208]. Τα παραπάνω συμβαίνουν 

πράγματι σε κάποιο βαθμό στην παρούσα μελέτη, παρά την προσπάθεια ο χειρισμός 

στον υπεζωκοτικό ιστό να είναι όσο το δυνατό μικρότερος. Κάποιες μελέτες 

υποστηρίζουν ότι το μεσοθήλιο μπορεί να είναι σημαντικό υπό ορισμένες συνθήκες στη 

δημιουργία υπεζωκοτικών συλλογών. Π.χ έχει δειχθεί ότι το λιποπολυσακχαρίδιο των 

Gram (-) μικροβίων, η θρομβίνη, τα βακτήρια και ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός 

παράγοντας (VEGF) αυξάνουν τη μεσοθηλιακή διαπερατότητα και συμβάλλουν 

κατ’αυτόν τον τρόπο στην παθογένεια των υπεζωκοτικών συλλογών [2, 209, 210]. 

Επίσης έχει βρεθεί ότι το μεσοθήλιο του πνευμονικού υπεζωκότα δεν αποτελεί 

σημαντικό φραγμό υπό φυσιολογικές συνθήκες σε σκύλους αλλά αποτελεί φραγμό σε 

περίπτωση  πνευμονικού οιδήματος ως αποτέλεσμα αυξημένων υδροστατικών πιέσεων 

[211]. Παρόμοια στην παρούσα μελέτη η αύξηση της διαπερατότητας που προκαλούν 

οι MMP2 και MMP9 θα μπορούσε να σημαίνει την ευκολότερη διήθηση του υγρού από 

το διάμεσο ιστό του τοιχωματικού υπεζωκότα προς την υπεζωκοτική κοιλότητα.   

Η επιλογή των προβάτων για τη διεξαγωγή πειραμάτων στην παρούσα μελέτη 

στηρίχθηκε στην ομοιότητα που εμφανίζει ο υπεζωκότας του προβάτου, σε ότι αφορά 

τη μορφολογία και τη φυσιολογική του λειτουργία, με εκείνη του ανθρώπου. 

Συγκεκριμένα, και στον υπεζωκότα προβάτου και σε εκείνον του ανθρώπου, ο 

πνευμονικός υπεζωκότας είναι παχύς και η αιμάτωσή του συμβαίνει από τη 

συστηματική κυκλοφορία [9]. Και στα δύο είδη το μεσοθήλιο του υπεζωκότα 

αποτελείται από δύο είδη μεσοθηλιακών κυττάρων: τα πλακώδη κύτταρα, που είναι 
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λιγότερο στεγανά χάριν στις καλά ανεπτυγμένες αποφρακτικές συνδέσεις και τα 

κυβοειδή κύτταρα που παρουσιάζουν μεγαλύτερη διαπερατότητα λόγω του 

χαμηλότερου αριθμού αποφρακτικών συνδέσεων [212]. Αυτό επιβεβαιώνεται και στην 

παρούσα μελέτη, αφού η τιμή της RTM στον τοιχωματικό υπεζωκότα βρέθηκε 15 ± 3 

Ωcm
2 

ενώ η αντίστοιχη στον πνευμονικό υπεζωκότα είναι ελαφρώς υψηλότερη 
 
17 ± 4 

Ωcm
2
.
 
Στην επιλογή των προβάτων ως κατάλληλου πειραματικού μοντέλου συνέβαλλε 

επίσης η αφθονία τους, που δεν έθετε περιορισμό στον αριθμό των πειραμάτων που 

διεξάγονταν κάθε φορά, η ευκολία στην πρόσβαση και στο χειρισμό τους και η 

προηγούμενη εμπειρία στη χρήση του συγκεκριμένου πειραματικού ζώου από το 

εργαστήριο φυσιολογίας, όπου διεξήχθη η παρούσα μελέτη. 

Tα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης υποδεικνύουν για πρώτη φορά έναν 

σημαντικό ρόλο για τις MMPs στην παθογένεια των υπεζωκοτικών συλλογών. Στα 

υπεζωκοτικά εξιδρώματα οι MMP2 και ΜΜP9 ανευρίσκονται αυξημένες, όπως έχει 

βρεθεί από προγενέστερες μελέτες. Στην παρούσα μελέτη προτείνουμε έναν ρόλο για 

τις ΜΜP2 και MMP9 στη συσσώρευση υγρού στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Οι TJs δεν 

