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has thought.  
 
Albert Szent-Györgi (1893-1986) U.S. biochemist. 
Nobel Prize in Physiology or Medicine in 1937 
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Περίληψη 

Το φαινόµενο της φλεγµονής φαίνεται ότι διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο 

στη λειτουργία του ενδοθηλίου, το οποίο δέχεται την επίδραση ενδογενών και 

εξωγενών στρεσογόνων παραγόντων. Η απόκρισή του στους εν λόγω 

παράγοντες καθορίζει σε σηµαντικό βαθµό τη συµπεριφορά των αρτηριών και 

ειδικότερα της αθηρωµατώδους διαδικασίας. Το φαινόµενο της αθηροσκλήρωσης 

χαρακτηρίζεται από µια αλληλουχία µορφολογικών και λειτουργικών µεταβολών 

όπου συµµετέχουν τα ενδοθηλιακά, τα λεία µυϊκά και τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος (ουδετερόφιλα, λεµφοκύτταρα, µονοκύτταρα/ 

µακροφάγα) ή φλεγµονώδη κύτταρα.  Παρακρινικοί και αυτοκρινικοί µηχανισµοί 

διέπουν την κυτταρική αλληλεπίδραση, η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες 

επιτυγχάνει τη διατήρηση της αγγειακής οµοιοστασίας. Όµως σε συνθήκες 

εντόνων ή µακροχρόνιων επιδράσεων στρεσογόνων παραγόντων (stressors), 

όπως ο TNF-α, η IL-1β και η IL-6, η διαταραχή της οµοιοστασίας συνοδεύεται 

από αντιδράσεις του συστήµατος του στρες που χαρακτηρίζονται ως 

φλεγµονώδης απόκριση στην προσπάθεια εξουδετέρωσης των βλαπτικών 

παραγόντων. Στο σύστηµα του στρες εντάσσεται ο άξονας ΥΥΕ και η παρουσία 

της οικογενείας των πεπτιδίων του στρες, CRH, UCN1, UCN2 και UCN3 στους 

περιφερικούς ιστούς. Η CRΗ όσο και η UCN1 θεωρούνται λειτουργικοί 

προσδέτες των CRHR1 και CRHR2 υποδοχέων ενώ οι UCN2 και UCN3 ασκούν 

τη δράση τους µέσω του υποδοχέα CRΗR2, ο οποίος εκφράζεται ευρύτερα στην 

περιφέρεια. Η αντιφλεγµονώδης δράση των πεπτιδίων του στρες στο KNΣ έχει 

µελετηθεί διεξοδικά ενώ ο ρόλος τους στη περιφέρεια είναι ακόµη ασαφής.  

 Στην παρούσα διδακτορική διατριβή µελετήθηκε, για πρώτη φορά, ο ρόλος 

των πεπτιδίων του στρες στη βραχυπρόθεσµη ρύθµιση της προ- και 

αντιοξειδωτικής απόκρισης του ενδοθηλίου. Συγκεκριµένα, εκτιµήθηκε το 

ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο (ROS) στα ενδοθηλιακά κύτταρα σε συνάρτηση 

µε τη δραστικότητα της eNOS και της καταλάσης καθώς και οι συγκεντρώσεις του 

παραγώµενου ΝΟ, της GSH και του λόγου  GSH/GSH+GSSH, που αποτελούν 

δείκτη της δραστικότητας της GPx. Η εκτίµηση έγινε σε συνθήκες ηρεµίας των 

ενδοθηλιακών κυττάρων, µετά από προηγούµενη αύξηση του οξειδωτικού 

φορτίου µε TNF-α και σε συγκαλλιέργεια   µε µακροφάγα και ενεργοποιηµένα µε 

LPS µακροφάγα. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν  ότι, σε συνθήκες ηρεµίας των 

ενδοθηλιακών κυττάρων, η CRH κυρίως µέσω του CRHR1, προάγει την ανάπτυξη 
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ενός ήπιου προοξειδωτικού φορτίου ταυτόχρονα µε την ενεργοποίηση του 

ενζύµου καταλάση. Η αύξηση του οξειδωτικού φορτίου επιτεύχθηκε µέσω της 

αναστολής της ενεργότητας της eNOS που συνοδεύτηκε από ελάττωση του ΝΟ. 

Σε αντίθεση µε τα προς τα ανωτέρω, όταν τα ενδοθηλιακά κύτταρα είχαν 

αυξηµένο ενδοκυτταρικό φορτίο που προκλήθηκε από τον TNF-α ή από την 

συγκαλλιέργειά τους µε τα ενεργοποιηµένα και µη µακροφάγα, διαπιστώθηκε ότι 

η CRH ελάττωσε το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο αυξάνοντας τη 

δραστικότητα όλων των αντιοξειδωτικών συστηµάτων που µελετήσαµε 

(καταλάσης, eNOS, GSH). Οι ανωτέρω περιγραφείσες δράσεις της CRH 

ασκήθηκαν µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων.  

Αντίστοιχα, οι UCN1,2 και 3,  αύξησαν τη δραστικότητα της eNOS και της 

καταλάσης, χωρίς να επηρεάσουν σηµαντικά το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο 

σε συνθήκες ηρεµίας των κυττάρων. Στην περίπτωση  προεπώασης των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε TNF-α που συνοδεύτηκε από σηµαντική αύξηση των 

ROS και της καταλάσης και ελάττωση της eNOS, των επιπέδων ΝΟ, της GSH και 

του λόγου GSH/GSH+GSSG, οι UCN1, 2 και 3 επανέφεραν τις αναφερθείσες 

παραµέτρους στα προ της επώασης επίπεδα. Κατά τη συγκαλλιέργεια µε 

µακροφάγα όλες οι ουροκορτίνες ελάττωσαν το υψηλό οξειδωτικό φορτίο των 

ενδοθηλιακών κυττάρων και αύξησαν περαιτέρω την ήδη αυξηµένη ενεργότητα 

της καταλάσης χωρίς να επηρεάσουν το σύστηµα της γλουταθειόνης, ενώ τη 

δραστικότητα της eNOS αύξησαν µόνο οι UCN2 και 3. Οι ουροκορτίνες δεν 

επηρέασαν σηµαντικά τη δραστικότητα της eNOS στη συγκαλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε ενεργοποιηµένα µακροφάγα, ενώ αντίθετα 

ελάττωσαν τα αυξηµένα επίπεδα του οξειδωτικού φορτίου και της GSH καθώς και 

τη δραστικότητα της καταλάσης. Η δράση των ουροκορτινών ασκείται κυρίως 

διαµέσω του CRHR2.  

Συµπερασµατικά, τα νευροπεπτίδια του στρες της οικογένειας της 

κορτικοτροπίνης επηρεάζουν την ενδοθηλιακή λειτουργία τόσο σε συνθήκες 

ηρεµίας όσο και σε συνθήκες επίδρασης προφλεγµονωδών επαγωγέων.        
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Summary  

Inflammation is a key regulator of endothelial function. Endothelium is 

exposed to stressful stimuli and its response determines, at a great extend, the 

behavior of the arteries and the initiation of atherogenic process. Atherosclerosis 

is characterized by morphological and functional changes of endothelial, smooth 

muscle and immune cells. Under normal conditions, the local cellular interactions 

are regulated in an autocrine/paracrine way in order to retain vascular 

homeostasis. However, under the action of severe or long-term stressors, such 

as TNF-α, IL-1β and IL-6, the inflammatory response disturbs the vascular 

homeostasis. The stress system is composed from the HPA axis and the 

peripheral stress peptides such as CRH, UCN1, UCN2 and UCN3. CRH and 

UCN1 are non-selective ligands of both receptors, CRHR1 and CRHR2, while 

UCN2 and UCN3 bind selectively only to CRHR2, located mainly in the periphery. 

The above stress peptides have been studied thoroughly in the CNS. However, a 

few data exist, regarding their function in the periphery. The aim of this study was 

to investigate the role of the above mentioned stress peptides in the short term 

regulation of pro- and anti-oxidant endothelial response to stressors. 

 Macroendothelial cells were incubated, in vitro, in the presence of CRH 

and its selective receptor antagonists at basal conditions and under the influence 

of TNF-α or unstimulated and LPS-stimulated macrophages. The intracellular 

endothelial oxidative burden was estimated simultaneously with eNOS and 

catalase activity, as well as the concentration of released NO in the medium and 

in the lysates, the GSH content and the ratio of GSH/GSH+GSSG, which is a 

reliable marker of GPx activity. Our result showed that CRH, acting mainly via 

CRHR1, induced a significant increase of ROS and of catalase activity and, in the 

same time, inhibited the eNOS activity and NO production. On the contrary, when 

endothelial cells were pre-incubated with the mentioned stressors, the 

intracellular ROS content was reduced by CRH and, simultaneously, antioxidant 

enzymes were upregulated. 

Under basal conditions, UCN1, 2 and 3 increased eNOS and catalase 

activity, without affecting the intracellular ROS content. However, the exposure of 

endothelial cells to stressors was followed by a significant increase in ROS levels 

and catalase activity, and a significant decrease of NO levels, eNOS activity, 

GSH content and GSH/GSH+GSSG ratio. At this condition UCN1, 2 and 3 
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restored successfully the stressor-induced changes, when the stressor was ΤNF-

α. When endothelial cells were co-cultured with unstimulated macrophages, 

UCNs restored the increased ROS levels, the reduced eNOS activity and 

increased further catalase activity, whereas GSH concentration and 

GSH/GSH+GSSG ratio were not affected.  Under the influence of LPS-primed 

macrophages, UCNs did not alter the eNOS activity and the other antioxidant 

enzymes but catalase activity that was increased when endothelial cells were co-

culture with LPS-stimulated macrophages.  

In conclusion, the stress peptides of the corticotropin releasing hormone 

family, are involved in the inflammatory process of endothelial cells. They act as 

pro- or anti-inflammatory regulators, depending on cells’ activation state.  
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

ACTH (Αdenocorticotropin Hormone, αδρενοκορτικοτρόπος ορµόνη) 

ACE (Angiotensin converting enzyme, Ένζυµο µετατροπής της αγγειοτασίνης) 

α- MSH (α- Melanocyte Releasing Hormone, µελανοτροπίνη) 

AP-1 (Activator Protein 1)  

APC (Antigen Presenting Cell, αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο) 

AVP (Αrginin- Vasopressin Peptide, πεπτίδιο αργινίνης- βασοπρεσσίνης) 

BH4 (tetrahydrobiopterin) 

BSA (Bovine Serum Albumin, αλβουµίνη ορού βοός) 

cAMP  (cyclic Adenosine MonoPhosphate, κυκλική µονοφωσφορική αδενοσίνη) 

ConA  (Concavalin A) 

Cox (Cyclooxygenase, κυκλοοξυγενάση) 

CREB (CRE Binding protein) 

CRΗ (Corticotropin Releasing Ηormone, ορµόνη έκλυσης της κορτικοτροπίνης) 

CRΗR1 (Corticotropin Releasing Hormone Receptor 1, υποδοχέας 1 της CRΗ) 

CRΗR2 (Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2, υποδοχέας 2 της CRΗ) 

CRH-BP (CRH Binding Protein, συνδετική πρωτεΐνη της CRΗ) 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, θρεπτικό υλικό) 

DMSO (Dimethyl sulfoxide, διµεθυλσουλφοξίδιο) 

DNA (Desoribonucleic acid, δεσοξυριβονουκλεικό οξύ) 

DTT (Dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη) 

EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, αιθυλενο διαµινο τετραοξικό οξύ) 

EGF (Epidermal Growth Factor, επιδερµικός αυξητικός παράγοντας) 

ELISA  (Enzyme- Linked Immunoabsorbent Assay, ενζυµοσύνδετη ανοσοπροσροφητική 

µέτρηση) 

ERK (Extracellular signal Regulated Kinase, πρωτεϊνική κινάση που ελέγχεται από 

εξωκυττάριο σήµα) 

EW (Edinger- Westphal) 

FAM (Flavin Adenine Mononucleotide) 

FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) 

FCS (Foetal Calf Serum, ορός εµβρύου βοός) 

GPCR (G- protein Coupled Receptor, υποδοχέας που συνδέεται µε G- πρωτεΐνες) 

HIF-1a (Hypoxia inducible factor, Παράγων που ενεργοποιείται από την υποξία) 

IFN-γ (Interferon- γ, ιντερφερόνη) 

Ig (Immunoglobulin, ανοσοσφαιρίνη) 

IKK  (Ιnhibitor of nuclear factor kB kinase, αναστολέας της κινάσης του NFkB) 
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IL- (Interleukin- , ιντερλευκίνη-) 

iNOs  (inducible Nitric Oxide synthase, εκκρινόµενη συνθετάση του µονοξειδίου του 

αζώτου)  

IP3 (tri- phosphate inositol, τριφωσφορική ινοσιτόλη) 

iRNA  (interference RNA) 

JNK  (c- Jun N-terminal kinase, πρωτεϊνική κινάση που συνδέεται στο αµινοτελικό άκρο 

του c-Jun) 

ΚΝΣ (Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα) 

LPS (Lipopolysacharide, λιποπολυσακχαρίτης) 

MAPK  (Mitogen-activated protein kinase, πρωτεϊνική κινάση που ενεργοποιείται από 

µιτογόνο σήµα) 

MΜP -9 (Μetalloproteinase -9, µεταλοπρωτεϊνάση-9) 

ΝΕ (Νorepinephrine, νορεπινεφρίνη) 

NF-kB  (Nuclear Factor kB) 

NΚ cells  (Natural Killer cells, κύτταρα φυσικοί φονείς) 

ΝΚ-1 (Neurokinin -1, νευροκινίνη) 

ΝΟ (Nitric Oxide, ελεύθερη ρίζα του µονοξειδίου του αζώτου) 

NOD2 (Νucleotide- binding Οligomerization Domain protein 2) 

NPY (Neuropeptide Υ, νευροπεπτίδιο Υ) 

PACAP  (Pituitary Adenylate Cyclase-activating Polypeptide) 

PAF (Platelet Activating Factor, παράγοντας ενεργοποίησης των αιµοπεταλίων) 

PAMPs  (Pathogen Associated Molecular Patterns, µοριακά µοτίβα µικροοργανισµών) 

PBMNC (Peripheral Blood Mononuclear Cells, µονοκύτταρα από περιφερικό αίµα) 

PBS (Phosphate Buffer Saline, ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών) 

PGE2 (Prostaglandin E2, προσταγλανδίνη E2) 

PI3K (Phospho Inositol 3 Kinase, κινάση της φωσφοϊνοσιτόλης) 

PKA (Protein kinase A, πρωτεϊνική κινάση Α) 

PKC (Protein kinase C, πρωτεϊνική κινάση C) 

PLC (Phospholipase C, φωσφολιπάση C) 

PMA (Phorbol 12- myristate 10- Acetate) 

PMSF (Phenylmethylsulfonyl, φαινυλο µεθυλ σουλφονυλο φθορίδιο) 

POMC (Proriomelanocortin, προ-οπιοµελανοκορτίνη) 

PPARγ (Peroxisome Proliferators Activated Receptor-γ) 

RNA (Ribonucleic acid, ριβονουκλεϊκό οξύ) 

RNS (Reactive nitrogen species, ∆ραστικές ενώσεις αζώτου) 

ROS (Reactive Oxygen Species, ∆ραστικές ενώσεις οξυγόνου) 

TCR (T- cell Receptor, υποδοχέας των Τ- κυττάρων) 
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TGF-α (Tumor Growth Factor α) 

TIR (Toll/IL-1R) 

TLR (Toll- like Receptor) 

TNF-α (Tumor Necrosis Factor –α, ογκονεκρωτικός παράγοντας α) 

TXB2 (Thromboxane, θροµβοξάνη) 

UCN (Urocortin, ουροκορτίνη) 

VIP (Vasoactive Intestinal Peptide, αγγειοενεργό εντερικό πεπτίδιο) 

VP (Vasopressin, βασοπρεσσίνη) 

ΥΥΕ (Υποθάλαµο- υποφυσιο- επινεφριδιακός άξονας) 
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1. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

1.1 Ο µηχανισµός του στρες 

1.1.1  ∆ιατήρηση της οµοιοστασίας 

Η διατήρηση της οµοιοστασίας στον οργανισµό  είναι απαραίτητη για τη 

ζωή. Αυτή η πολύπλοκη και δυναµική ισορροπία συνεχώς απειλείται από 

εσωτερικά ή εξωγενή αίτια, τα κοινώς αποκαλούµενα στρεσογόνα ερεθίσµατα. 

Κατά συνέπεια το στρες ορίζεται ως µια κατάσταση όπου απειλείται η 

οµοιοστασία του οργανισµού και αντισταθµίζεται από ένα σύνθετο ρεπερτόριο 

φυσιολογικών αντιδράσεων που επαναφέρουν την οµοιοστασία (αντίδραση 

προσαρµοσµένη στο στρες). Η αντίδραση στο στρες χαρακτηρίζεται από την 

ενεργοποίηση εξειδικευµένων νευροενδοκρινών, κυτταρικών και µοριακών 

υποσυστηµάτων (σύστηµα στρες) που εντοπίζονται στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα και στην περιφέρεια. Η προσαρµοσµένη αντίδραση σε κάθε µορφής 

στρες καθορίζεται από την πολυπλοκότητα των γενετικών, περιβαλλοντικών και 

αναπτυξιακών παραγόντων. Τυχόν αλλαγές στην ικανότητα απόκρισης στο 

στρες, όπως για παράδειγµα οι ανεπαρκείς, εκτεταµένες και παρατεταµένες 

αντιδράσεις, οδηγούν δυνητικά στην εµφάνιση ασθενειών. Επιπλέον 

παρατεταµένες χρονικά εκθέσεις σε στρες έχουν αντίθετο αποτέλεσµα σε ένα 

σύνολο φυσιολογικών λειτουργιών όπως η ανάπτυξη, η αναπαραγωγή, ο 

µεταβολισµός, η ανοσοεπάρκεια και κατ’ επέκταση η ανάπτυξη της 

προσωπικότητας και της συµπεριφοράς. Η εµβρυική ζωή, η παιδική ηλικία και 

ορισµένες περίοδοι της ενήλικης ζωής, χαρακτηρίζονται ως ιδιαίτερα ευπαθείς 

στο στρες.  