επηρεάζονται στα μεσοθηλιακά κύτταρα από τις MMPs αλλή η δραστηριότητα του 

ENaC παρεμποδίζεται από τις MMPs. Είναι πιθανόν ότι υπάρχουν περισσότεροι από 

ένας μηχανισμοί μέσω των οποίων οι MMPs αυξάνουν τη διαμεσοθηλιακή 

διαπερατότητα. Εάν επιβεβαιωθεί η δράση των MMPs στη διαμεσοθηλιακή 

διαπερατότητα, τότε η ανάπτυξη και η χρήση αναστολέων των μεταλλοπρωτεϊνασών 

στην κλινική πράξη θα μπορούσε να φανεί πολύτιμη στην αντιμετώπιση των 

υπεζωκοτικών συλλογών. 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Τα αποτελέσματα της μελέτης συνηγορούν υπέρ των ακόλουθων συμπερασμάτων: 

1. Τόσο η MMP2 όσο και η MMP9 μειώνουν τη διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM)  

στο τοιχωματικό και πνευμονικό πέταλο του υπεζωκότα. Η πτώση της RTM 

υποδηλώνει ότι οι MMPs αυξάνουν τη διαπερατότητα του υπεζωκότα. 

2. Η πτώση στην RTM ξεκινάει σε γενικές γραμμές μεταξύ του 10
ου

 και 15
ου 

λεπτού 

και αυξάνεται προοδευτικά στη διάρκεια της πειραματικής περιόδου 

(χρονοεξαρτώμενη δράση των MMPs). 

3. Παρατηρείται δοσοεξαρτώμενη δράση των MMP2 και MMP9, η οποία όμως 

διαφέρει μεταξύ των δύο MMPs: Για την MMP2, η μεγαλύτερη πτώση στην 

RTM παρατηρείται στη μεγαλύτερη συγκέντρωση που μελετήθηκε (20 ng/ml) 

ενώ για την ΜΜΡ9 η μεγαλύτερη πτώση στη RTM προέκυψε στη μικρότερη 

συγκέντρωση που εφαρμόστηκε (0,1 ng/ml). 

4. O ιστικός αναστολέας των μεταλλοπρωτεϊνασών-2 (TIMP-2) φαίνεται να 

αναστέλλει μερικώς τη δράση της MMP2 και MMP9 στη διαπερατότητα. Αυτό 

επιβεβαιώνει ότι η πτώση της RTM είναι αποτέλεσμα της δράσης των MMPs. 

5. Ερευνήθηκαν οι μηχανισμοί που μπορεί να ευθύνονται για την αύξηση της 

διαπερατότητας που προκαλούν οι MMP2 και MMP9 στον υπεζωκότα. 

Συγκεκριμένα μελετήθηκαν δύο μονοπάτια διαπερατότητας: το παρακυττάριο, 

μέσω των πρωτεϊνών των αποφρακτικών συνδέσεων και το διακυττάριο, μέσω 

της δραστηριότητας του επιθηλιακού διαύλου Na
+
 (ENaC). 

6. Οι  πρωτεΐνες των αποφρακτικών συνδέσεων οκκλουδίνη και κλαουδίνη-1  

παραμένουν αμετάβλητες μετά από επώαση των μεσοθηλιακών κυττάρων με τις 
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MMP2 και MMP9, όπως φάνηκε σε πειράματα έμμεσου ανοσοφθορισμού και 

ανοσοαποτύπωσης. Αυτό σημαίνει ότι οι MMPs δε διασπούν τις αποφρακτικές 

συνδέσεις. 

7. Η παρούσα μελέτη είναι η πρώτη που καταδεικνύει την παρουσία της 

οκκλουδίνης και κλαουδίνης-1 σε υπεζωκοτικά μεσοθηλιακά κύτταρα, καθώς 

δεν υπάρχουν παρόμοιες αναφορές στη βιβλιογραφία. 

8. Η δραστηριότητα του ENaC μελετήθηκε μέσω της μέτρησης του ευαίσθητου 

ρεύματος στην αμιλορίδη. To ευαίσθητο ρεύμα στην αμιλορίδη σε ιστό 

αναφοράς είναι 7,6 ± 4,9 μΑ/cm
2
. 

9.  Όταν ο υπεζωκότας επωαστεί με 0,1 ng/ml MMP2 ή MMP9, τότε το ευαίσθητο 

στην αμολορίδη ρεύμα αυξάνεται αλλά η αύξηση αυτή δεν είναι στατιστικά 

σημαντική. 

10.  Όταν ο υπεζωκότας επωαστεί με 20 ng/ml MMP2 ή MMP9, τότε το ευαίσθητο 

στην αμολορίδη ρεύμα ελαττώνεται στατιστικά σημαντικά. Αυτό υποδηλώνει 

ότι οι MMPs μειώνουν την απορρόφηση νατρίου από την κορυφαία επιφάνεια 

του υπεζωκότα και συμβάλλουν στη συσσώρευση υγρού στην υπεζωκοτική 

κοιλότητα. 