Το σύστηµα του στρες λαµβάνει και ενσωµατώνει µια µεγάλη ετερογένεια 

νευροαισθητικών, αιµατογενών και κινητικών (µεταιχµιακών) σηµάτων, που 

καταφθάνουν µέσω συγκεκριµένων και διακριτών µονοπατιών. Η οξεία 

ενεργοποίηση του συστήµατος του στρες οδηγεί σε µια συσσώρευση αλλαγών 

που κατατείνει στη διατήρηση της οµοιοστασίας του οργανισµού. Αυτές οι 

αλλαγές αποτελούν αντιδράσεις προσαρµογής που ευνοούν την επιβίωση του 

οργανισµού.  Καθώς η ένταση του στρεσογόνου ερεθίσµατος αυξάνεται, η 

εξειδίκευση της αντίδρασης µειώνεται και τελικά οδηγεί σε ένα φαινότυπο µη 

ειδικών αποκρίσεων.  
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Η φυσική προσαρµογή στο στρες προάγει την ανακατανοµή της ενέργειας, 

ούτως ώστε ο οργανισµός να ανταπεξέλθει στο στρες. Κατά συνέπεια το οξυγόνο 

και τα διάφορα θρεπτικά στοιχεία εκτρέπονται προς το κεντρικό νευρικό σύστηµα 

και τις περιοχές του σώµατος που δέχονται στρεσογόνα ερεθίσµατα, εφόσον εκεί 

κρίνεται απαραίτητη η ύπαρξή τους. Η αύξηση του καρδιαγγειακού τόνου, του 

ρυθµού της αναπνοής και του ενδιάµεσου µεταβολισµού (γλυκονεογένεση, 

λιπόλυση) λειτουργούν προς όφελος της µεταφοράς ζωτικών υποστρωµάτων για 

την παραγωγή ενέργειας, ενώ λειτουργίες όπως η χώνευση, η αναπαραγωγή, η 

ανάπτυξη και η ανοσία προσωρινά αναστέλλονται.   

Στο πλαίσιο διατήρησης των προσαρµοστικών µηχανισµών του στρες 

εντός ενός πλαισίου, ενεργοποιούνται παράλληλα περιοριστικοί µηχανισµοί µε 

σκοπό να αποτραπεί η υπερβολική αντίδραση. Η αδυναµία των περιοριστικών 

µηχανισµών να διατηρήσουν την απόκριση στο στρες, εντός των 

«φυσιολογικών» ορίων, οδηγεί σε νόσηση [1]. Σύµφωνα µε την υπόθεση του 

Walter Cannon, η απόκριση στο στρες είναι ένας προσαρµοστικός 

ψυχοφυσιολογικός µηχανισµός που εξελίχθηκε ούτως ώστε ο οργανισµός να 

αντιδρά σε µια οξεία εξωγενή ή ενδογενή βιολογική απόκλιση άµεσα και έντονα, 

και σε µια  χρόνια κατάσταση στρες εξοικονοµώντας ενέργεια. Κατά την εξέλιξη 

της ζωής, οι στρεσογόνοι παράγοντες άλλαξαν και κατά συνέπεια δεν 

αφορούσαν µόνο την επιβίωση του ατόµου. Οι παθοφυσιολογικές αλλαγές που 

έχουν ως αρχή το στρες, οδηγούν σε νοσήµατα όπως οι φλεγµονώδεις παθήσεις, 

οι αυτοάνοσες διαταραχές και οι αλλεργίες [2] .  

Αν και συνολικά το κεντρικό νευρικό σύστηµα εµπλέκεται άµεσα ή έµµεσα 

στη διατήρηση της εσωτερικής οµοιόστασης και συµµετέχει στην οργάνωση της 

απόκρισης στο στρες, συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου κατέχουν κρίσιµο 

ρόλο σε αυτούς τους µηχανισµούς. Η αντίδραση προσαρµογής στο στρες 

χαρακτηρίζεται από την ενεργοποίηση δύο αξόνων, του υποθαλαµο-

υποφυσιακού-επινεφριδιακού (ΥΥΕ) άξονα και του άξονα του συµπαθητικού 

συστήµατος ο οποίος περιλαµβάνει πυρήνες του ΚΝΣ, προγαγγλιακές 

συµπαθητικές ίνες και το µυελό των επινεφριδίων. Τα κεντρικά στοιχεία του 

συστήµατος στρες, βρίσκονται στον υποθάλαµο και το εγκεφαλικό στέλεχος και 

περιλαµβάνουν τους νευρώνες της  κορτικοτρόπου εκλυτικής ορµόνης (CRH) και 

τους νευρώνες της  αργινίνης-βασοπρεσσίνης (AVP) του παρακοιλιακού 

(paraventricular, PVN) πυρήνα του υποθαλάµου, και τους CRH νευρώνες στην 
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περιοχή του προµήκους και του υποµέλανα τόπου (Locus Ceruleus, LC) και 

άλλων κατεχολαµινεργικών οµάδων κυττάρων του προµήκη και του στελέχους 

(κεντρικό συµπαθητικό σύστηµα). Οι περιφερειακές οµάδες του άξονα ΥΥΕ και 

του απαγωγού συµπαθητικού νευρικού συστήµατος, αντιπροσωπεύουν τα 

περιφερειακά τµήµατα αυτού του σύνθετου συστήµατος [1] . 

 

 

 

1.1.2 Ο ΥΥΕ άξονας 

Η ακεραιότητα του ΥΥΕ άξονα (Υποθάλαµο- Υποφυσιο- Επινεφριδιακός 

άξονας) και η ακριβής ρύθµιση της λειτουργίας του, είναι κρίσιµες για την επιτυχή 

απόκριση σε οποιασδήποτε µορφής στρες, καθώς ο άξονας είναι ζωτικό σκέλος 

του συστήµατος του στρες. Στο επίπεδο του υποθαλάµου, η CRH εκλύεται στο 

υποφυσιακό πυλαίο φλεβικό σύστηµα και δρα ως αρχικός ρυθµιστής της 

πρωταρχικής έκκρισης ACTH από την υπόφυση. Η πρόσδεση της CRH στον 

CRHR1 των κορτικοτρόφων κυττάρων της υπόφυσης διεγείρει την έκκριση της 

ACTH, ενώ η AVP λειτουργεί ως ισχυρός συνεργατικός παράγοντας της CRH, 

αλλά µε χαµηλότερη διεγερτική ικανότητα έκκρισης ACTH. Σε µη στρεσογόνες 

συνθήκες, αµφότερα οι υποθαλαµικοί παράγοντες  (CRH και η AVP) εκκρίνονται 

στο πυλαίο σύστηµα µε τη µορφή ταυτόχρονων περιοδικών κυµάτων 

διατηρώντας τον κιρκάδιο ρυθµό. Απόρροια της ανωτέρω συµπεριφοράς είναι τα 

αυξηµένα επίπεδα της ACTH  και κορτιζόλης πλάσµατος τις πρωινές ώρες. Ο  

ρυθµός απελευθέρωσης CRH και AVP αυξάνεται σε συνθήκες στρες. 

 

 

1.1.3 Τα γλυκοκορτικοειδή 

Τα γλυκοκορτικοειδή είναι το τελικό προϊόν της ενεργοποίησης του ΥΥΕ 

άξονα. Πρόκειται για ορµόνες µε πλειοτρόπους δράσεις οι οποίες ασκούνται 

µέσω των σχεδόν παντού κατανεµηµένων υποδοχέων τους, ενδοκυτταρικά. Ο µη 

ενεργός υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα, στη 

µορφή ετεροολιγοµερούς µε πρωτεΐνες θερµικού σοκ και ανοσοφιλίνες. Κατόπιν 

επίδρασης του προσδέµατος, οι υποδοχείς γλυκοκορτικοειδών αποδεσµεύονται 

από το υπόλοιπο ετεροολιγοµερές και µετατοπίζονται στον πυρήνα όπου 

αλληλεπιδρούν µε συγκεκριµένες γονιδιακές περιοχές (GRE, glucocorticoid 
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responsive elements) που ρυθµίζουν την έκφραση διαφόρων γονιδίων. 

Ειδικότερα, οι ενεργοποιηµένοι υποδοχείς αναστέλλουν, µε αντιδράσεις 

πρωτεΐνης µε πρωτεΐνη, σηµαντικούς µεταγραφικούς παράγοντες, όπως το 

ετεροδιµερές c-jun/c-fos, που µαζί µε άλλους παράγοντες ρυθµίζουν την 

ενεργοποίηση γονιδίων του ανοσολογικού συστήµατος, και τον NF-kB που είναι 

µείζονος σηµασίας στην ανοσολογική και φλεγµονώδη αντίδραση.  

Τα γλυκοκορτικοειδή κατέχουν βασικό ρόλο στον έλεγχο του ΥΥΕ άξονα 

και της δραστικότητάς τους και στον τερµατισµό της αντίδρασης του στρες καθώς 

δρουν σε εξωυποθαλαµικά ρυθµιστικά κέντρα, τον υποθάλαµο και την υπόφυση. 

Η αρνητική ανατροφοδότηση που ασκούν στην έκκριση ACTH έχει ως 

αποτέλεσµα την ελάττωση της έκθεσης του οργανισµού στη δράση των 

γλυκοκορτικοειδών και έτσι µειώνεται η καταβολική, λιπογενής, 

αντιαναπαραγωγική και ανοσοκατασταλτική επίδραση αυτών των ορµονών. 

Υπάρχουν δύο τύποι υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών στο ΚΝΣ: Ι και ΙΙ. Ο τύπος Ι 

αποκρίνεται σε χαµηλά επίπεδα γλυκοκορτικοειδών, ενώ ο τύπος ΙΙ αποκρίνεται 

σε υψηλότερα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών και σε συνθήκες υψηλού στρες, όπου 

ενεργοποιεί ή αναστέλλει κάποια συστήµατα. Η αρνητική ανατροφοδότηση 

έκκρισης CRH και AVP γίνεται µέσω των υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών τύπου ΙΙ 

[1] .  

 

 

 

1.2 Νεύρο-ενδοκρινικό σύστηµα – Νευροπεπτίδια της οικογένειας του CRH 

1.2.1 Νευροπεπτίδια 

Τα νευροπεπτίδια βρίσκονται αποθηκευµένα στις απολήξεις των νευρικών 

κυττάρων σε κοινά εκκριτικά κοκκία µε τους νευροδιαβιβαστές. Εκκρίνονται σε 

απάντηση νευρικών διεγέρσεων και επιδρούν στις λειτουργίες άλλων κυττάρων, 

δηλαδή δρουν ως χυµικά µηνύµατα τόσο στο ΚΝΣ (κεντρικό νευρικό σύστηµα) 

όσο και στην περιφέρεια. 

 Πεπτίδια προερχόµενα από το πρόδροµο µόριο της προ-οπιο-

µελανοκορτικοτροπίνης (POMC), όπως η β-ενδορφίνη, οι εγκεφαλίνες και οι 

δυνορφίνες, ανήκουν στα νευροπεπτίδια της υπόφυσης και πιο ειδικά 

χαρακτηρίζονται ως οπιοειδή πεπτίδια. Νευροπεπτίδια όπως η ορµόνη έκλυσης 

της κορτικοτροπίνης CRΗ (Corticotropin Releasing Hormone) και τα συγγενή 
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πεπτίδια ουροκορτίνες (UCN1, UCN2, UCN3), αλλά και πολλά άλλα, µεταξύ των 

οποίων, η ουσία P (Substance P), το νευροπεπτίδιο Υ (NPY), το εντερικό 

αγγειοδραστικό πεπτίδιο (VIP) (Vasoactive intestinal peptide), το PACAP 

(Pituitary Adenylate Cyclase-activating Polypeptide) και η νευροτενσίνη, ανήκουν 

στα νευροπεπτίδια του στρες, όπως έχουν χαρακτηριστεί, εξαιτίας του 

σηµαντικού ρόλου που έχουν στην ρύθµιση και λειτουργία του µηχανισµού 

απάντησης στο στρες. 

 

 

1.2.2 Ο υποθάλαµο- υποφυσιο- επινεφριδιακός (ΥΥΕ) άξονας    

 Καταστάσεις στρες ενεργοποιούν τον ΥΥΕ άξονα. Η CRH που συντίθεται 

στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάµου ελευθερώνεται από τις νευρικές 

απολήξεις των υποθαλαµικών νευρώνων και φθάνει στην υπόφυση µέσω της 

πυλαίας κυκλοφορίας. Στην  υπόφυση η CRH διεγείρει την παραγωγή και 

έκκριση της  κορτικοτροπίνης (ACTH), η οποία µέσω της κυκλοφορίας φθάνει 

στα επινεφρίδια όπου προκαλεί την έκκριση των γλυκοκορτικοειδών από τη 

φλοιώδη µοίρα τους. Η έκκριση γλυκοκορτικοειδών από τα επινεφρίδια αποτελεί 

το τελικό στάδιο ενεργοποίησης του ΥΥΕ άξονα.  

 Η υποθαλαµική ορµόνη  CRΗ διεγείρει παράλληλα τον υποµέλανα τόπο, 

στον προµήκη µυελό, που  οδηγεί στην απελευθέρωση νορεπινεφρίνης (ΝΕ), 

από ένα εξαιρετικά πυκνό δίκτυο νευρώνων σε ολόκληρο των εγκέφαλο και την 

ενεργοποίηση του περιφερικού συµπαθητικού συστήµατος που συνοδεύεται από 

την έκκριση κατεχολαµινών από τον µυελό των επινεφριδίων. 

 Η διέγερση του συµπαθητικού ενεργοποιεί το σύστηµα ρενίνης- 

αγγειοτασίνης. Η αγγειοτασίνη-ΙΙ (Ang-II) που παράγεται είναι ισχυρός 

αγγειοσυσπαστικός παράγοντας και συµβάλλει ενεργά στη διατήρηση του 

αγγειακού χώρου σε καταστάσεις στρες. Επιπλέον,  στο ΚΝΣ ενεργοποιεί την 

υποθαλαµική έκκριση της CRH και κατ’ ακολουθίαν της κορτιζόλης.  

 Η δραστηριότητα του ΥΥΕ ακολουθεί κιρκαδικό ρυθµό κατά τη διάρκεια 

του 24ωρου. Στους ανθρώπους, η συγκέντρωση των γλυκοκορτικοειδών του 

πλάσµατος έχει την υψηλότερη τιµή λίγο πριν από την έγερση και τη χαµηλότερη 

τις βραδινές ώρες. Στα ποντίκια, που είναι πιο δραστήρια τη νύχτα, συµβαίνει το 

αντίθετο.  
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 Η διέγερση του ΥΥΕ άξονα αναστέλλεται από τα γλυκοκορτικοειδή µέσω 

αναστολής της έκκρισης ACTH και συγκεκριµένα µέσω αναστολής  της σύνθεσης 

της CRΗ στον παρακοιλιακό πυρήνα του υποθαλάµου. Επιπλέον, τα 

γλυκοκορτικοειδή ρυθµίζουν αρνητικά την ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα και 

µέσω υποδοχέων τους σε ειδικές περιοχές του ΚΝΣ, όπως ο ιππόκαµπος, η 

αµυγδαλή και οι νοραδρενεργικοί πυρήνες του προµήκους  [3]. 

 

 

 

1.3 Η οικογένεια των πεπτιδίων του στρες 

Η οικογένεια των πεπτιδίων CRΗ (εικόνα 1) περιλαµβάνει τα πεπτίδια 

ουροτενσίνη 1 (urotensin1, στους ιχθείς), sauvagine (στα αµφίβια), CRΗ και 

ουροκορτίνες (UCN1, UCN2, UCN3) στα θηλαστικά. Πρόκειται για οµόλογα 

πεπτίδια που διατηρούν σε σηµαντικό βαθµό την αµινοξική ακολουθία. 

 

 

 

Εικόνα 1.  Οµοπαράθεση των µελών της οικογένειας των πεπτιδίων του στρες. 

Επισηµαίνονται τα αµινοξέα που είναι οµόλογα µεταξύ των µελών της οικογενείας των 

πεπτιδίων. Το ανθρώπινο πεπτίδιο που σχετίζεται µε την στρεσκοπίνη (hSRP) και η 

ουροκορτίνη 2 (UCN ΙΙ) είναι πανοµοιότυπα.  Η ανθρώπινη στρεσκοπίνη (hSCP) και η 

ανθρώπινη ουροκορτίνη 1 (UCN1) έχουν οµόλογες ακολουθίες. Συντοµογραφίες: h, 

human; m,mouse; o, ovine; SVG, sauvagine [4]. 

 

 

Πεπτίδιο Ακολουθία      Μήκος % Οµολογία 
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1.3.1 Ορµόνη έκλυσης της κορτικοτροπίνης (CRΗ) 

Η ορµόνη έκλυσης της κορτικοτροπίνης (CRΗ), ένα πεπτίδιο 41 

αµινοξέων, αποµονώθηκε από τον Vale και τους συνεργάτες του το 1981 [5] . 

Αναγνωρίστηκε αρχικά ως υποθαλαµικό νευροπεπτίδιο και κύριος ρυθµιστής του 

ΥΥΕ άξονα. Εκτός από τον υποθάλαµο, έχει ανιχνευτεί σε πολλά σηµεία του ΚΝΣ 

και του εγκεφάλου (ρινεγκέφαλος, υπόφυση, φλοιός εγκεφάλου, βασικά γάγγλια, 

ιππόκαµπος, γέφυρα, παρεγκεφαλίτιδα, νωτιαίος µυελός), όπου η δράση του 

αφορά αυτόνοµες λειτουργίες και συµπεριφορές που επάγονται από το στρες  [6, 

7, 8]. Στην περιφέρεια, mRNA της CRΗ έχει βρεθεί στον πλακούντα, τους 

πνεύµονες, το ήπαρ, το στοµάχι και έντερο, το πάγκρεας, τα επινεφρίδια, το θύµο 

αδένα, το δέρµα, τις αµυγδαλές τον σπλήνα και το ενδοθήλιο [9, 10, 11]. 

Επιπλέον, CRΗ έχει ανιχνευτεί σε νεοπλασµατικούς ιστούς, όπως νεοπλάσµατα 

των πνευµόνων και του µαστού, το καρκινοειδές του θύµου και σε κακοήθεις 

όγκους του µυελού των επινεφριδίων [12, 13] . Τα τελευταία χρόνια τα δεδοµένα 

που αφορούν στις δράσεις της  CRΗ στην περιφέρεια συνηγορούν υπέρ ενός 

ευρύτερου ρυθµιστικού ρόλου της στο στρες οποιασδήποτε µορφής (φλεγµονή, 

εγκυµοσύνη κ.α.) [14, 15, 16]. 

 

 

1.3.2 Urocortins (UCNs)  

Η UCN1 [17] που αποτελείται από µία αλληλουχία 40 αµινοξέων, 

παρουσιάζει οµολογία µε την ανθρώπινη CRΗ, γύρω στο 45%, ενώ έχει ακόµα 

µεγαλύτερη οµοιότητα µε την urotensin1 των ιχθύων (63%).  

Η έκφραση της UCN1 στον εγκέφαλο συµπίπτει ελάχιστα µε αυτήν της 

CRΗ. Μεταξύ των ειδών έχουν αναφερθεί διαφορές στην κατανοµή του mRNA 

και του πεπτιδίου της UCN1 στον εγκέφαλο [18]. Πάντως, αν και ορισµένα σηµεία 

του ΚΝΣ εκφράζουν σε σηµαντικά επίπεδα το πεπτίδιο της UCN1 (ιππόκαµπος, 

µικρός πληθυσµός νευρώνων του µετωπιαίου φλοιού, περιοχή Edinger-

Westphal) [19], περισσότερο ευρεία είναι η έκφραση της στην περιφέρεια. Το 

πεπτίδιο UCN1 έχει ανιχνευτεί στην υπόφυση, στο γαστρεντερικό σωλήνα, στις 

αµυγδαλές, στα µυοκύτταρα της καρδιάς, στο θύµο αδένα, στο σπλήνα, στους 

πνεύµονες στον πλακούντα και στα νεφρά [20]. Πρόσφατα ανιχνεύτηκε στο 

δέρµα [21] και στο λιπώδη ιστό [22].  
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H UCN2 ή stresscopin- related peptide [23], ένα πεπτίδιο 38 αµινοξέων, 

εκφράζεται σε πολύ συγκεκριµένες περιοχές στον εγκέφαλο. Στον ποντικό 

εντοπίζεται στο µακροκυτταρικό τµήµα του παρακοιλιακού πυρήνα του 

υποθαλάµου, τον υπεροπτικό και τοξοειδή πυρήνα και τους κινητικούς πυρήνες 

του στελέχους και του νωτιαίου µυελού. 

 Στην περιφέρεια, mRNA της UCN2 ανιχνεύεται στην καρδιά, τα 

επινεφρίδια, σε  κύτταρα του αίµατος, σε ανθρώπινα κύτταρα ενδοµήτριου, στο 

δέρµα [24] και στο σκελετικό µυ [25]. Είναι χαρακτηριστικό ότι UCN2 mRNA δεν 

εκφράζεται στην υπόφυση.  

H UCN3 ή stresscopin [26] επίσης αποτελείται από 38 αµινοξέα. 

Εκφράζεται σε περιοχές του ΚΝΣ όπως ο υποθάλαµος, ο µέσος πυρήνας της 

αµυγδαλής και το στέλεχος [27]. Στην περιφέρεια mRNA της UCN3 ανιχνεύτηκε 

στους µύες, στο δέρµα, στα επινεφρίδια [28], στον γαστρεντερικό σωλήνα [29], 

στην καρδιά [30], στα β- κύτταρα στο πάγκρεας [31] και στο λιπώδη ιστό [22].  

 

 

 

1.3.3 Χαρακτηριστικά και ρύθµιση των γονιδίων CRΗ και UCN   

Και τα δύο γονίδια αποτελούνται από δύο εξόνια και ένα ιντρόνιο. Το 

ιντρόνιο του γονιδίου της UCN1 έχει µέγεθος 260bp και διαφέρει ελάχιστα µεταξύ 

των διαφόρων θηλαστικών. Από την άλλη το ιντρόνιο της CRΗ είναι αρκετά 

µεγαλύτερο (700- 800 bp) και το ακριβές µέγεθος ποικίλει ανάµεσα στα είδη. Τα 

προ- πεπτίδια και των δύο κωδικοποιούνται από το αντίστοιχο δεύτερο εξόνιο, 

ενώ το πρώτο εξόνιο περιέχει το µεγαλύτερο µέρος της 5΄- µη µεταφραζόµενης 

περιοχής [32]. Τα γονίδια της CRΗ και της UCN περιέχουν παρόµοιες θέσεις 

πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στους υποκινητές τους. Για παράδειγµα 

και τα δύο έχουν θέση CRE και µια τύπου- NRSE/RE1 ακολουθία. Ωστόσο, ενώ 

η CRH έχει αυτή την αρνητική ρυθµιστική ακολουθία τύπου- NRSE/RE1 στο 

ιντρόνιο, στην UCN βρίσκεται πριν την TATA αλληλουχία.  

Έχει δειχθεί ότι στον υποθάλαµο προηγείται φωσφορυλίωση του CREB 

(CRE binding protein) πριν την ενεργοποίηση της έκφρασης της CRΗ [33]. 

Μελέτες σε κύτταρα PC12, για τη ρύθµιση της έκφρασης της UCN1 από τον 

CREB, υποστηρίζουν ανάλογο λειτουργικό ρόλο του CRE στον υποκινητή της 

UCN [32]. Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι το REST/NRSF ρυθµίζει την έκφραση της 
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CRΗ [34], ενώ η αλληλουχία τύπου- NRSE/RE1 στον υποκινητή της UCN 

φαίνεται να ρυθµίζει αρνητικά την έκφρασή της [32] . 

Και τα δύο γονίδια περιέχουν θέσεις πρόσδεσης για τον µεταγραφικό 

παράγοντα Brn-2. Μάλιστα έχει δειχθεί ότι ο Brn-2 ρυθµίζει την έκφραση της 

CRΗ [35]. Όσον αφορά την UCN δεν υπάρχει ανάλογη πληροφορία. 

Επιπλέον, τα γονίδια των πεπτιδίων της οικογένειας της CRH περιέχουν 

στοιχεία απόκρισης των γλυκοκορτικοειδών. Έχει αναφερθεί ρύθµιση του mRNA 

της UCN1 στο θύµο αδένα από χορήγηση κορτικοστερόνης, άλλα και αύξηση της 

µεταγραφής της UCN2 σε περιφερικούς ιστούς από γλυκοκορτικοειδή [36].  

 

 

 

1.4 Υποδοχείς CRΗ 

1.4.1 Οι υποδοχείς CRHR1 και CRHR2 

Τα πεπτίδια του στρες προσδένονται σε δύο υποδοχείς, τον CRΗR1 [37] 

και τον CRΗR2 [38], οι οποίοι παρουσιάζουν περίπου 70% αµινοοξική οµολογία. 

Στους τελεοϊχθύες έχει αποµονωθεί και ένας τρίτος CRΗ υποδοχέας (CRΗR3) ο 

οποίος είναι περίπου 85% οµόλογος µε τον CRΗR1 [39]. Πρόκειται για υποδοχείς 

που συνδέονται µε G πρωτεΐνες (GPCRs) και έχουν το τυπικό πρότυπο των 7 

διαµεµβρανικών περιοχών. Το µεγαλύτερο ποσοστό οµολογίας παρουσιάζεται 

στο διαµεµβρανικό και ενδοκυττάριο τµήµα τους (80-85%), ενώ το εξωκυττάριο 

τµήµα και ειδικά το Ν- τελικό άκρο παρουσιάζει µόλις 40% οµολογία στην 

αµινοοξική αλληλουχία. Οι δύο αυτοί υποδοχείς  κωδικοποιούνται από δύο 

διαφορετικά γονίδια και µπορούν να υπάρξουν σε περισσότερες µορφές που 

προκύπτουν από εναλλακτικό µάτισµα. Παρουσιάζουν διαφορετική κατανοµή 

στους διάφορους ιστούς και διαφορετικές φαρµακολογικές ιδιότητες όσον αφορά 

τους προσδέτες τους (εικόνα 2).  
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Εικόνα 2. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πεπτιδίων του στρες και των υποδοχέων τους. 

Οι CRHRs ρυθµίζουν ένα σηµαντικό αριθµό φυσιολογικών αντιδράσεων [4]. 

 

Τόσο η CRΗ όσο και η UCN1 θεωρούνται λειτουργικοί προσδέτες των 

CRH υποδοχέων. Οι UCNs προσδένονται µε 100 φορές µεγαλύτερη συγγένεια 

στον CRΗR2 απ’ ότι η CRΗ [40]. Είναι ενδιαφέρον ότι η UCN1 εµφανίζει 6 φορές 

µεγαλύτερη συγγένεια για τον CRΗR1 και 40 φορές µεγαλύτερη για τον CRΗR2 

σε σχέση µε τη CRΗ. Τα πεπτίδια UCN2 και την UCN3 προσδένονται 

αποκλειστικά και µε µεγάλη συγγένεια στον CRΗR2  [23, 26]. Το γεγονός πάντως 

ότι η συγγένεια της UCN3 για τον CRΗR2 είναι 10 φορές περίπου µικρότερη από 

τις αντίστοιχες της UCN1 ή της UCN2 δηµιουργεί υπόνοιες για την ύπαρξη τρίτου 

CRΗ υποδοχέα στα θηλαστικά [41]. 

Έχουν ανιχνευθεί αρκετές διαφορετικές µορφές του  CRΗR1, πλην όµως 

µόνο µία βρέθηκε να είναι λειτουργική [42]. Ο CRΗR1 εκφράζεται σε διάφορες 

περιοχές του κεντρικού νευρικού συστήµατος (κυρίως φλοιό, στέλεχος, 

ιππόκαµπο, αµυγδαλή, υπόφυση). Η έκφρασή του στον υποθάλαµο επάγεται 

από το στρες [43].  

Στην περιφέρεια, αν και τα επίπεδα έκφρασης είναι χαµηλότερα, 

εντοπίζεται στις αµυγδαλές, τις  ωοθήκες, τον σπλήνα, τα επινεφρίδια, το δέρµα, 

το γαστρεντερικό σύστηµα [44] και το λιπώδη ιστό [22].  

↑ Όρεξη 
↓ Μαθησιακή Ικανότητα 

↑ ΥΥΕ – Άξονας 
↑ Άγχος 
↑ Κατάθλιψη 
↓ Όρεξη 
↑ Φλεγµονώδης Απόκριση 

↓ Όρεξη 
↓ Γαστρική κένωση 
↓ Άγχος 
↓ Κατάθλιψη 
↑ Αγγειοδιαστολή 
↓ Αρτηριακή Πίεση 
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Τρεις λειτουργικές µορφές του CRΗR2, οι οποίες διαφέρουν µόνο στο 

εξωκυττάριο Ν- τελικό άκρο τους, είναι γνωστές. Ο CRΗR2a, εκφράζεται κυρίως 

στον εγκέφαλο (υποθάλαµος, πλάγιο διάφραγµα, ραφιοειδής πυρήνας στον 

µεσεγκέφαλο, οσφρητικός βολβός) και στην υπόφυση [45]. Ο CRΗR2b 

ανιχνεύεται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (χοριοειδές πλέγµα, εγκεφαλικές 

αρτηρίες), αλλά κατά κύριο λόγο στην περιφέρεια (καρδιά, σκελετικός µυς, 

γαστρεντερικός σωλήνας) [46]. mRNA του CRΗR2 βρέθηκε επίσης στους 

πνεύµονες, στον σπλήνα, στο θύµο αδένα, στο δέρµα και στο λιπώδη ιστό. Ο 

CRΗR2c έχει ανιχνευθεί µόνο στην µεταιχµιακή περιοχή του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος του ανθρώπου [47]. Υποδοχείς CRΗ εκφράζονται επίσης, σε υψηλό 

ποσοστό, σε διάφορα νεοπλάσµατα στον άνθρωπο [48, 49].  

 

 

 

1.4.2 sCRHR2a (soluble CRF 2a) 

Πρόσφατα αναφέρθηκε η ύπαρξη µίας διαλυτής µορφής του υποδοχέα 

CRΗR2 στον εγκέφαλο ποντικού, o sCRΗ2a [50]. Πρόκειται για προϊόν 

εναλλακτικού µατίσµατος (splice variant) του mRNA του CRΗR2 στο οποίο λείπει 

το εξόνιο 6 (εικόνα 3). Η χηµική συγγένεια του για τα πεπτίδια CRΗ και UCN1 

είναι µεγάλη και η ύπαρξή του µεταβάλλει την ικανότητα των CRΗ και UCN1 να 

επάγουν το  cAMP σε κύτταρα που εκφράζουν υποδοχείς CRΗ. 
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Εικόνα 3. Το γονίδιο του CRFR2 στον ποντικό. Σχηµατική περιγραφή των δύο γνωστών 

λειτουργικών υπότυπων, CRFR2β και CRFR2α (δεύτερη και τρίτη σειρά), και της διαλυτής  

µορφής  sCRFR2a (τέταρτη σειρά) του γονιδίου του υποδοχέα [50]. 

 

 

1.4.3 CRΗ – binding protein (CR Η-BP) 

Εκτός από τους υποδοχείς CRΗR1 και CRΗR2, τα πεπτίδια του στρες 

προσδένονται στην CRΗ-BP, µια γλυκοπρωτεΐνη 37-kDa. Το σύµπλοκο της 

CRΗ-BP µε τα πεπτίδια δεν έχει βιολογική δραστικότητα [51]. Έτσι, η δράση της 

CRΗ-BP αναστέλλει την βιολογική δραστικότητα των πεπτιδίων του στρες και 

θεωρείται ότι ο ρόλος της αφορά τη ρύθµιση της δράσης τους [52]. Στον 

άνθρωπο η CRΗ-BP εκφράζεται σε περιοχές του εγκεφάλου (φλοιός, αµυγδαλή, 

υποθάλαµος), αλλά συντίθεται και στην περιφέρεια, όπως στον πλακούντα, στο 

ήπαρ και στα επινεφρίδια, και εκλύεται στην κυκλοφορία [53].  

 

 

 

1.4.4 Ανταγωνιστές των υποδοχέων CRΗ  

Τα τελευταία χρόνια πλήθος ερευνητικών εργασιών στοχεύουν στην 

µελέτη των µοριακών δοµών των υποδοχέων CRΗ και της αλληλεπίδρασης µε 

τους προσδέτες τους µε σκοπό τη δηµιουργία ανταγωνιστών. ∆εδοµένων των 

φυσιολογικών και παθοφυσιολογικών δράσεων των πεπτιδίων του στρες κάτι 

τέτοιο αποτελεί αντικείµενο εξαιρετικού ενδιαφέροντος και σηµασίας. 

Ο πρώτος ανταγωνιστής που περιγράφηκε ήταν ο α-helical CRΗ(9-41) [54]. 

Ακολούθησαν διάφορες µοριακά τροποποιηµένες µορφές του α-helical CRΗ(9-41), 

[55] µέχρι τη δηµιουργία της astressin [56], η οποία ήταν 30 φορές πιο ικανή από 

τους προηγούµενους ανταγωνιστές στην αναστολή της έκκρισης της ACTH. Μια 

µικρή µοριακή τροποποίηση της τελευταίας έδωσε την Astressin B έναν ισχυρό 

ανταγωνιστή µακράς διαρκείας και των δύο υποδοχέων CRΗ, και στη συνέχεια 

την Astressin-2B, η οποία προσδένεται αποκλειστικά στον CRΗR2 [57]. 

Παράλληλα, περιγράφηκε, από ένα άλλο εργαστήριο, η δηµιουργία ενός ειδικού 

για τον υποδοχέα CRΗR2 ανταγωνιστή, της anti-sauvagine-30 [58].  
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Εκτός των πεπτιδικών ανταγωνιστών των υποδοχέων CRΗ, οι οποίοι 

εξελίσσονται συνεχώς, υπάρχουν και αρκετοί µη πεπτιδικοί ανταγωνιστές όπως η 

antalarmin και το ανάλογο CP-154,526 (CRΗR1 ανταγωνιστές). Η µη πεπτιδική 

φύση των τελευταίων παρέχει κάποια πλεονεκτήµατα στη χρήση τους, καθώς δεν 

έχουν τη δυνατότητα να επάγουν βιολογικές δράσεις από µόνοι τους. 

 

 

1.4.5 Σηµατοδότηση υποδοχέων που συνδέονται µε G-πρωτεΐνες  

Όπως προαναφέρθηκε, οι υποδοχείς CRΗ ανήκουν στην κατηγορία των 

υποδοχέων που συνδέονται µε G πρωτεΐνες (G-protein coupled receptors, 

GPCRs). Έχουν το χαρακτηριστικό µοτίβο των 7 διαµεµβρανικών α-ελίκων. Όταν 

δηµιουργηθεί το σύµπλοκο υποδοχέα-προσδέτη, η αλλαγή στη 

στερεοδιαµόρφωση του υποδοχέα ενεργοποιεί την τριµερή G πρωτεΐνη µε την 

οποία βρίσκεται σε επικοινωνία. Η ενεργοποίηση αυτή έγκειται οµοίως σε αλλαγή 

της διαµόρφωσης του µορίου της G πρωτεΐνης, ώστε να αποδεσµεύσει το µόριο 

GDP και να δεσµεύει ένα µόριο GTP. Ακολούθως, η υποµονάδα α που φέρει το 

GTP µετατοπίζεται σε ένα µεµβρανικό ένζυµο-τελεστή (effector enzyme), όπως η 

αδενυλική κυκλάση και η φωσφολιπάση C (PLC), και διεγείρει την έναρξη της 

καταλυτικής του δραστηριότητας. Η καταλυτική δραστηριότητα του ενζύµου 

αυτού παράγει τα λεγόµενα «δεύτερα µηνύµατα» τα οποία  µπορεί να είναι c-

AMP, c-GMP, 1,4,5-τριφωσφορική ινοσιτόλη (ΙΡ3), διακυλογλυκερόλη (DAG), ή 

Ca+2 (εικόνα 4).  

Η αυξηµένη συγκέντρωση ενός ή περισσοτέρων από τα δεύτερα 

µηνύµατα των ορµονών, διεγείρει την αλλαγή στη δραστικότητα ενός ή 

περισσοτέρων ένζυµων ή µη ενζυµατικών πρωτεϊνών. Κύριος στόχος των 

δεύτερων µηνυµάτων είναι οι πρωτεϊνικές κινάσες (κινάσες τυροσίνης ή κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης).  

Την ενεργοποίηση της πρώτης πρωτεϊνικής κινάσης συνήθως ακολουθεί 

ένας καταρράκτης φωσφορυλιώσεων και αποφωσφορυλιώσεων (από 

φωσφατάσες) σε διάφορα υποστρώµατα (ένζυµα, κανάλια ιόντων, 

µικροσωληνίσκους, ιστόνες, µεταγραφικούς παράγοντες κ.α.). Τελικός στόχος 

µπορεί να είναι η µεταβολή της διαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης, η 

αλλαγή της πολικότητας µεµβρανών, η δραστηριοποίηση ενζύµων, η µεταγραφή 

γονιδίων και η σύνθεση πρωτεϊνών, η έκκριση ουσιών από το κύτταρο κτλ. 
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Εικόνα 4. Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια της CRH και η ρύθµιση των υποδοχέων της. Οι 

CRHR1 και CRHR2 ενεργούν κυρίως µέσω της Gs υποµονάδας και αυξάνουν τα επίπεδα 

του cAMP. Επιπλέον και οι δύο υποδοχείς συζεύγνυνται µε την Gq υποµονάδα και 

µετάγουν το σήµα µέσω PLC (φωσφολιπάση C). Η GRK3 (κινάση 3 των GPCR) ρυθµίζει 

την απευαισθητοποίηση των υποδοχέων. (Συντοµογραφίες: AC,adenylyl cyclase; ARR, 

arrestin; DAG, 1,2-diacylglycerol; IC3, intracellular loop 3; Ins(1,4,5) P3, inositol (1,4,5)-

trisphosphate; PKA, protein kinase A) [4]. 
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1.4.6 Ρύθµιση των υποδοχέων CRΗ 

Οι υποδοχείς της CRΗ κάτω από συνθήκες συνεχούς έκθεσης στους 

προσδέτες τους ή υψηλές συγκεντρώσεις των τελευταίων απευαισθητοποιούνται, 

ενδοκυτταρώνονται και σε ορισµένες περιπτώσεις ελαττώνονται τα επίπεδα 

έκφρασής τους [59]. Τέτοιες περιπτώσεις µπορεί να είναι για παράδειγµα κάποιες 

παθοφυσιολογικές (κατάθλιψη ή αυξηµένη αγχώδης συµπεριφορά) ή 

παθολογικές καταστάσεις [20, 60-62]. 