11. Η παρούσα μελέτη είναι η πρώτη που παρέχει ενδείξεις για την επίδραση των 

MMPs στη δραστηριότητα του ΕΝαC.  

12. Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν έναν ρόλο των MMP2 και MMP9 

στην παθογένεια των υπεζωκοτικών συλλογών.    
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6. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η επίδραση των μεταλλοπρωτεϊνασών 2 

(MMP2) και 9 (MMP9) στη διαμεσοθηλιακή αντίσταση (RTM) του τοιχωματικού και 

πνευμονικού υπεζωκότα προβάτου, χρησιμοποιώντας την τεχνική Ussing system. Η 

τιμή αναφοράς της RTM του τοιχωματικού υπεζωκότα βρέθηκε 15 ± 3 Ωcm
2
, ενώ αυτή 

του πνευμονικού βρέθηκε 17 ± 4 Ωcm
2
. Τόσο η MMP2 όσο και η MMP9 μείωσαν τη 

RTM τόσο στην κορυφαία όσο και στην πλαγιοβασική επιφάνεια και τόσο στο 

τοιχωματικό και στο πνευμονικό πέταλο του υπεζωκότα. Η πτώση της RTM υποδηλώνει 

ότι οι MMPs αυξάνουν τη διαπερατότητα του υπεζωκότα. Η πτώση στη RTM ξεκινούσε  

μεταξύ του 10
ου

 και 15
ου 

λεπτού και αυξανόταν προοδευτικά στη διάρκεια της 

πειραματικής περιόδου (χρονοεξαρτώμενη δράση των MMPs). Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε δοσοεξαρτώμενη δράση των MMP2 και MMP9, η οποία όμως διέφερε 

μεταξύ των δύο MMPs: Για την MMP2, η μεγαλύτερη πτώση στη RTM παρατηρήθηκε 

στη μεγαλύτερη συγκέντρωση που μελετήθηκε (20 ng/ml) ενώ για την ΜΜΡ9 η 

μεγαλύτερη πτώση στη RTM προέκυψε στη μικρότερη συγκέντρωση που εφαρμόστηκε 

(0,1 ng/ml). Η ταυτόχρονη επώαση του υπεζωκότα με τις MMPs και τον ιστικό 

αναστολλέα των μεταλλοπρωτεϊνασών-2 (ΤIMP-2) κατέστειλε τη δράση των MMPs 

στον υπεζωκότα.  

Εν συνεχεία, ερευνήθηκαν οι πιθανοί μηχανισμοί που ευθύνονται για την 

αύξηση της διαπερατότητας που προκαλούν οι MMP2 και MMP9 στον υπεζωκότα.  

Μελετήθηκαν δύο μονοπάτια διαπερατότητας: το παρακυττάριο, μέσω των πρωτεϊνών 

των αποφρακτικών συνδέσεων και το διακυττάριο, μέσω της δραστηριότητας του 

επιθηλιακού διαύλου Na
+
 (ENaC). Οι πρωτεΐνες των αποφρακτικών συνδέσεων 
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οκκλουδίνη και κλαουδίνη-1 παρέμειναν αμετάβλητες μετά από επώαση των 

μεσοθηλιακών κυττάρων με τις MMP2 και MMP9, όπως φάνηκε σε πειράματα 

έμμεσου ανοσοφθορισμού και ανοσοαποτύπωσης. Αυτό σημαίνει ότι οι MMPs δε 

διασπούν τις αποφρακτικές συνδέσεις. 

Η δραστηριότητα του ENaC μελετήθηκε μέσω της μέτρησης του ευαίσθητου 

ρεύματος στην αμιλορίδη. Η αμιλορίδη αποτελεί έναν αναστολέα του ENaC. To 

ευαίσθητο ρεύμα στην αμιλορίδη σε ιστό αναφοράς ήταν 7,6 ± 4,9 μΑ/cm
2
. Όταν ο 

υπεζωκότας επωάστηκε με 0,1 ng/ml MMP2 ή MMP9, τότε το ευαίσθητο στην 

αμολορίδη ρεύμα αυξήθηκε αλλά η αύξηση αυτή δεν ήταν στατιστικά σημαντική. Όταν 

ο υπεζωκότας επωάστηκε με 20 ng/ml MMP2 ή MMP9, τότε το ευαίσθητο στην 

αμολορίδη ρεύμα ελαττώθηκε στατιστικά σημαντικά (p<0,05). Αυτό υποδηλώνει ότι οι 

MMPs μειώνουν την απορρόφηση νατρίου από την κορυφαία επιφάνεια του υπεζωκότα 

και συμβάλλουν στη συσσώρευση υγρού στην υπεζωκοτική κοιλότητα. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα αφορούν στον τοιχωματικό υπεζωκότα. Στον πνευμονικό υπεζωκότα η 

προσθήκη αμιλορίδης δεν προκάλεσε καμία μεταβολή στο ρεύμα κλειστού κυκλώματος 

και στην αντίσταση. 