Η απευαισθητοποίηση των υποδοχέων της CRΗ, όπως συµβαίνει µε 

όλους τους GPCRs, επιτυγχάνεται µέσω φωσφορυλίωσης του ενδοκυττάριου 

τµήµατος του υποδοχέα από τις GPCR κινάσες (GRKs). Οι τελευταίες 

αναγνωρίζουν το σύµπλοκο υποδοχέα-αγωνιστή και ελκύουν β-αρρεστίνες (β-

arrestins) οι οποίες αλλάζουν την στερεοδιαµόρφωση του υποδοχέα οπότε και 

αναστέλλεται η πρόσδεση τους µε τις G πρωτεΐνες. Ακολουθεί ενδοκυττάρωση 

του υποδοχέα και µπορεί να γίνει µε διάφορους τρόπους. Οι πιο συνήθεις τρόποι 

είναι η επικάλλυψη του συµπλόκου υποδοχέα συνδέτη από µόρια κλαθρίνης 

(εικόνα 4) [63].  

 

 

 

1.5 Ο ρόλος των πεπτιδίων του στρες στο κεντρικό νευρικό σύστηµα κατά 

την απόκριση στο στρες 

Όπως προαναφέρθηκε, η CRΗ είναι ο κύριος ρυθµιστής της απόκρισης 

στο στρες µέσω της ενεργοποίησης του ΥΥΕ άξονα, αλλά και της δράσης του στο 

περιφερικό νευρικό. Κύρια δράση της CRΗ στην απόκριση στο στρες, είναι η 

ρύθµιση της έκκρισης της ACTH από τα κορτικοτρόφα κύτταρα της υπόφυσης.  

Το οξύ ή χρόνιο στρες επάγει την έκφραση της CRΗ και του CRHmRNA 

σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου. Ουσίες όπως η σεροτονίνη, η 

νορεπινεφρίνη ή η ακετυλοχολίνη αυξάνουν τα επίπεδα του CRΗmRNA στον 

υποθάλαµο. Αντίθετα, τα γλυκοκορτικοειδή αλλά και η ίδια η CRΗ ελαττώνουν το 

CRΗmRNA στην υπόφυση [27]. 

  Η έκφραση της UCN1 στον υποθάλαµο και τον υπεροπτικό πυρήνα του 

εγκεφάλου, αυξάνεται κάτω από συνθήκες αύξησης της οσµωτικότητας στο 

πλάσµα, όπως π.χ σε περίπτωση αφυδάτωσης. Μετά από στρες, η έκφραση της 

UCN1 αυξάνεται στον πυρήνα  Edinger- Westphal (EW). 
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Θεωρείται ότι στην απόκριση του ΚΝΣ στο στρες, κυρίαρχο ρόλο έχει ο 

CRΗR1 υποδοχέας και µικρότερο ο CRΗR2 [59]. Μέσω της δράσης της στο ΚΝΣ, 

η CRΗ επάγει συµπεριφορές που σχετίζονται µε το στρες όπως ελάττωση της 

όρεξης, αύξηση της µαθησιακής ικανότητας, της διεγερσιµότητας και της 

αρτηριακής πίεσης, ελάττωση της σεξουαλικής επιθυµίας και αύξηση της 

κινητικότητας [66]. Στη δράση της CRΗ, µέσω του CRΗR1, αποδίδονται κλινικές 

εκδηλώσεις όπως η κατάθλιψη, η ανορεξία και βουλιµία, η επιληψία και άλλα.  

Η CRH, µέσω του CRΗR2, ρυθµίζει επίσης αρνητικά την όρεξη και 

καταστέλει το άγχος. Η αναστολή της δράσης της CRH µε τη χρήση 

ανταγωνιστών των υποδοχέων της τροποποιεί συµπεριφορές που επάγονται 

από το στρες [64]. Για παράδειγµα, οι ανταγωνιστές του CRΗR1 έχουν ισχυρές 

αγχολυτικές και αντικαταθλιπτικές ιδιότητες [65].  

Η UCN1 συµµετέχει στην απόκριση τόσο σε κυτταρικό, in vitro, όσο και σε 

συστηµατικό, in vivo, στρες. Αναφορικά µε τη δράση της, στο συστηµατικό στρες 

η UCN1 εµφανίζει πολλές από τις δράσεις της CRΗ [18] και πιθανώς, οι µικρές 

διαφορές που παρατηρούνται στις φαρµακολογικές δράσεις της CRΗ και της 

UCN1 οφείλονται εν µέρει σε παράγοντες φαρµακοκινητικής ή στην µεγαλύτερη 

συγγένεια της UCN1 για τον CRΗR2 υποδοχέα.  

Η UCN1 µπορεί να διεγείρει την έκκριση της ACTH, in vivo και in vitro και 

θεωρείται ότι µπορεί να υποκαταστήσει την CRΗ κάτω από συγκεκριµένες 

συνθήκες απουσίας της τελευταίας. Ωστόσο, αρκετές µελέτες δείχνουν ότι η  

ενδογενής UCN1 δεν συµµετέχει στη ρύθµιση της έκκρισης της ACTH από την 

υπόφυση. Η δράση της UCN1 στον υποθάλαµο περιλαµβάνει την αύξηση της 

λεπτίνης στο πλάσµα και την αύξηση της έκφρασης της πρωτεΐνης αποσύζευξης-

1 (uncoupling protein 1) στον φαιό λιπώδη ιστό [67], γεγονός το οποίο δείχνει ότι 

η UCN1 συµµετέχει στη ρύθµιση του ενεργειακού ισοζυγίου, όπως άλλωστε και η 

CRΗ [68], η οποία αυξάνει τον φαιό λιπώδη ιστό και τα επίπεδα των 

τριγλυκεριδίων, των ελεύθερων λιπαρών οξέων και της χοληστερόλης στον ορό. 

Η ρυθµιστική επίδραση των πεπτιδίων του στρες στο µεταβολισµό φαίνεται ότι 

ασκείται δια του CRΗR1 [69].  

Οι UCN2 και UCN3 έχουν αγχολυτικές ιδιότητες (µειώνουν την αγχώδη 

συµπεριφορά των πειραµατόζωων) ενεργώντας µέσω του CRΗR2. Η UCN2 

ελαττώνει την όρεξη παρεµβαίνοντας  στον κεντρικό αυτόνοµο και ενδοκρινικό 

έλεγχο της όρεξης [23] (εικόνα 2). 
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1.6 Στοιχεία φυσιολογίας ποντικών µε οµόζυγη απαλοιφή των γονιδίων 

CRH,  UCN1,  CRHR1 και CRHR2   

1.6.1 crh-/- 

Τα crh-/- ποντίκια αναπαράγονται κανονικά και δεν παρουσιάζουν 

διαφορές στα χαρακτηριστικά (µέγεθος και γενική συµπεριφορά) µε τα αντίστοιχα 

φυσιολογικά ζώα [70]. Η διάρκεια της ζωής τους κυµαίνεται στα φυσιολογικά 

όρια. Τα crh-/-  ζώα είναι γόνιµα, αλλά στην περίπτωση που και οι δύο γονείς είναι 

οµόζυγοι, η χορήγηση γλυκοκορτικοειδών στην περίοδο της εγκυµοσύνης είναι 

απαραίτητη για την επιβίωση του νεογέννητου.  

Καθώς η CRH είναι ο κύριος ρυθµιστής του ΥΥΕ, η απουσία της έχει ως 

αποτέλεσµα µειωµένη απάντηση σε στρεσσογόνα ερεθίσµατα. Ο κιρκάδιος 

ρυθµός παραγωγής της κορτικοστερόνης (γλυκοκορτικοειδές των τρωκτικών) δεν 

υφίσταται σε ζώα crh-/- και των δύο φύλων ενώ, τα βασικά επίπεδα της 

κορτικοστερόνης είναι ελαφρώς µειωµένα σε σχέση µε τα φυσιολογικά ζώα. Μετά 

από κάποιο στρεσογόνο ερέθισµα στα αρσενικά ποντίκια crh-/-, η απάντηση της 

κορτικοστερόνης είναι µικρή και δε ξεπερνά τα βασικά επίπεδα της 

κορτικοστερόνης των φυσιολογικών ζώων. Τα θηλυκά πάντως παρουσιάζουν µια 

µικρή αύξηση στην κορτικοστερόνη που πλησιάζει το 30% της απάντησης των 

crh-/-. Αλλά και στις καταστάσεις χρόνιου στρες τα crh-/- ζώα φαίνεται να µπορούν 

να ανταποκριθούν µερικώς. Τα χαµηλά επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών 

ρύθµισης των γλυκοκορτικοειδών στα ζώα crh-/- δεν φαίνεται να επηρεάζει τα 

επίπεδα της ACTH στην υπόφυση, καθώς δεν είναι αυξηµένα. Τα ελαττωµένα 

βασικά επίπεδα της κορτικοστερόνης στα crh-/- 
 ζώα δε φαίνεται να επηρεάζουν 

τα επίπεδα της ACTH.  Στις περιπτώσεις αυτές εκτιµάται ότι παίζουν ρόλο άλλοι 

παράγοντες, όπως η AVP.  

Η απουσία της CRΗ έχει επίπτωση και στα επινεφρίδια. Η ενεργότητα του 

PNMT (Phenyl N methyl transferase), του ενζύµου µετατροπής της 

νορεπινεφρίνης σε επινεφρίνη, είναι µειωµένη, µε αποτέλεσµα να υπάρχει 

καθυστέρηση στην παραγωγή της τελευταίας. Ωστόσο, θεωρείται ότι γι’ αυτό 

ευθύνεται η χρόνια έκθεση σε χαµηλά επίπεδα γλυκοκορτικοειδών, παρά η 

απουσία της CRΗ.  

Οι Weninger και συν. ωστόσο, από την ίδια ερευνητική οµάδα µε τους 

παραπάνω, εξετάζοντας την συµπεριφορά των crh-/- ζώων σε φυσιολογικές 

συνθήκες και κάτω από στρες, έδειξαν ότι παρά την αναποτελεσµατική 
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ενεργοποίηση του ΥΥΕ, τα ζώα αυτά παρουσιάζουν φυσιολογική συµπεριφορά 

απόκρισης στο στρες [71]. Έδειξαν ότι για την απάντηση στο στρες, δεν είναι 

απαραίτητοι η CRH όσο και ο υποδοχέας CRΗR1, στον οποίο, απουσία της 

CRΗ, πιθανώς να δρα κάποιο άλλο πεπτίδιο, όπως η UCN1. Είναι 

χαρακτηριστικό, εξάλλου, ότι η έκφραση της UCN1 στην περιοχή του πυρήνα 

Edinger- Westphal του εγκεφάλου αυξάνεται στα crh-/- ζώα. Μέχρι πρόσφατα, η 

παρουσία της UCN1 αποκλειστικά στην συγκεκριµένη περιοχή, η οποία δεν είναι 

γνωστό να ρυθµίζει την συµπεριφορά που επάγεται από στρες, δεν 

συνηγορούσε στην παραπάνω υπόθεση. Σε µια πιο πρόσφατη αναφορά 

πάντως, σηµειώνεται η έκφραση της UCN1 στο µεσολόβιο διάστηµα του 

προσθίου τµήµατος του εγκεφαλικού φλοιού, µια περιοχή που παίζει καθοριστικό 

ρόλο στην αγχώδη συµπεριφορά [72].  

 

 

 

1.6.2 ucn-/-   

Τα ucn-/- ποντίκια αναπαράγονται κανονικά και έχουν φυσιολογική 

διάρκεια ζωής και χαρακτηριστικά που δεν διαφέρουν από τα αντίστοιχα 

φυσιολογικά. Τα ζώα αυτά δηµιουργήθηκαν σχεδόν ταυτόχρονα σε δυο 

διαφορετικά εργαστήρια και, για λόγους που δεν έχουν προς το παρόν 

διευκρινιστεί, παρουσιάζουν κάποιες διαφορές. 

Στην πρώτη περίπτωση [73], η συµπεριφορά τους σε καταστάσεις στρες 

δεν φαίνεται να διαφέρει από τα φυσιολογικά ζώα. ∆εν παρατηρήθηκε διαφορά 

στα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών και κατεχολαµινών κάτω από φυσιολογικές ή 

κάτω από συνθήκες ενεργοποίησης του ΥΥΕ. Η απουσία UCN1 βρέθηκε ωστόσο 

να προκαλεί πρόβληµα σε ένα είδος αντανακλαστικής συµπεριφοράς σε έντονο 

οπτικοακουστικό ερέθισµα, που µάλλον δεν οφείλεται σε πρόβληµα ακοής 

δεδοµένης της µεγαλύτερης ευαισθησίας των ζώων σε θορύβους χαµηλής 

έντασης.  

Στην δεύτερη περίπτωση πάντως [74], τα ucn-/- ποντίκια παρουσιάζονται 

αγχώδη κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, υποδεικνύοντας κάποιο αγχολυτικό 

ρόλο για την UCN1. Η έκφραση του CRFR2 υποδοχέα στο ενδιάµεσο πλάγιο 

διάφραγµα βρέθηκε ωστόσο σηµαντικά ελαττωµένη, κάτι µη συνηθισµένο για 

υποδοχείς που συνδέονται µε G- πρωτεΐνες και των οποίων η έκφραση 
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αυξάνεται απουσία του προσδέτη τους. Πιθανώς, στην περίπτωση αυτή να 

αυξάνεται η έκφραση κάποιου άλλου προσδέτη του CRFR2 υποδοχέα (UCN2 ή 

UCN3). Ας σηµειωθεί ότι τα ucn-/- ποντίκια στην περίπτωση αυτή, παρουσίασαν 

και πρόβληµα στην ακοή, γεγονός που θα µπορούσε να ευθύνεται για την 

αγχώδη συµπεριφορά τους.  

 

 

1.6.3 crhr1
-/-   

Η έλλειψη του υποδοχέα CRHR1 προκαλεί µειωµένη απόκριση στο στρες 

[75]. Η λειτουργία του ΥΥΕ είναι ελαττωµατική και οφείλεται στην υποπλασία της 

στηλιδωτής ζώνης των επινεφριδίων από την ανεπάρκεια της ACTH κατά την 

περίοδο ανάπτυξης. Τα βασικά επίπεδα κορτικοστερόνης είναι ιδιαίτερα χαµηλά 

στα crhr1-/-  ζώα και παρατηρείται µικρή αύξησή τους µετά από κάποιο 

στρεσογόνο ερέθισµα. Τα crhr1 -/- ζώα δεν απαντούν στη CRΗ λόγω απουσίας 

του υποδοχέα CRHR1, τα επίπεδα της ACTH κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

φαίνεται να είναι κανονικά, γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη κάποιου άλλου 

παράγοντα που µάλλον φαίνεται να είναι η AVP. Τα επίπεδα της CRΗ είναι 

αυξηµένα στον υποθάλαµο και αποδίδονται στην απουσία αρνητικής ρύθµισης 

από τα γλυκοκορτικοειδή.  

 

 

1.6.4 crhr2
-/-   

Σε αντίθεση µε τα crhr1-/- ζώα, η απουσία του CRΗR2 οδηγεί σε αυξηµένη 

αγχώδη συµπεριφορά. Επιπλέον, η απάντηση στο στρες είναι πιο έντονη και πιο 

γρήγορη. Τα επίπεδα του CRΗR2mRNA είναι αυξηµένα στην περιοχή της 

αµυγδαλής, αλλά και το UCN1mRNA είναι αυξηµένο στον εγκέφαλο (περιοχή 

ΕW) [76]. Αυξηµένη βρέθηκε επίσης και η έκφραση της βασοπρεσσίνης (VP) 

στον υποθάλαµο των crhr2-/-  ζώων.  

Μετά τη γέννηση τα crhr2-/-  ζώα εµφάνισαν αυξηµένη αγγειοδιαστολή για 

την ερµηνεία της οποίας διατυπώθηκε η άποψη  ότι ο CRΗR2  είναι ένας τονικός 

αναστολέας της αγγειοδιαστολής [77]. Οι υποδοχείς CRΗR2 εκφράζονται 

φυσιολογικά στο καρδιοαγγειακό σύστηµα όπου φαίνεται να έχουν σηµαντικό 

ρόλο [30]. Ο καρδιακός ρυθµός δεν είχε διαφορά στους δύο τύπους 

πειραµατόζωων. Ωστόσο, η ενδοφλέβια χορήγηση UCN1 είχε ως αποτέλεσµα να 
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αυξηθεί η καρδιακή λειτουργία στα φυσιολογικά ζώα (crhr2+/+ ), αλλά όχι στα 

crhr2-/-  ζώα. Η εξήγηση πιθανών βρίσκεται στο γεγονός ότι οι υποδοχείς CRΗR2  

εκφράζονται φυσιολογικά στα καρδιοµυοκύτταρα και προκαλούν συστολή της 

καρδιάς [78].  

 

 

1.6.5 crhr1
-/- / crhr2

-/-   

Οι Bale et al έδειξαν ότι οµόλογη απαλοιφή και των δύο υποδοχέων CRH 

έχει ως αποτέλεσµα ελαττωµένη απόκριση στο στρες και µάλιστα περισσότερο 

απ’ ότι  στην περίπτωση απουσίας µόνο του CRHR1, όπως προέκυψε από την 

µέτρηση των επιπέδων της ACTH και της κορτικοστερόνης µετά από έκθεση σε 

κάποιο στρες, υποδηλώνοντας ότι και οι δύο υποδοχείς συµµετέχουν στους 

οµοιοστατικούς µηχανισµούς απόκρισης στο στρες [79]. Στα πειράµατα 

συµπεριφοράς παρατηρήθηκαν διαφορές µεταξύ θηλυκών και αρσενικών ζώων. 

Τα θηλυκά crhr1-/- / crhr2-/-  ζώα παρουσιάζουν κάποιου είδους αγχολυτικό 

φαινότυπο σε αντίθεση µε τα αρσενικά. Επίσης είναι χαρακτηριστικό ότι η 

απουσία και των δύο υποδοχέων επάγει τόσο τα επίπεδα έκφρασης της CRΗ 

(όπως στα crhr1-/- ζώα) όσο και της UCN3 (όπως και στα crhr2-/-  ζώα ) στον 

εγκέφαλο. Ωστόσο, δεν αλλάζουν τα επίπεδα της UCN1 στην περιοχή του 

πυρήνα ΕW του εγκεφάλου σε αντίθεση µε τα crhr2-/- ζώα.  

 
 

 

1.7 Πεπτίδια του στρες και περιφερική δράση  

Όπως προαναφέρθηκε, η CRΗ παράγεται κεντρικά, στον υποθάλαµο και 

ρυθµίζει την ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα, τα τελικά προϊόντα του οποίου (τα 

γλυκοκορτικοειδή) έχουν αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες. Συνεπώς, η δράση της 

«κεντρικής» CRΗ µπορεί, έµµεσα, να θεωρηθεί αντιφλεγµονώδης. Ωστόσο, η 

CRΗ, τα συγγενή πεπτίδια UCN1, UCN2 και UCN3, και οι υποδοχείς τους, 

εκφράζονται και στους περιφερικούς ιστούς. Η οικογένεια των πεπτιδίων του 

στρες στην περιφέρεια φαίνεται να συµµετέχει στην ανοσοαπάντηση ανεξάρτητα 

από τον ΥΥΕ άξονα, άποψη που ενισχύεται από πλήθος ερευνητικών δεδοµένων 

τα τελευταία χρόνια.  
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1.7.1 Επιδράσεις της οικογένειας των ουροκορτινών στην περιφέρεια 

Οι ουροκορτίνες λόγω του ότι ασκούν τη δράση τους κυρίως µέσω του 

CRHR2, έχουν ιδιαίτερη σηµασία στα περιφερικά όργανα και την καρδιά. Αν και 

δεν έχει αποσαφηνιστεί το κατά πόσο η δράση τους είναι επιβλαβής ή ωφέλιµη, 

έχει βρεθεί πως η χορήγησή τους σε ισχαιµικό τραύµα είναι 

κυτταροπροστατευτική [80]. Οι Ikeda και συν. [82,83], έχουν δείξει ότι οι 

ουροκορτίνες επάγουν τον  πολλαπλασιασµό των καρδιακών µη-µυοκυττάρων, 

µετά από ισχαιµικό επεισόδιο.  

Υπάρχουν αρκετές µελέτες που ερεύνησαν τη δράση των ουροκορτινών 

στην καρδιά. Υποστηρίζεται πως, η παραγόµενη από το µυοκάρδιο ουροκορτίνη 

λειτουργεί τοπικά καρδιοπροστατευτικά. Σύµφωνα µε τους Huang και συν., [81], 

οι ουροκορτίνες προκαλούν ενδοθηλιοεξαρτώµενη και µη, χάλαση της 

στεφανιαίας αρτηρίας σε αρουραίους. Σε πρόβατα µείωσαν την περιφερική 

αρτηριακή πίεση και τα επίπεδα πλάσµατος της ΑVP και αύξησαν τα 

νατριουριτικά πεπτίδια προκαλώντας δοσοεξαρτώµενη αύξηση του όγκου των 

ούρων, του νατρίου και της κάθαρση κρεατινίνης. Οι UCNs επάγουν, επίσης, την 

έκκριση του αANP (atrial natriuretic peptide) και του BNP (brain natriuretic 

peptide) σε καλλιέργεια καρδιοµυοκυττάρων νεογνών αρουραίων, πεπτίδια που 

ασκούν ευοδωτική δράση στην καρδιακή λειτουργία. Η αύξηση της έκκρισης των 

πεπτιδίων AΝP και BNP, η οποία συµβαίνει σε περιπτώσεις καρδιακής 

υπερτροφίας, παρατηρήθηκε σε in vitro  µελέτες  καρδιοµυοκυττάτων νεογνών 

και ανήλικων αρουραίων υπό την επίδραση των ουροκορτινών [89-91]. Από τους 

Wiley και συν. [85], διατυπώθηκε η άποψη ότι οι ουροκορτίνες 2 και 3, µέσω του  

CRHR2 υποδοχέα, ασκούν αγγειοδιασταλτική δράση στο καρδιαγγειακό σύστηµα 

που αντισταθµίζει την κεντρική στρεσσογόνο δράση της CRH και της UCN1.  

Ωστόσο υπάρχουν δεδοµένα που δεν υποστηρίζουν την ευεργετική επίδραση 

των ουροκορτινών στο καρδιαγγειακό.  

Οι Yang και συν. [86], παρατήρησαν αύξηση των επιπέδων του 

µετατρεπτικού ενζύµου της αγγειοτασίνης (angiotensin converting enzyme, ACE), 

µετά ενδοφλέβια χορήγηση UCN1 σε ποντίκια. Επιπλέον, υψηλά επίπεδα Ang-II 

παρατηρήθηκαν σε πειραµατόζωα, κατόπιν χορήγησης υψηλών δόσεων UCN2. 

Σε µελέτες που έγιναν σε αρουραίους, η υποχρόνια ή η χρόνια επίδραση των 

ουροκορτινών είχε διαφορετικά αποτελέσµατα στη δραστικότητα του ACE, του 
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συστήµατος ρενίνης/αλδοστερόνης και της ενδοθηλίνης. Έχει παρατηρηθεί ότι οι 

δράσεις των ουροκορτινών εµφανίζουν µεγάλη ετερογένεια, όσο αφορά τη 

ρύθµιση του αγγειακού τόνου, ανάµεσα σε διαφορετικά είδη αλλά και µεταξύ 

ατόµων του ιδίου είδους και σε συνάρτηση µε το χρόνο δράσης τους.  

Οι ουροκορτίνες επηρεάζουν επίσης στην αγγειογένεση, µε την έννοια ότι 

αναστέλλουν το σχηµατισµό τριχοειδών, υποδεικνύοντας ένα ανασταλτικό ρόλο 

στην ανάπτυξη των ενδοθηλιακών κυττάρων και των αιµοφόρων αγγείων [85]. Σε 

νεοπλάσµατα παρατηρήθηκε ότι η χορήγηση UCN2 αναστέλλει την ανάπτυξη 

νέων αγγείων και κατ’ επέκταση την ανάπτυξη του όγκου. Η ανωτέρω 

παρατήρηση εγείρει το ερώτηµα εάν και κατά πόσο η χορήγηση UCN2 σε 

ασθενείς µε καρδιακή ανεπάρκεια (heart failure) ή µετά από έµφραγµα του 

µυοκαρδίου θα επηρεάσει δυσµενώς το σχηµατισµό νέων αγγείων που είναι 

αναγκαίος [88].  

Σύµφωνα µε τους [60] Coste και συν.,  προφλεγµονώδεις παράγοντες 

όπως ο LPS και / ή οι κυτταροκίνες, αυξάνουν την έκκριση ουροκορτινών από 

την καρδιά, και οδηγούν σε ελάττωση του CRHR2. ∆εδοµένου ότι η CRH και οι 

UCNs αυξάνουν τη συσταλτικότητα του µυοκαρδίου και την αιµατική ροή, είναι 

πολύ πιθανό η ελάττωση της επιφανειακής έκφρασης του CRHR2 υποδοχέα στη 

φλεγµονή να ρυθµίζει το επίπεδο της συσταλτικότητας του µυοκαρδίου. 

Επιπλέον, οι UCNs αλλά όχι η CRH παίζουν σηµαντικό φυσιολογικό ρόλο στο 

γαστρικό επιθήλιο, σύµφωνα µε τους Chatzaki και συν. [84] που έδειξαν πως τα 

επίπεδα των UCNs και η εξέλιξη της χρόνιας φλεγµονής στο γαστρικό 

βλεννογόνο  είναι αντιστρόφως ανάλογα. 

Η συµµετοχή των ουροκορτινών στην φλεγµονώδη αντίδραση επεκτείνεται 

σε πολλούς κυτταρικούς πληθυσµούς. Μέσω της ενεργοποίησης των υποδοχέων 

της CRH, οι ουροκορτίνες επάγουν ισχυρά την αποκοκκίωση των ιστιοκυττάρων 

και την αγγειακή διαπερατότητα. Επιδρώντας στο ενδοθηλιακό στρώµα των 

αγγείων, στα µονοκύτταρα, στα µακροφάγα  και τα T-λεµφοκύτταρα, επάγουν σε 

συνθήκες στρες, διαταραχές όπως η ατοπική δερµατίτιδα ή η ψωρίαση Singh και 

συν [87]. 

Οι ουροκορτίνες βρέθηκε ότι ενεργοποιούν την έκκριση των IL-6 και IL-1β, 

in vitro, µέσω των οποίων το ενδοθήλιο προάγει την αλλαγή του ενδοθηλιακού 

προφίλ από αντιθροµβωτικό σε προθροµβωτικό. Παράλληλα, τα πεπτίδια της 
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οικογένειας της CRH βρέθηκε να µειώνουν την προκαλούµενη από IL-1α 

σύνθεση της PGI2, που είναι ισχυρός αγγειοδιασταλτικός παράγον. 

Γενικά, η επιβίωση των ενδοθηλιακών κυττάρων, ο οµαλός 

πολλαπλασιασµός τους και η λειτουργία τους είναι ένα σύνθετο φαινόµενο το 

επηρεάζουν οι ουροκορτίνες. Υπάρχουν ωστόσο επιφυλάξεις για το εάν οι 

ουροκορτίνες ασκούν αµιγώς προστατευτική δράση στο ενδοθήλιο [86]. 

 

 

 

1.7.2  Πεπτίδια του στρες και απόπτωση 

Στην κυτταρική σειρά PC12, η CRΗ επάγει την απόπτωση από απουσία 

τροφικών παραγόντων [93], ενώ στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά 

ρετινοβλαστώµατος Υ79, η CRΗ προστατεύει ενάντια στις δράσεις της 

καµπτοθεκίνης, δηλαδή σε απόπτωση εξαιτίας βλάβης στο DNA, καταστέλλοντας 

την προ-κασπάση-3, µέσω PKA, σε κάποιο στάδιο πριν την ενεργοποίηση της 

[94]. Η UCN1 έχει δειχθεί ότι προστατεύει νευρώνες του ιππόκαµπου από 

κυτταρικό θάνατο που επάγεται από οξειδωτικούς και κυτταροτοξικούς 

παράγοντες [95]. Η CRΗ από µόνη της δεν είναι νευροτοξική, πιθανώς όµως να 

συµµετέχει έµµεσα στην καταστροφή νευρικών κυττάρων από άλλα επιβλαβή 

ερεθίσµατα [96].  

Οι UCNs παίζουν σηµαντικό ρόλο στην λειτουργία του καρδιαγγειακού 

συστήµατος. Τα επίπεδα έκφρασης της UCN1 αυξάνονται στην καρδιά µετά από 

ισχαιµικό επεισόδιο [97] είναι υψηλότερα σε καρδιοµυοπάθειες [98] και 

βρίσκονται αυξηµένα στο πλάσµα αλλά και στο µυοκάρδιο, στην καρδιακή 

ανακοπή [99]. Οι UCNs, µεταξύ άλλων, προστατεύουν τα µυοκύτταρα της 

καρδιάς από αποπτωτικό ή νεκρωτικό θάνατο που επάγεται από ισχαιµία µέσω 

ενεργοποίησης MAP κινασών (ΜΕΚ/ΕRΚ), Akt και επαγωγής της έκφρασης 

καναλιών Κ(ATP) [97, 100]. 

Στο αναπαραγωγικό σύστηµα, η  CRΗ εκφράζεται στο ενδοµήτριο από τα 

κύτταρα του φθαρτού χιτώνα και της τροφοβλάστης και δρα αυτό- και 

παρακρινικά διεγείροντας την έκφραση FasL επάγοντας έτσι την απόπτωση στα 

ενεργοποιηµένα από το έµβρυο Τ- κύτταρα. Με αυτόν τον τρόπο παίρνει µέρος 

στην καταστολή της ανοσολογικής απόκρισης στο ενδοµήτριο, στα αρχικά στάδια 

της εγκυµοσύνης και υποβοηθάει στην διατήρησή της [14].   
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1.8 Νευροενδοκρινικό-ανοσοποιητικό σύστηµα 

1.8.1 Αλληλεπίδραση νευροενδοκρινικού- ανοσοποιητικού συστήµατος 

 Πλήθος ερευνητικών δεδοµένων υποστηρίζει πλέον την επικοινωνία 

νευροενδοκρινικού και ανοσοποιητικού συστήµατος (εικόνα 5). Το κεντρικό και 

περιφερικό νευρικό σύστηµα µπορεί να διεγείρουν ή να αναστείλουν 

µηχανισµούς ειδικής ή µη ειδικής ανοσοαπάντησης µέσω πεπτιδικών ορµονών 

(α-MSH, νευροτενσίνη, βραδυκινίνη,  κορτικοστατίνη), νευροπεπτιδίων (ΝΚ1, 

NPY) και νευροδιαβιβαστών [101]. Η νευροκινίνη (ΝΚ-1), για παράδειγµα, 

επάγει, µεταξύ άλλων, την αγγειακή διαπερατότητα στο δέρµα, τη χηµειοταξία 

των ουδετερόφιλων και µακροφάγων, την αποκοκκίωση των ιστιοκυττάρων και 

την έκφραση µορίων προσκόλλησης σε ανοσοκύτταρα. Το νευροπεπτίδιο Υ 

αναστέλλει την έκκριση κυτοκινών, όπως της IL-6 από τα µακροφάγα, 

καταστέλλει την ενεργότητα των ΝΚ κυττάρων και σε ορισµένες περιπτώσεις 

αναστέλλει την παραγωγή αντισωµάτων από λεµφοκύτταρα που έχουν εκτεθεί σε 

αντιγόνα. Τα νευροπεπτίδια VIP (Vasoactive Intestinal Peptide, αγγειοενεργό 

εντερικό πεπτίδιο) και PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-activating 

Polypeptide) αναστέλλουν την φαγοκυττάρωση, την χηµειοταξία, την παραγωγή 

IL-6 και την έκφραση του TNF-α από ενεργοποιηµένα µακροφάγα [102]. Ένα 

ευρύ φάσµα αντιφλεγµονωδών δράσεων της α-MSH έχει αναφερθεί σε 

ανοσοκύτταρα και έχει αποδοθεί στην κατασταλτική δράση που φαίνεται να ασκεί 

αυτή  στην ενεργοποίηση του NFkB [103]. Η προλακτίνη παρουσιάζει ευοδωτική 

δράση στη λειτουργία των λεµφοκυττάρων και στον πολλαπλασιασµό τους µέσω 

της IL-2 και σε περιπτώσεις αυτοάνοσης εγκεφαλίτιδας η τεστοστερόνη έχει 

προστατευτική δράση αυξάνοντας την παραγωγή IL-10 από τα Τ-λεµφοκύτταρα. 

Είναι ενδιαφέρον πως καταστάσεις στρες ή στρεσογόνοι παράγοντες που δεν 

σχετίζονται µε λοιµογόνους παράγοντες ή φλεγµονώδεις επεξεργασίες µπορεί να 

επάγουν ανοσολογική απόκριση από µόνοι τους [104].  

 Αντίστροφα, το ανοσολογικό σύστηµα µέσω των  κυτταροκινών (IL-1, IL-6, 

TNF-α) αλλά και άλλων φλεγµονωδών µεσολαβητών, όπως είναι η IFN-α ή ο 

PAF (Platelet Activating Factor, παράγοντας ενεργοποίησης των αιµοπεταλίων), 

συµµετέχει στη ρύθµιση του άξονα ΥΥΕ. Ειδικότερα, η IFN-α διεγείρει την 

σύνθεση κορτικοστερόνης από επινεφριδιακά κύτταρα ενώ τα  προστανοειδή και 

ο PAF  δρουν µε άµεσο τρόπο στη διέγερση της έκκρισης της CRΗ και της AVP 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 46

στον υποθάλαµο. Ορισµένες κυτταροκίνες, ή συνδυασµός αυτών, µπορεί να 

οδηγήσουν  σε αντίσταση στη δράση των γλυκοκορτικοειδών. Ενδεικτική είναι η 

περίπτωση των  ιντερλευκινών, IL-2 και  IL-4, οι οποίες µειώνουν τη συγγένεια 

των γλυκοκορτικοειδών προς τον υποδοχέα τους στα Τ- κύτταρα, οδηγώντας 

έτσι σε αντίσταση στη δράση τους. Ειδικά η IL-2 φαίνεται να επηρεάζει τον ΥΥΕ 

άξονα σε πολλά επίπεδα [105]. Ευοδωτική φαίνεται να είναι και η δράση της IL-3 

και IL-6 στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ. Υποστηρίζεται ότι η έκκριση κορτιζόλης, 

που προκαλείται από τη δράση των κυτταροκινών αυτών, διαµεσολαβείται, 

αντίστοιχα, από το µονοπάτι της λιποοξυγενάσης και της κυκλοοξυγενάσης. Την 

παραγωγή της CRH επάγει και η IL-10 η οποία εκτός από τα ανοσοκύτταρα, 

παράγεται από κύτταρα της υπόφυσης, του εγκεφάλου και του νευρικού ιστού και 

φαίνεται να συµµετέχει στη ρύθµιση της παραγωγής των γλυκοκορτικοειδών.  

 Συµπερασµατικά, καταστάσεις στρες που σχετίζονται µε λοιµογόνους 

παράγοντες ή φλεγµονώδεις επεξεργασίες ενεργοποιούν τον ΥΥΕ άξονα µέσω 

κυτταροκινών που διεγείρουν την παραγωγή CRΗ στον υποθάλαµο, ενώ 

παράλληλα ασκούν διεγερτική δράση και στο συµπαθητικό νευρικό σύστηµα. 

Στην αρχή οι κυτταροκίνες έχουν ευοδωτική δράση στην ανοσολογική απάντηση 

αλλά η επακόλουθη ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα οδηγεί σε ανοσοκαταστολή. 

 

 

 

Εικόνα 5. Η αλληλεπίδραση του νευροενδοκρινικού µε το ανοσοποιητικό σύστηµα 
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 Η δράση αυτή ασκεί προστατευτικό ρόλο έναντι υπερβολικής και 

παρατεταµένης ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού. Η βιολογική σηµασία της 

αρνητικής ρύθµισης την οποία επάγει η ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα στην 

δραστηριότητα του ανοσοποιητικού φαίνεται στην περίπτωση των 

επινεφριδιοεκτοµιθέντων αρουραίων οι οποίοι, µετά από χορήγηση LPS, 

εµφανίζουν πολύ υψηλά επίπεδα προφλεγµονωδών κυτοκινών και σε µεγάλο 

ποσοστό πεθαίνουν. 

 

 

1.8.2 Ο ρόλος των γλυκοκορτικοειδών στην ανοσοαπάντηση 

 Τα γλυκοκορτικοειδή γενικά θεωρούνται ισχυροί αντιφλεγµονώδεις 

παράγοντες, αλλά φαίνεται να συµµετέχουν στην ανοσοαπάντηση µε τρόπο όχι 

πάντα αρνητικό. Προσδένονται σε µια πρωτεΐνη µεταφοράς, την CBG 

(corticosteroid binding globulin), η οποία  δεν επιτρέπει τη σύνδεση µε τους 

υποδοχείς τους και συνεπώς την έκφραση της βιολογικής δράσης τους. Τα 

επίπεδα της CBG ελαττώνονται  κατά την οξεία φάση απόκρισης σε κάποιο 

στρεσσογόνο ερέθισµα µε αποτέλεσµα να κυκλοφορούν περισσότερα ελεύθερα 

γλυκοκορτικοειδή.  