Συμπερασματικά, οι MMPs αυξάνουν τη διαπερατότητα του υπεζωκότα 

προβάτου χωρίς να επιδρούν στις πρωτεΐνες οκκλουδίνη και κλαουδίνη των 

αποφρακτικών συνδέσεων. Μειώνουν όμως τη δραστηριότητα του διαύλου ENaC, 

παρεμποδίζοντας την απορρόφηση νατρίου και νερού από την υπεζωκοτική κοιλότητα. 

Είναι πιθανό οι MMPs να επιδρούν και σε άλλες πρωτεΐνες-στόχους, πλην του διαύλου 

ENaC, όπως οι προσφυτικές συνδέσεις των μεσοθηλιακών κυττάρων ή η βασική τους 

μεμβράνη. Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν τη συμμετοχή των MMP2 και 

MMP9 στην παθογένεια των υπεζωκοτικών συλλογών. 
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SUMMARY 

 

In the present study the effect of metalloproteinases 2 (MMP2) and 9 (MMP9) 

on the transmesothelial resistance (RTM) of sheep’s parietal and visceral pleura was 

studied using the Ussing chamber technique. Basal transmesothelial resistance of 

parietal pleura was found 15 ± 3 Ωcm
2
,
 
whereas that of visceral pleura was found to be 

17 ± 4 Ωcm
2
. Both MMP2 and MMP9 reduced RTM at the apical and basolateral side of 

the pleura and at parietal and visceral pleura. The decline in RTM suggests that MMPs 

increase pleural permeability. The decline in RTM started between the 10
th

 and 15
th

 min 

and increased progressively thereafter until the experiment was terminated (time-

dependent effect of MMPs). Furthermore, a dose-dependent effect of MMP2 and 

MMP9 was observed. This effect differed between the two MMPs: For MMP2, the 

greater decline in RTM occurred at the higher concentration studied (20 ng/ml) whereas 

for MMP9 the greater decline in RTM occurred at the lower concentration applied (0.1 

ng/ml). The simultaneous incubation of MMPs with the tissue inhibitor of 

metalloproteinases-2 (TIMP-2) suppressed the effect of MMPs on pleural permeability. 

Afterward, the possible mechanisms through which MMP2 and MMP9 augment 

pleural permeability were investigated. Two permeability pathways were examined: the 

paracellular pathway, specifically tight junction proteins, and the transcellular pathway, 

specifically the activity of epithelial sodium channel (ENaC). Tight junction proteins 

occludin and claudin-1 remained intact after incubation of pleural mesothelial cells with 

MMP2 and MMP9, as it was indicated by indirect immunofluorescence and western 

blot experiments. This suggests that MMPs do not disturb tight junction proteins. 
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The activity of ENaC was investigated via amiloride-sensitive current 

measurements. Amiloride is an ENaC inhibitor. In control experiments, the amiloride-

sensitive current was 7.6 ± 4.9 μΑ/cm
2
. When the pleura was incubated with 0.1 ng/ml 

of MMP2 or MMP9, the amiloride-sensitive current increased but this was not 

statistically significant. On the other hand, when the pleura was incubated with 20 ng/ml 

of MMP2 or MMP9, the amiloride-sensitive current decreased statistically significant 

(p<0.05). This finding indicates that MMPs reduce sodium absorption from the apical 

side of the pleura and thus they contribute to pleural fluid formation. The above results 

refer to the parietal pleura. On visceral pleura amiloride did not alter neither the short 

circuit current nor the tissue resistance. 

Το conclude, MMPs increase the permeability of sheep pleura, without affecting 

tight junction proteins occludin and claudin-1. MMPs are able to reduce ENaC activity, 

and thus hinder sodium and water absorption from the pleural space. It is possible that 

MMPs disrupt other protein-targets, except for ENaC, i.e. proteins of adherens junctions 

or basement membrane. The above results suggest a role for MMP2 and MMP9 in 

pathophysiology of pleural fluid formation.   
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