 Έχει προταθεί ότι τα γλυκοκορτικοειδή µπορούν να ασκούν αντίθετες 

δράσεις κάτω από φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες, πιθανώς λόγω 

διαφορετικής συγκέντρωσης τους. Επιπρόσθετα, µπορεί να έχουν άλλη δράση 

σε οξείες και άλλη σε χρόνιες καταστάσεις. Υπάρχουν ενδείξεις ότι ο 

αντιφλεγµονώδης ρόλος των γλυκοκορτικοειδών σε περιπτώσεις χρόνιου στρες 

αντιστρέφεται [106]. 

 Τα γλυκοκορτικοειδή αναστέλλουν την ανοσολογική απάντηση σε 

πολλαπλά επίπεδα. Αρχικά αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό των 

λεµφοκυττάρων που έχει προκληθεί από την επίδραση αντιγονικού ερεθισµού, 

καθώς και τη διαδικασία παρουσίασης αντιγόνων από τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού, µέσω αναστολής της έκφρασης των µορίων της τάξης ΙΙ του 

µείζονος συστήµατος ιστοσυµβατότητας (ΜΣΙ). Επιπλέον, τα γλυκοκορτικοειδή 

ελαττώνουν την κυτταρική δραστηριότητα µέσω αναστολής του 

πολλαπλασιασµού των βοηθητικών Τ- λεµφοκυττάρων καθώς και των φονικών 

κυττάρων. Οι Franchimont και συν. έδειξαν ότι η δεξαµεθαζόνη (συνθετικό 

ανάλογο των γλυκοκορτικοειδών) αναστέλλει την παραγωγή IFN-γ που επάγεται 
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από την δράση της IL-12 σε Τ- και ΝΚ- λεµφοκύτταρα, µέσω αναστολής της 

φωσφoρυλίωσης της Stat-4 [107].  

 Η παραγωγή γλυκοκορτικοειδών είναι εξαιρετικά σηµαντική για την 

ανοσολογική απόκριση όπως προκύπτει από διάφορες παρατηρήσεις κλινικών 

καταστάσεων υπερανοσίας και αυτοάνοσων νόσων. Για παράδειγµα, η 

ανεπάρκεια παραγωγής της CRΗ (ανερεθιστότητα του CRΗ νευρώνα) που 

παρατηρείται σε ποντίκια Lewis, επιτρέπει την ανάπτυξη ρευµατοειδούς 

αρθρίτιδας καθώς και άλλων αυτοάνοσων νοσηµάτων. Σηµαντική διαταραχή της 

ανοσιακής απάντησης παρουσιάζεται σε περιπτώσεις αντίστασης των 

γλυκοκορτικοειδών σε όργανα στόχους. Στην περίπτωση της ρευµατοειδούς 

αρθρίτιδας η συγκέντρωση των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στα 

λευκοκύτταρα είναι µειωµένη κατά 50%. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι σε ασθενείς µε 

ρευµατοειδή αρθρίτιδα τα γλυκοκορτικοειδή έχουν άµεση ευοδωτική δράση στην 

παραγωγή IL-10 από µονοκύτταρα περιφερικού αίµατος (PBMNCs) και επαγωγή 

της ανοσοαπάντησης Th-2 τύπου [108]. Αντίσταση των λευκοκυττάρων στη 

δράση των γλυκοκορτικοειδών παρατηρείται σε περιπτώσεις άσθµατος που 

ανθίστανται στα στεροειδή, ενώ σε µερικούς ασθενείς µε σύνδροµο επίκτητης 

ανοσολογικής ανεπάρκειας (AIDS) παρατηρήθηκε µείωση της χηµικής 

συγγένειας της κορτιζόλης για τους υποδοχείς της στα λευκοκύτταρα. 

 Σε καταστάσεις χρόνιου στρες, κυρίαρχο ρόλο στην ενεργοποίηση του 

ΥΥΕ άξονα φαίνεται να παίζει η AVP παρά η CRΗ. Πειραµατικά µοντέλα 

επαγόµενων φλεγµονών, όπως είναι η αυτοάνοση εγκεφαλοµυελίτιδα (ΕΑΕ), 

µπορούν να θεωρηθούν καταστάσεις χρόνιου στρες. Ένα κοινό χαρακτηριστικό 

των ζώων, στα µοντέλα αυτά, είναι η µειωµένη έκφραση της υποθαλαµικής CRΗ, 

ενώ το mRNA της AVP βρίσκεται αυξηµένο. Υποστηρίζεται ότι ένας λόγος που 

µπορεί να συµβαίνει αυτό είναι η λιγότερο ευαίσθητη ρύθµιση της AVP στην 

ανασταλτική δράση των γλυκοκορτικοειδών (τα οποία είναι ιδιαίτερα αυξηµένα σε 

χρόνιο στρες) σε σχέση µε την CRΗ [109].  

 

 

1.8.3 Παρουσία πεπτιδίων του στρες στο ανοσοποιητικό σύστηµα 

Το 1990 ανιχνεύτηκε η CRΗ (πεπτίδιο και mRNA) σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος (ανθρώπινα κυκλοφορούντα λεµφοκύτταρα και 

ουδετερόφιλα) [110]. Το 1991 οι Karalis και συν. ανέφεραν για πρώτη φορά την 
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παρουσία ανοσοενεργού CRΗ σε φλεγµονώδες έκκριµα. Φλεγµαίνοντες ιστοί 

αρουραίων Sprague- Dawley, στους οποίους είχε επαχθεί άσηπτη φλεγµονή µε 

χηµικό τρόπο, βρέθηκαν να εκφράζουν την CRΗ [111]. Στη συνέχεια,  η  CRΗ 

ανιχνεύθηκε σε ποικίλες τοπικές φλεγµονές, όπως στον αρθρικό θύλακα 

ασθενών µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα [112], στον σπλήνα και τις αρθρώσεις 

αρουραίων Lewis µε φλεγµονώδη αρθρίτιδα [113], σε φλεγµονώδεις 

θυροειδίτιδες [114] και στο στοµάχι ασθενών µε εντεροκολίτιδα [115].  

CRΗmRNA εντοπίστηκε στο ήπαρ, τον θύµο αδένα και στο σπλήνα 

αρουραίων [116]. Oι Muglia και συν. έδειξαν την έκφραση του CRΗmRNA σε 

σπληνοκύτταρα ποντικών και αφού τα διαχώρισαν σε Β-, Τ- λεµφοκύτταρα και 

µακροφάγα, βρήκαν ότι µόνο τα Τ- λεµφοκύτταρα περιείχαν CRΗ mRNA [117]. 

Στο θύµο, η CRΗ εντοπίστηκε στο µυελό και συγκεκριµένα στα επιθηλιακά 

κύτταρα και στα µακροφάγα, αλλά όχι στα λεµφοκύτταρα [118]. Στον σπλήνα η 

CRΗ βρέθηκε στον ερυθρό πολφό, στις περιφερικές ζώνες σε θέσεις που 

εντοπίζονται Β-λεµφοκύτταρα και µακροφάγα.  

Στους λεµφοειδείς ιστούς, πολλά από τα κύτταρα που περιείχαν CRΗ ήταν 

κοντά σε νοραδρενεργικούς νευρώνες. Ίσως τα κύτταρα του ανοσοποιητικού, 

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

ανοσοïστοχηµικές τεχνικές αποκαλύφθηκε η παρουσία CRΗ σε  νευρικά κύτταρα 

που νευρώνουν τα αιµοφόρα αγγεία, τον σπλήνα, το θύµο και τον αρθρικό 

θύλακα [119].  

Η UCN1 αποµονώθηκε το 1995. Οι Bamberger και συν. ανέφεραν για 

πρώτη φορά, µόλις το 1998, την έκφραση της UCN1 σε ενεργοποιηµένα και µη 

ανθρώπινα λεµφοκύτταρα και στην κυτταρική σειρά Jurkat, ενώ ενδιαφέρον ήταν 

το γεγονός ότι στα ίδια κύτταρα δεν βρήκαν CRΗmRNA [117]. UCN1 mRNA 

ανιχνεύτηκε επίσης στο θύµο και το σπλήνα αρουραίου [120].  

CRΗ και UCN1 mRNA ανιχνεύθηκαν επίσης στα ιστιοκύτταρα [121]. 

Μάλιστα, η ποσότητα των πεπτιδίων του στρες στα κύτταρα αυτά είναι 

συγκριτικά πολύ µεγαλύτερη από την ποσότητά τους στον πλακούντα ή τον 

υποθάλαµο.  

Πεπτίδιο και UCN1mRNA βρέθηκαν σε ένα µεγάλο αριθµό κυττάρων, στον 

αρθρικό θύλακα ασθενών µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα (ινοβλάστες, ενδοθηλιακά 

των αιµοφόρων αγγείων και διηθούντα µονοκύτταρα) [122]. Στους πνεύµονες 
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από επίµυες µε βρογχικό άσθµα τα επίπεδα έκφρασης της UCN1 βρέθηκαν, 

πρόσφατα, ιδιαίτερα αυξηµένα [123].  

Η UCN1 εκφράζεται µετά τη γέννηση στα µακροφάγα της βασικής 

µεµβράνης του επιθηλίου του παχέος εντέρου [124]., γεγονός το οποίο δείχνει ότι 

ο ρόλος της UCN1 πιθανώς αφορά την έκθεση του οργανισµού σε µια νέα δίαιτα 

ή/και τα βακτήρια που είναι παρόντα στο γαστρεντερικό επιθήλιο. Η πρωτεΐνη της 

UCN1 ανιχνεύτηκε και στα επιθηλιακά κύτταρα στο στοµάχι. Η συγκέντρωση του 

πεπτιδίου βρέθηκε αρκετά υψηλότερη σε ασθενείς µε γαστρίτιδα από 

ελικοβακτηρίδιο του πυλωρού απ’ ότι σε φυσιολογικούς [125].  

Πειράµατα που έγιναν µε τη χρήση παραγόντων ενεργοποίησης, όπως οι 

κυτταροκίνες, που εκκρίνονται από τα ενεργοποιηµένα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού, ο LPS ή άλλα µιτογόνα, είχαν ενδιαφέροντα αποτελέσµατα. Σε 

σπληνικά και θυµικά κύτταρα που ενεργοποιήθηκαν in vitro µε IL-1 δεν 

παρατηρήθηκε ενίσχυση της έκκρισης της CRΗ [116.], ενώ ο LPS και η ConA 

(Concavalin A) βρέθηκε  να αυξάνουν σηµαντικά τα επίπεδα της εκκρινόµενης 

CRΗ από  Β- και Τ- λεµφοκύτταρα αντίστοιχα [126]. Ουσίες όπως η 

phytohemaglutinin και η 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate είχαν παρόµοια 

αυξητικά αποτελέσµατα στα επίπεδα του CRΗmRNA των Τ- λεµφοκυττάρων 

[127].  

 

 

 

1.8.4 Υποδοχείς της CRΗ στο ανοσοποιητικό σύστηµα 

Υποδοχείς της CRΗ έχουν βρεθεί µεταξύ άλλων σε σπληνοκύτταρα [128-

130], µονοκύτταρα, Τ- λεµφοκύτταρα [131, 132] και ιστιοκύτταρα [133].  

Οι Webster και συν. µάλιστα αναγνώρισαν τα σπληνοκύτταρα που έφεραν 

υποδοχείς για τη CRΗ ως µακροφάγα [128.]. Θεαµατική αύξηση (17-φορές) του 

CRΗR1 υποδοχέα παρατηρήθηκε σε σπληνοκύτταρα ποντικού µετά από 

επαγωγή οξείας και χρόνιας φλεγµονής µε χορήγηση LPS και Complete Freund’s 

Adjuvant αντίστοιχα. Η πλειοψηφία των κυττάρων που εξέφραζε τον υποδοχέα 

κατά την οξεία αντίδραση ήταν τα πολυµορφοπύρηνα (ουδετερόφιλα), τα οποία 

διέρχονται τον σπλήνα και ενεργοποιούνται για φαγοκυττάρωση και παραγωγή 

υπεροξειδίου. Στην περίπτωση ενεργοποίησης µιας χρόνιας ανοσοαπάντησης 

βρέθηκε ότι τα πρόδροµα κύτταρα των κοκκιοκυττάρων διεγείρονται να 
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εκφράσουν τον CRΗR1 κατά τη διάρκεια της σπληνικής αιµοποίησης [130] (218). 

Σηµειώνεται ότι και οι δύο τύποι υποδοχέων CRΗ  (CRΗR1 και CRΗR2) έχουν 

ανιχνευτεί  στον σπλήνα και το θύµο πάντως [120]. 

 

 

 

1.8.5 ∆ράσεις των πεπτιδίων του στρες στο ανοσοποιητικό σύστηµα 

1.8.5.1 In vivo  

 Προφλεγµονώδεις δράσεις 

H µελέτη της δράσης των πεπτιδίων CRΗ στο µηχανισµό της φλεγµονής 

παρουσιάζει εξαιρετική πολυπλοκότητα καθώς σε in vivo πειράµατα ενέχονται 

αφενός η ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα και του συµπαθητικού νευρικού 

συστήµατος και αφετέρου αλληλεπιδράσεις µεταξύ πλήθους µορίων, όπως τα 

γλυκορτικοειδή, οι κυτταροκίνες και τα διάφορα νευροπεπτίδια, κεντρικά και 

περιφερικά.  

Σε πειραµατικά επαγόµενη φλεγµονή σε αρουραίους, η χορήγηση, 

περιφερικά, αντισώµατος έναντι της  CRΗ ή antalarmin, που είναι ειδικός 

ανταγωνιστής του CRΗR1, πριν την υποδόρια ένεση carageenin, ακολουθήθηκε 

από σηµαντική καταστολή της κυτταρικής διήθησης και µείωση του 

φλεγµονώδους εκκρίµατος [111], υποδεικνύοντας ένα προ-φλεγµονώδη ρόλο για 

τη περιφερική CRΗ. 

Ανοσοενεργός CRΗ βρέθηκε στους οφθαλµούς τρωκτικών που είχαν 

αναπτύξει πειραµατικά επαγόµενη αυτοάνοση κερατίτιδα [134] και σε 

πειραµατικά επαγόµενη αρθρίτιδα [135]. Τοπική χρήση ανταγωνιστών κατά των 

υποδοχέων της CRΗ  µείωσε την φλεγµονή και στις δύο περιπτώσεις. 

Κατά την οξεία φλεγµονή που προκαλείται στο γαστρεντερικό από την 

εντεροτοξίνη του C. Difficile (TxA) αυξάνεται η έκφραση της CRΗ και των 

υποδοχέων της, CRΗR1 και CRΗR2, ενώ η χρήση ανταγωνιστών κατά των 

υποδοχέων της CRΗ µειώνει την φλεγµονή [136, 137]. Ωστόσο, στις αναφορές 

αυτές δεν ήταν ξεκάθαρος ο ρόλος της περιφερικής έναντι της κεντρικής CRΗ 

στη ρύθµιση της φλεγµονής. 

Πολύ πρόσφατα, µια άλλη οµάδα ερευνητών µελέτησε το ρόλο της CRΗ 

και της UCN2 στο πειραµατικό αυτό µοντέλο φλεγµονής. Ας σηµειωθεί ότι για το 

ρόλο της UCN2 στην φλεγµονώδη ανοσοαπάντηση, ελάχιστα πράγµατα είναι 
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γνωστά. Οι la Fleur και συν. εξέτασαν το ρόλο των τοπικά παραγόµενων CRΗ 

και UCN2 στη φλεγµονώδη αντίδραση από TxA, στο γαστρεντερικό, 

αναστέλλοντας τοπικά την έκφρασή τους µε τη χρήση iRNA [138]. Η 

αποσιώπηση των γονιδίων της  CRΗ και της UCN2 δεν συνοδεύτηκε από κάποια 

µη-ειδική ανοσοαπάντηση ή αλλαγή στο προφίλ των κυτταροκινών, στο πλάσµα 

των αρουραίων. Ωστόσο, η τοπική εξάλειψη της έκφρασης του CRΗ, αλλά όχι 

της UCN2, είχε σαν αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση της επαγόµενης 

φλεγµονής από TxA. Τα βασικά επίπεδα κορτικοστερόνης στο πλάσµα δεν 

µεταβλήθηκαν µετά την αποσιώπηση των γονιδίων της CRΗ και της UCN2 στον 

ειλεό και χορήγηση ΤxA αύξησε τα επίπεδά της µόνο στα ζώα αναφοράς και  σε 

εκείνα που τους χορηγήθηκε iRNA-UCN2, που εξουδετέρωνε το ενδογενές RNA. 

Η απουσία αυξηµένων επιπέδων κορτικοστερόνης στα ζώα αναφοράς, στα 

οποία χορηγήθηκε iRNA-CRΗ, αποδόθηκε στο ότι δεν εµφάνισαν σχεδόν 

καθόλου συµπτώµατα φλεγµονής και έτσι αποδόθηκε στην CRΗ ένας 

προφλεγµονώδης ρόλος ανεξάρτητος από την δράση γλυκοκορτικοειδών. 

 

 

 

Αντιφλεγµονώδεις δράσεις 

Έχουν επίσης παρατηρηθεί αντιφλεγµονώδεις δράσεις της CRΗ και της 

UCN1. Στην αυτοάνοση εγκεφαλοµυελίτιδα, όπου παθογόνα Τ-κύτταρα 

παράγουν κυτταροκίνες, που καταστρέφουν τη µυελίνη, όπως ο TNF-α, η 

ενδοπεριτονιακή χορήγηση CRΗ ή UCN1 κατέστειλε τα συµπτώµατα. Στο 

αποτέλεσµα αυτό βρέθηκε να µεσολαβεί µερικώς η ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα 

[139].  

Ενδοδερµική χορήγηση CRΗ είχε σαν αποτέλεσµα τη µείωση του 

οιδήµατος στο πέλµα αρουραίων µετά από έκθεση σε ζέστη (48-58 οC), κρύο (-

20 οC) ή κάποια χηµική ουσία [140], µε τρόπο ανεξάρτητο από γλυκοκορτικοειδή 

ή φαινόµενα υπότασης [141]. Μια άλλη οµάδα, µερικά χρόνια αργότερα, ανέφερε 

ότι και το πεπτίδιο της UCN1 έχει ανάλογες κατασταλτικές ιδιότητες στο 

επαγόµενο από θερµικό τραύµα οίδηµα σε αρουραίους [142]. Ωστόσο, οι Correa 

και συν., χρησιµοποιώντας το ίδιο µοντέλο, βρήκαν ότι το αποτέλεσµα της 

δράσης της CRΗ στο επαγόµενο οίδηµα στο πέλµα ήταν ανάλογο της  δόσης του 
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CRΗ. Έδειξαν ότι µικρές δόσεις πεπτιδίου είχαν αντιφλεγµονώδη δράση ενώ στις 

µεγάλες δόσεις η δράση του CRΗ ήταν µάλλον προφλεγµονώδης [143].  

Ενδοφλέβια χορήγηση CRΗ ή UCN1 πριν από τη χορήγηση LPS βρέθηκε 

να ελαττώνει σηµαντικά τα επίπεδα του παραγόµενου TNF-α στον ορό ποντικών 

[144]. Στο αποτέλεσµα αυτό δεν φάνηκε να συµβάλουν τα γλυκοκορτικοειδή 

αφού δεν υπήρχε διαφορά στα επίπεδα της κορτικοστερόνης στον ορό των 

ποντικών στους οποίους χορηγήθηκε LPS µόνο ή  LPS µαζί µε  UCN ή CRΗ.   

Σε ένα άλλο in vivo µοντέλο φλεγµονής, επαγόµενης µε Listeria 

monocytogenes, η ενδοπεριτονιακή χορήγηση UCN2, αλλά όχι CRΗ ή UCN1, 

είχε ως αποτέλεσµα τη σηµαντική  επίταση της φλεγµονής (µεγαλύτερος αριθµός 

βακτηρίων στον σπλήνα και το ήπαρ) και την αύξηση της θνησιµότητας των 

ποντικών. Η δράση αυτή της UCN2 σχετίστηκε µε τα αυξηµένα επίπεδα IL-10 

στα σπληνοκύτταρα, ενώ τα επίπεδα της IFN-γ και του TNF-α βρέθηκαν 

µειωµένα. Ανταγωνιστής του CRF2 ανέστειλε τη δράση της UCN2 [145].  

 

 

 

1.8.5.2 In vitro 

 Αρκετές in vitro µελέτες δείχνουν προ-φλεγµονώδεις κυρίως δράσεις της 

CRΗ. Οι Mc Gillis και συν. έδειξαν ότι η CRΗ επάγει σηµαντικά  τον  

πολλαπλασιασµό αποµονωµένων σπληνοκυττάρων αρουραίου [146].  Άλλοι 

έδειξαν ότι η CRΗ µπορεί να διεγείρει τον πολλαπλασιασµό και την έκφραση των 

υποδοχέων της IL-2 σε Τ- λεµφοκύτταρα [147], την έκφραση πρωτεϊνών οξείας 

φάσης από ηπατοκύτταρα [148], την παραγωγή IL-1, IL-2 και IL-6 από 

λευκοκύτταρα [149, 150], καθώς και την έκκριση των POMC πεπτιδίων [151]. 

Επίσης µπορεί να επάγει την χηµειοταξία [152] και να αυξήσει οριακά την 

παραγωγή αραχιδονικού οξέος από περιτοναϊκά κύτταρα [140], ενώ έχει 

αναφερθεί ότι µπορεί να αναστείλει την παραγωγή IFN-γ [153]. Η CRΗ φαίνεται 

να ενισχύει έµµεσα την κυτταροτοξική δράση των NK κυττάρων [154]. 

Η δράση της CRΗ και της UCN1 στα ιστιοκύτταρα θεωρείται σήµερα από 

τις σηµαντικότερες προφλεγµονώδεις δράσεις των πεπτιδίων αυτών. Η CRΗ και 

η UCN1 βρέθηκαν να επάγουν την αποκοκκίωση και την έκκριση ισταµίνης από 

τα κύτταρα αυτά [133, 155]. Μια πρώτη ένδειξη του µηχανισµού δράσης  της 

CRΗ σε ανοσοκύτταρα δόθηκε από τους Zhao και Karalis οι οποίοι έδειξαν 
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αύξηση της ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα NFkB σε θυµοκύτταρα 

ποντικού που επωάστηκαν µε CRΗ [156].  

Η CRΗ, η UCN1 και οι υποδοχείς τους έχουν ανιχνευτεί στον αρθρικό 

θύλακα ασθενών µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα. Μάλιστα, µετά από χορήγηση 

antalarmin, η πρόοδος των συµπτωµάτων της νόσου φαίνεται να ελαττώνεται 

[132]. Σε µια πρόσφατη δηµοσίευση, η CRΗ βρέθηκε να επάγει την έκκριση της 

PGE2 από ιστικά σπαράγµατα (tissue explants) ασθενών µε ρευµατοειδή 

αρθρίτιδα (ex vivo), µέσω ενεργοποίησης των µεταγραφικών παραγόντων CREB 

και ATF [157]. 

Έχει αποδειχθεί ότι στο µοντέλο του σηπτικού σοκ σε ποντικούς, η 

χορήγηση antalarmin καταστέλλει την παραγωγή προφλεγµονωδών κυτοκινών 

(IL-1β, IL-6, TNF-α) πλάσµατος και αυξάνει την επιβίωση των ζώων. Επιπλέον, η 

CRΗ βρέθηκε να επάγει in vitro την έκκριση της IL-1β, IL-6 και TNF-α από 

µακροφάγα που έχουν ενεργοποιηθεί µε LPS [158].  

Υπάρχουν δεδοµένα που δείχνουν ότι οι ουροκορτίνες ενεργούν ως 

αντιφλεγµονώδεις παράγοντες σε φλεγµένουσες περιοχές στις οποίες 

αντισταθµίζουν τη φλεγµονώδη δράση της CRH. Σύµφωνα µε τους Tsatsani και 

συν., οι ουροκορτίνες δρουν παρακρινικά ως αντιφλεγµονώδη µόρια µέσω της 

επαγωγής της απόπτωσης των µακροφάγων µέσω του CRHR2 υποδοχέα [159]. 

 

 

 

1.9 Μοντέλα φλεγµονής σε διαγονιδιακά CRΗ (CRΗ- Tg), crhr1
-/- και   crh-/- 

ζώα 

1.9.1 CRH- Τg ζώα και φλεγµονή 

Η υπερέκφραση της κεντρικής CRΗ, σε ποντικούς, επάγει ανοσολογικά 

χαρακτηριστικά δηλωτικά ανοσοκατεσταλµένου φαινότυπου, ο οποίος φαίνεται 

να οφείλεται στα υψηλά επίπεδα γλυκοκορτικοειδών, που παρουσιάζουν τα ζώα 

αυτά, παρά στην υπερέκφραση της CRΗ, η οποία εξάλλου περιορίζεται στις 

περιοχές του εγκεφάλου όπου φυσιολογικά εκφράζεται [160].  

Στα ζώα αυτά, τα βασικά επίπεδα κορτικοστερόνης είναι σε χρόνια βάση 

ιδιαίτερα αυξηµένα µε αποτέλεσµα να παρουσιάζονται κλινικά χαρακτηριστικά 

του συνδρόµου Cushing. Εξετάζοντας τον ανοσολογικό φαινότυπο βρέθηκε ότι 

τα ζώα αυτά παρουσιάζουν σηµαντική µείωση του αριθµού των Τ- και Β- 
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λεµφοκυττάρων στους λεµφοειδείς ιστούς. Στον σπλήνα, η µείωση (περίπου 

90%) αφορούσε κυρίως στα Β- κύτταρα ενώ αντίθετα στα µακροφάγα, τα ΝΚ-

λεµφοκύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα, δεν παρατηρήθηκε κάποια σηµαντική 

αλλαγή (<5% µείωση). Σε συµφωνία µε τον αριθµό των Β-λεµφοκυττάρων στον 

σπλήνα, τα πρόδροµα Β-λεµφοκύτταρα (pre- B cells) (B220+/IgM-), αλλά και τα 

ώριµα Β-λεµφοκύτταρα (B220+/IgM+) στο µυελό των οστών βρέθηκαν επίσης 

ελαττωµένα. Στο θύµο αδένα, ο αριθµός των διπλά θετικών Τ-λεµφοκυττάρων  

(CD4+/CD8+) ήταν ιδιαίτερα αυξηµένος, ενώ ελαφρά αυξηµένος ήταν ο αριθµός 

των διπλά αρνητικών (CD4-/CD8-) και των CD25+/CD3-. Τα παραπάνω 

υποδηλώνουν ελαττωµατική ωρίµανση των Β- και Τ-λεµφοκυττάρων στα ζώα 

αυτά.  

Η επινεφριδιοεκτοµή ανέστειλε σχεδόν πλήρως τα µειωµένα επίπεδα των 

λεµφοκυττάρων στον σπλήνα και το θύµο (όχι όµως στο µυελό των οστών) και 

επανέφερε το µέγεθος των συγκεκριµένων ιστών στο φυσιολογικό, 

αποκαλύπτοντας τον ρόλο των αυξηµένων γλυκοκοκορτικοειδών στη δηµιουργία 

του παραπάνω ανοσολογικού φαινότυπου στα CRΗ- Tg ποντίκια.  

Σε µοριακό επίπεδο η δράση των γλυκοκορτικοειδών ασκείται µέσω του 

επηρεασµού, µε διάφορους τρόπους, µεταγραφικών παραγόντων όπως ο NF-kB 

(Nuclear Factor kB), o NFAT και ο ΑP-1 (Activator Protein 1) [161-163]. Στα 

θυµοκύτταρα κατά την ωρίµανση τους από CD4-/CD8- σε CD4+/CD8+, αυξάνεται 

η έκφραση του υποδοχέα της IL-2 µέσω του οποίου επάγεται η Βcl-2 και 

αναστέλλεται ο κυτταρικός θάνατος που επάγουν τα γλυκοκορτικοειδή. Στα CRΗ-

Tg ποντίκια, τα υψηλά επίπεδα κορτικοστερόνης φαίνεται να επηρεάζουν τον 

µηχανισµό αυτό και κατά συνέπεια την ωρίµανση των θυµοκυττάρων. 

 

 

 

1.9.2 Φλεγµονή σε διαγονιδιακά ποντίκια  crhr1
-/-   

Η µελέτη πειραµατικά επαγόµενης φλεγµονής µε turpentine στο οπίσθιο 

άκρο crhr1
-/- ποντικών έδειξε ότι η απουσία του υποδοχέα CRΗR1 έχει ως 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία φλεγµονής ελάχιστα µικρότερης έκτασης (15-25%), 

ενώ τα επίπεδα της IL-6 πλάσµατος πλάσµα των crhr1
-/- ζώων βρέθηκαν περίπου 

10 φορές υψηλότερα σε σύγκριση µε τα φυσιολογικά ζώα [164]. Τα βασικά 

επίπεδα κορτικοστερόνης στα crhr1
-/- ζώα ήταν χαµηλότερα από αυτά των 
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φυσιολογικών ζώων αν και η χορήγηση turpentine είχε ως αποτέλεσµα να 

αυξηθούν σηµαντικά και στις δύο οµάδες ζώων. Συνεπώς, παρά την απουσία 

του CRΗR1 υποδοχέα, η ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα από το ανοσολογικό 

ερέθισµα επάγεται (σε αντίθεση µε άλλου τύπου στρεσσογόνα ερεθίσµατα), 

όπως και στην περίπτωση των διαγονιδιακών crh-/- ζώων. Οι Turnbull και συν. 

αναφέρουν ότι και o LPS µπορεί να επάγει την παραγωγή κορτικοστερόνης στα 

crhr1
-/- ζώα, όπως η turpentine. Πάντως, η ACTH βρέθηκε ελαφρά υψηλότερη 

στα crhr1
-/- ζώα µετά από την χορήγηση turpentine, ενώ τα βασικά επίπεδα δεν 

είχαν διαφορά µεταξύ των crhr1
-/- και crhr1

+/+ ζώων. Είναι προφανές ότι οι 

µηχανισµοί ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ τόσο στην περίπτωση των crhr1
-/- 

(όσο και των crh-/-) ποντικών πρέπει να διαφέρουν από τους φυσιολογικούς και 

υπάρχουν δεδοµένα που υποστηρίζουν το ρόλο κυτοκινών, όπως η IL-1 και η IL-

6, σε τέτοιες περιπτώσεις [165]. Τα ιδιαίτερα αυξηµένα επίπεδα της IL-6, στο 

συγκεκριµένο µοντέλο, συνηγορούν για την άποψη αυτή. Εξάλλου, µια πρόσφατη 

µελέτη υποστηρίζει το ρόλο της IL-6 στην έκκριση της ACTH απουσία της  CRΗ 

[166].  

 

 

 

1.9.3 Φλεγµονή σε διαγονιδιακά ποντίκια  crh-/-   

Η φλεγµονή διεγείρει την ενεργοποίηση του ΥΥΕ και αντίστοιχα  η 

παραγωγή των γλυκοκορτικοειδών µειώνει την φλεγµονώδη ανοσοαπάντηση. Τα 

βασικά επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών στα crh-/-  ζώα είναι σηµαντικά µειωµένα 

και δεν αυξάνονται µετά από κάποιο στρεσσογόνο ερέθισµα, όπως έχει 

προαναφερθεί, µε αποτέλεσµα τα ζώα αυτά να παρουσιάζουν πιο έντονη 

φλεγµονώδη αντίδραση. Ωστόσο, όταν το ερέθισµα είναι ανοσολογικού 

χαρακτήρα τα γλυκοκορτικοειδή αυξάνονται, σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα 

αντίστοιχα των φυσιολογικων ζώων. 

 

 

1.9.3.1 Επαγόµενη µε carrageenin άσηπτη φλεγµονή  

Η επαγόµενη µε carrageenin φλεγµονή είναι µια οξεία άσηπτη φλεγµονή 

που χαρακτηρίζεται από έντονη συγκέντρωση πολυµορφοπύρηνων και 

µακροφάγων κυττάρων. Η ανοσολογική απόκριση µετά από υποδόρια χορήγηση 
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carrageennin σε crh-/-  ποντίκια βρέθηκε σηµαντικά αυξηµένη (50%), όσον αφορά 

την συγκέντρωση των λευκοκυττάρων. Τα επίπεδα της κορτικοστερόνης 

πλάσµατος αυξήθηκαν 10 φορές περίπου. Μετά από επινεφριδιοεκτοµή και 

αποκατάσταση των επιπέδων της κορτικοστερόνης µε εξωγενή χορήγηση,  τα 

crh-/-   και crh+/+  ζώα παρουσίασαν παρόµοια αύξηση στα επίπεδα της 

κορτικοστερόνης όταν χορηγήθηκε carrageennin. Οµως στην περίπτωση αυτή, 

τα crh-/-   ποντίκια παρουσίασαν µειωµένα συµπτώµατα φλεγµονής. Το 

παραπάνω αποτέλεσµα υποδηλώνει ότι όταν τα επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών 

είναι παρόµοια, η CRΗ δρα ως  προφλεγµονώδης παράγοντας και µάλιστα η 

προφλεγµονώδης δράση της φαίνεται να αφορά τα επινεφρίδια. Όπως 

αναφέρουν οι Karalis και συν., η επινεφρίνη φαίνεται να είναι ο προφλεγµονώδης 

επινεφριδιακός παράγοντας που αποκαλύπτεται από την απουσία CRΗ στα crh-/- 

ζώα [167].  

 

 

 

1.9.3.2 Η ενεργοποίηση του NFkB σε οξεία φλεγµονή επαγόµενη από LPS 

Στην περίπτωση χορήγησης LPS (σηπτικό σοκ) σε crh-/- ποντίκια η  

κορτικοστερόνη φτάνει στο 60% των αντίστοιχων επιπέδων των crhr1+/+ ζώων. 

Παρά τα µειωµένα επίπεδα κορτικοστερόνης, η ενεργοποίηση του µεταγραφικού 

παράγοντα NFkB σε θυµοκύτταρα crh-/- ποντικιών  που τους είχε δοθεί LPS, 

βρέθηκε µειωµένη (παρά τα αυξηµένα επίπεδα κυτοκινών και συγκεκριµένα του 

ΤNF-α  στο πλάσµα). Το αποτέλεσµα αυτό, σε συµφωνία µε τα in vitro δεδοµένα 

στην ίδια µελέτη (δράση της CRΗ στην ενεργοποίηση του NFkB σε θυµοκύτταρα 

σε καλλιέργεια), συνηγορεί για τον χαρακτηρισµό της δράσης της CRΗ ως 

προφλεγµονώδους που αφορά στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα  

NFkB  [156]. 

 

 

1.9.3.3 Φλεγµονή επαγόµενη από turpentine  

Όταν χορηγήθηκε turpentine σε crh-/- ποντίκια η απάντηση στην 

κορτικοστερόνη δεν είχε διαφορά από εκείνη στα crh+/+  ζώα, παρά το γεγονός ότι 

στις χρονικές στιγµές που εξετάστηκαν δεν παρατηρήθηκε ανάλογη αύξηση των 

επιπέδων της ACTH στους δύο γονότυπους. Στο σηµείο της φλεγµονής ωστόσο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 58

τα διηθούντα λευκοκύτταρα βρέθηκαν µειωµένα στα crh-/- ζώα. Τα crh-/- ποντίκια  

παρουσίασαν και σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα IL-6 στο πλάσµα σε σχέση µε 

τα crh+/+  . 

Στη µελέτη αυτή παρουσιάζονται δεδοµένα που υποδεικνύουν ότι η CRΗ 

είναι απαραίτητη για την έκκριση ACTH αλλά όχι και για την παραγωγή 

κορτικοστερόνης στην φλεγµονώδη ανοσοαπάντηση. Η έλλειψη CRΗ 

συσχετίζεται µε τα παράδοξα αυξηµένα επίπεδα IL-6 και προτείνεται ότι η IL-6 

µπορεί να δρα (µε τρόπο εξαρτώµενο από την CRΗ) ρυθµίζοντας την έκκριση 

της ACTH. Επιπλέον παρουσιάζονται δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι η CRΗ 

πιθανών να ρυθµίζει την παραγωγή IL-6 από τα επινεφρίδια, συµβάλλοντας έτσι 

στην παθοφυσιολογία ανοσολογικών καταστάσεων (όπως η ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα) που χαρακτηρίζονται από την ταυτόχρονη παρουσία των δύο αυτών 

παραγόντων, CRΗ και IL-6 [166]. 

 

 

1.10 Φλεγµονή 

1.10.1 Γενικά στοιχεία φλεγµονής 

Η φλεγµονή είναι µια σύνθετη αντίδραση/απόκριση στο τοπικό ή 

οποιασδήποτε άλλης µορφής τραύµα και σε πολυάριθµους άλλους παράγοντες 

[168]. Μπορεί επίσης να ορισθεί ως µια δυναµική αγγειακή και κυτταρική 

απόκριση σε προσβολή ή τραύµα, που είναι ωφέλιµη και προστατευτική, αν είναι 

ελεγχόµενη, και επιβλαβής όταν εκτραπεί σε ανεξέλεγκτη. Μπορεί να προκληθεί 

από µικροοργανισµούς, τοξίνες, παράσιτα, χηµική και βιολογική καταστροφή και 

φυσική φθορά όπως θερµότητα,  ψύχος, ακτινοβολία και  τραυµατισµό, ή µπορεί 

να έχει ανοσολογική προέλευση όπως σε  υπερευαισθησία τύπου 1, 3, 4. Ο 

ρόλος της φλεγµονής έγκειται στο να ελαχιστοποιεί την απειλή στον οργανισµό 

µέσω αραίωσης ή περιορισµού δράσης των επιβλαβών παραγόντων, την 

καταστροφή αυτών, την αποµάκρυνση τους και τελικά την επιδιόρθωση της 

βλάβης και την αποκατάσταση της φυσιολογικής λειτουργίας. Σε αυτά τα πλαίσια 

η φλεγµονή είναι µια απαραίτητα αντίδραση του οργανισµού που έχει εξελιχθεί 

προς όφελος της επιβίωσης. Παράλληλα, η φλεγµονώδης αντίδραση 

συνοδεύεται από σύνθετες αγγειακές, ανοσολογικές και κυτταρικές αντιδράσεις, 

των οποίων η εκτροπή σε µη ισορροπηµένη απόκριση έχει το αντίθετο 

αποτέλεσµα.  
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Η φλεγµονή είναι µια ανοσιακή απόκριση που φέρει λευκοκύτταρα και 

µόρια του πλάσµατος σε θέσεις µόλυνσης ή βλάβης των ιστών. Οι κυριότερες 

επιπτώσεις είναι η αύξηση παροχής αίµατος, η αύξηση της αγγειακής 

διαπερατότητας για µεγάλα µόρια του ορού και η ενισχυµένη µετανάστευση 

λευκοκυττάρων, δια µέσου του τοπικού αγγειακού ενδοθηλίου, προς την 

κατεύθυνση της θέσης της φλεγµονής.  

Η µετανάστευση των κυττάρων είναι µια πολύπλοκη διαδικασία η οποία 

εξαρτάται από τον τύπο του πληθυσµού των εµπλεκόµενων κυττάρων, από την 

κατάσταση ενεργοποίησης τους και από το πώς αυτά αλληλεπιδρούν µε το 

ενδοθήλιο στα διάφορα αγγειακά πεδία σε όλο το σώµα.  

Η κατάσταση ενεργοποίησης των κυττάρων προσδιορίζει εν µέρει το 

µεταναστευτικό τους πρότυπο. Τα µη ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα τείνουν να 

µεταναστεύσουν προς τους λεµφικούς ιστούς µέσα από το υψηλό κυβικό 

ενδοθήλιο που υπαλείφει κάποια  φλεβίδια, ενώ τα ενεργοποιηµένα 

λεµφοκύτταρα τείνουν να µεταναστεύσουν σε θέσεις φλεγµονής. 

Τα µόρια πρόσδεσης (adhession molecules) που ελέγχουν τη 

µετανάστευση των λευκοκυττάρων κατατάσσονται σε τρεις δοµικά συγγενείς 

οικογένειες: (α) Στα µόρια κυτταρικής πρόσδεσης (CAMs) της υπεργονιδιακής 

οικογένειας των ανοσοσφαιρινών, (β) στις σελεκτίνες και τα υδατανθρακικά τους 

προσδέµατα και (γ) στις ιντεργκρίνες. Τα µόρια πρόσδεσης των ενδοθηλίων 

επάγονται από κυτταροκίνες. Η έκφραση των λευκοκυτταρικών µορίων 

πρόσδεσης προσδιορίζεται από τον εµπλεκόµενο κυτταρικό πληθυσµό και από 

την κατάσταση διαφοροποίησης του κυττάρου. 

Τα µόρια χηµειοτακτισµού είναι σηµαντικά τόσο στην καθοδήγηση της 

κυτταρικής µετανάστευσης όσο και στην ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων στην 

επιφάνεια του ενδοθηλίου προς έναρξη της µετανάστευσής τους. 

Οι διαµεσολαβητές της φλεγµονής που απελευθερώνονται από 

µαστοκύτταρα, αιµοπετάλια και λευκοκύτταρα κατά τις ανοσοποιητικές 

αντιδράσεις, ή ως επακόλουθο καταστροφής ιστού συνεργάζονται αρµονικά µε 

µόρια που απελευθερώνονται από ενζυµικά συστήµατα του πλάσµατος για να 

ελέγξουν την αγγειακή διαπερατότητα και την παροχή αίµατος.  

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες τα λευκά αιµοσφαίρια µεταναστεύουν 

σε όλους τους ιστούς του σώµατος – τα κύτταρα που βρίσκονται στο αίµα είναι 

αυτά που  πρόκειται να εισέλθουν στους διάφορους ιστούς. Κάθε κυτταρικός 
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πληθυσµός έχει ένα συγκεκριµένο πρότυπο µετανάστευσης. Το πρότυπο αυτό 

εξαρτάται επιπλέον από το βαθµό διαφοροποίησης του κυττάρου και από  την 

ενεργοποίηση: 

Τα φαγοκύτταρα, συµπεριλαµβανοµένων των ουδετερόφιλων και των 

µονοκυττάρων, εγκαταλείπουν το µυελό των οστών και µεταναστεύουν στους 

περιφερικούς ιστούς, ιδιαιτέρως σε θέσεις µόλυνσης ή φλεγµονής. Τα 

ουδετερόφιλα κάνουν ένα ταξίδι απλής διαδροµής, αλλά τα µονοκύτταρα 

διαφοροποιούνται προς µακροφάγα και µπορεί να επανακυκλοφορούν ξανά 

πίσω στα δευτερεύοντα λεµφικά όργανα και να δρουν ως κύτταρα έκθεσης 

αντιγόνων (APCs). 

Τα µη ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα µεταναστεύουν από το θύµο και των 

µυελό των οστών προς τους δευτερεύοντες λεµφικούς ιστούς. Μετά την 

ενεργοποίηση από το αντιγόνο, τα ενεργοποιηµένα Τ-λεµφοκύτταρα τείνουν να 

µετακινηθούν σε θέσεις φλεγµονής, ενώ τα Β λεµφοκύτταρα και τα αναµνηστικά 

Τ-λεµφοκύτταρα αποικίζουν άλλους λεµφικούς ιστούς. 

Τα δενδριτικά κύτταρα, όπως είναι τα κύτταρα Langerhans του δέρµατος, 

προέρχονται από αρχέγονα γενετικά κύτταρα του µυελού των οστών τα οποία 

αποικίζουν διάφορα όργανα. Μετά την πρόσληψη του αντιγόνου, µεταναστεύουν 

σε γειτονικά λεµφογάγγλια και εκθέτουν το αντιγόνο στα CD4+ Τ-λεµφοκύτταρα.  

Ένας στόχος αυτής της µετανάστευσης είναι να δίνεται η ευκαιρία στο 

µικρό αριθµό των λεµφοκυττάρων που είναι εξειδικευµένα για κάποιο 

συγκεκριµένο αντιγόνο να συναντήσουν αυτό το  αντιγόνο. Οδοί λεµφικής 

αποχέτευσης και η µετανάστευση των κυττάρων εξασφαλίζουν ότι τα 

λεµφοκύτταρα, τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και τα αντιγόνα από τους 

µολυσµένους ή τους φλεγµένοντες ιστούς συρρέουν στα λεµφογάγγλια ενώ ο 

σπλην διαχειρίζεται τα αντιγόνα που βρίσκονται µέσα στο αίµα. Πριν από την 

απελευθέρωση των κυττάρων µέσα στα απαγωγά λεµφικά αγγεία, και εποµένως 

στη κυκλοφορία, επιτελείται αρχικός κλωνικός πολλαπλασιασµός των αντιγονο-

ειδικών λεµφοκυττάρων µέσα στους δευτερεύοντες λεµφικούς ιστούς. Στη 

συνέχεια η µετανάστευση αυτών των κυττάρων από την κυκλοφορία του αίµατος 

εξαρτάται από την έκφραση των µορίων πρόσδεσης στο ενδοθήλιο: Σε θέσεις 

φλεγµονής το ενδοθήλιο εκφράζει µόρια πρόσδεσης τα οποία αναγνωρίζονται 

από υποδοχείς των ενεργοποιηµένων λεµφοκυττάρων ή φαγοκυττάρων και τα 

οποία κατευθύνουν την κυτταρική κυκλοφορία σε αυτές τις περιοχές. Οι 
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αντιδράσεις οι οποίες προκλήθηκαν στους ιστούς ως απόκριση σε βλάβη ή 

µόλυνση ονοµάζονται φλεγµονώδεις και σε αυτές εµφανίζουν τρία κύρια 

χαρακτηριστικά: 

1) Η παροχή αίµατος στην προσβληθείσα περιοχή αυξάνει, µεταφέροντας 

λευκοκύτταρα και τα µόρια του πλάσµατος. 

2) Η διαπερατότητα των τριχοειδών αυξάνει, επιτρέποντας την εξαγγείωση 

πρωτεϊνών του πλάσµατος (αντισώµατα, συµπλήρωµα, κινηνογόνα κ.α) τα οποία 

απαιτούνται για τον έλεγχο της µόλυνσης.  

3) Η µετανάστευση των λευκοκυττάρων προς τους ιστούς αυξάνει. 

Τα πρώτα κύτταρα που φθάνουν σε συνθήκες οξείας φλεγµονής, που 

προκαλείται από µόλυνση είναι τα ουδετερόφιλα. Αυτά συνιστούν τον κύριο 

κυτταρικό τύπο για αρκετές ηµέρες. Έπειτα αρχίζουν να φθάνουν  µονοπύρηνα 

φαγοκύτταρα και λεµφοκύτταρα. Τα CD+8 Τ-λεµφοκύτταρα και µικρός αριθµός Β-

λεµφοκυττάρων συνήθως φθάνουν αργότερα. Η έκβαση µιας οξείας αντίδρασης 

εξαρτάται από το εάν το αντιγόνο ή ο µολυσµατικός παράγοντας έχουν 

εξουδετερωθεί. Εάν όχι, αναπτύσσεται µία χρόνια φλεγµονώδης αντίδραση. Σε 

αυτή την περίπτωση τα ουδετερόφιλα που προσέρχονται είναι λίγα, αλλά 

συσσωρεύονται πολλά CD+4 Τ-λεµφοκύτταρα και µονοπύρηνα φαγοκύτταρα. Η 

αντίδραση σε παρασιτική µόλυνση οδηγεί συχνά σε συνάθροιση ηωσινόφιλων, 

τα οποία µαζί µε τα βασεόφιλα και τα µακροφάγα επικρατούν στα τοιχώµατα των 

βρόγχων ως επακόλουθο ασθµατικής προσβολής.  

 

1.10.2 ∆ιαµεσολαβητές φλεγµονής 

Μια πληθώρα διαµεσολαβητών της φλεγµονής απελευθερώνονται από τα 

κύτταρα της ενδογενούς ή επίκτητης ανοσίας κατά τη φλεγµονώδη αντίδραση 

[164]. Αυτές οι ενώσεις είτε επιταχύνουν είτε αναστέλλουν τη φλεγµονή. 

Απελευθερώνονται από τα ιστιοκύτταρα, τα αιµοπετάλια, και µια ποικιλία 

λευκοκυττάρων όπως τα ουδετερόφιλα, τα µονοκύτταρα/µακροφάγα, τα 

εοσινόφιλα, τα βασεόφιλα και τα λεµφοκύτταρα.  

 

1) Χυµοκίνες 

Οι χυµοκίνες είναι µια οµάδα µικρών πολυπεπτιδίων, που περιέχουν 70-

80 αµινοξέα, που χηµειοτακτικά προσελκύουν διαφορετικούς τύπους 
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λευκοκυττάρων και ρυθµίζουν την έκφραση και το σχηµατισµό των ιντεργκρινών 

στις µεµβράνες των λευκοκυττάρων. Οι χυµοκίνες επάγουν την προσκόλληση 

διαφόρων λευκοκυττάρων στο αγγειακό ενδοθήλιο, τα οποία µεταναστεύουν 

ακολουθώντας την αύξηση της συγκέντρωσης των χυµοκινών. Μια από τις πιο 

χαρακτηρισµένες χυµοκίνες είναι η IL-8. Παράγεται από τα 

µονοκύτταρα/µακροφάγα ουδετερόφιλα και τα ενδοθηλιακά κύτταρα. ∆ιατηρείται 

στο φλεγµένον ενδοθήλιο και εξασφαλίζει τη σταθερή πρόσδεση των 

ουδετερόφιλων στην επιφάνεια του ενδοθηλίου.  

 

2) Ενζυµικοί διαµεσολαβητές του πλάσµατος 

Το πλάσµα περιλαµβάνει τέσσερα συστήµατα παραγωγής παραγόντων 

φλεγµονής: το σύστηµα της κινίνης, το σύστηµα του σχηµατισµού θρόµβων, το 

ινοδολυτικό σύστηµα και το σύστηµα του συµπληρώµατος. Εκτός του 

συµπληρώµατος, όλα τα άλλα συστήµατα έχουν κοινό σηµείο συνάντησης. 

Το σύστηµα της κινίνης 

Είναι ένας ενζυµατικός καταρράκτης αντιδράσεων που οδηγεί στην 

παραγωγή βραδυκινίνης, η οποία είναι ένας πολύ ισχυρός αγγειοδραστικός 

παράγοντας. Αυξάνει την αγγειακή διαπερατότητα, προκαλεί αγγειοδιαστολή και 

επάγει τον πόνο και τη συστολή των λείων µυών.  

Το σύστηµα του σχηµατισµού θρόµβων 

Είναι ένα άλλο ενζυµικό σύνολο αντιδράσεων που οδηγεί στην παραγωγή 

θροµβίνης. Ο σχηµατισµός θρόµβων λειτουργεί ως φυσικό φράγµα στη διάδοση 

της µόλυνσης, επουλώνονται τα τραύµατα και κατ’επέκταση περιορίζεται η 

είσοδος παθογόνων στην κυκλοφορία του αίµατος. Οµοίως, κύριο γνώρισµα του 

συγκεκριµένου συστήµατος είναι η αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας και η 

χηµειοτακτική προσέλκυση των ουδετερόφιλων.  

Το ινοδολυτικό σύστηµα 

Το τελικό προϊόν αυτού του µονοπατιού είναι η έκκριση πλασµίνης. Η 

πλασµίνη είναι ένα ισχυρό πρωτεολυτικό ένζυµο, διασπά τα συσσωµατώµατα 

ινικής σε µικρότερα τµήµατα που δρουν χηµειοτακτικά στην προσέλκυση 

ουδετερόφιλων. Επιπλέον ενεργοποιεί το συµπλήρωµα. 

Το σύστηµα του συµπληρώµατος 

Η ενεργοποίηση του συµπληρώµατος από την κλασσική ή εναλλακτική 

οδό έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή µιας πλειάδας προϊόντων που κάθε ένα 
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επάγει διαφορετικές µεταβολές στο ενδοθήλιο. Για παράδειγµα η αναφυλατοξίνη  

επάγει την αποκοκκίωση των ιστιοκυττάρων και την απελευθέρωση ισταµίνης. 

Άλλοι παράγοντες προκαλούν σύσπαση των λείων µυικών ινών και αύξηση της 

αγγειακής διαπερατότητας, προσκόλληση µονοκύτταρων στο αγγειακό ενδοθήλιο 

και ενεργοποίηση του ενδοθηλίου.  

 

3) Λιπιδιακοί µεσολαβητές φλεγµονής 

Τα φωσφολιπίδια των µεµβρανών διασπώνται σε αραχιδονικό οξύ και 

παράγοντα ενεργοποίησης των αιµοπεταλίων (PAF, platelet activating factor). Ο 

τελευταίος παράγοντας προκαλεί πολλές φλεγµονώδεις αντιδράσεις 

συµπεριλαµβανοµένων της χηµειόταξης εοσινόφιλων και την 

ενεργοποίηση/αποκοκκίωση των ουδετερόφιλων και εοσινόφιλων.  

Ο µεταβολισµός του αραχιδονικού δίνει επιπλέον γένεση στις 

προσταγλανδίνες και θροµβοξάνες που ευθύνονται για ποικίλες δράσεις ως προς 

την επαγωγή της φλεγµονής και την παραγωγή ελευθέρων ριζών.  

 

4) Κυτταροκίνες 

Οι κυριότεροι αντιπρόσωποι της οικογένειας των κυτοκινών που κατέχουν 

βασικούς ρόλους στην εµφάνιση και εξέλιξη της φλεγµονής είναι οι η IL-1, η IL-6 

και ο TNF-α. Επιπλέον η IFN-γ συνεισφέρει σε µεγάλο βαθµό στη φλεγµονώδη 

απόκριση στα τελικά στάδια της οξείας απόκρισης και στη χρόνια φλεγµονή.  

Τόσο η IFN-γ όσο και ο TNF-α επάγουν την έκφραση µορίων προσκόλλησης και 

αυξάνουν την φαγοκυτταρική δραστικότητα των µακροφάγων. Η IL-1 και ο TNF-α 

ενεργοποιούν τα µακροφάγα ως προς την απελευθέρωση IL-8 που θεωρείται 

ισχυρός χηµειοτακτικός παράγοντας.  

Τα λεµφοκύτταρα, Τ- βοηθητικά κύτταρα 1 (T-helper cells 1, Th1), φυσικοί 

φονείς (natural killers, NK) και Τ- κυτταροτοξικά (Τα-cytotoxic, Tc), εκκρίνουν 

IFN-γ, ενώ τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα εκκρίνουν TNF-α. Αν και ο ρόλος των 

ιντερφερονών (α, β και γ) είναι η προστασία των γειτονικών κυττάρων από τα 

µολυσµένα από ιό κύτταρα, τα οποία και τις εκκρίνουν, η IFN-γ έχει  και ένα 

ιδιάζοντα ρόλο στη φλεγµονή. Κατ’ αρχάς, ενεργοποιεί τα µακροφάγα, τα οποία 

εκφράζουν αντιγόνα MHCII (µείζον σύστηµα ιστοσυµβατότητας-ΙΙ) στην 

επιφάνειά τους και αυξάνουν την έκκριση κυτταροκινών µε απώτερο στόχο τον 

περιορισµό της µόλυνσης – φλεγµονής.  Τα αποτελέσµατα της δράσης της είναι 
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µη επιθυµητά κατά την χρόνια φλεγµονή, όπου η συσσώρευση µακροφάγων 

επιταχύνει την καταστροφή των ιστών.  

Όπως προαναφέρθηκε, ο TNF-α είναι µια κυτταροκίνη που εκκρίνεται από 

τα µακροφάγα και λειτουργεί συνεργατικά µε την IFN-γ στη χρονία φλεγµονή. Ο 

TNF-α είναι µια προφλεγµονώδης κυτταροκίνη της οποίας η έκφραση ρυθµίζεται 

από τον NF-κΒ, τα AGEs (advanced glycation end-products) και τις οξειδωµένες 

λιποπρωτεïνες [304]. Ο TNF-α επάγει την παραγωγή ελευθέρων ριζών και 

αναστέλλει τη λειτουργικότητα των αντιοξειδωτικών ενζύµων που συµβάλλουν 

στην αποµάκρυνση των ελευθέρων ριζών από τον ενδοκυττάριο και εξωκυττάριο 

χώρο [305, 306].  

 

 

 

1.10.3 Φλεγµονώδης δράση CRH 

Η κεντρική (υποθαλαµική) CRH φαίνεται να εµπλέκεται περισσότερο στην 

άµεση απόκριση στο στρες, παρά στην µακροχρόνια. Η AVP η οποία επηρεάζει 

τον ΥΥΕ άξονα φαίνεται ότι εµπλέκεται στην απόκριση κατά την χρόνια φλεγµονή 

δεδοµένης της µικρότερης ευαισθησίας της στην αρνητική ανατροφοδότηση των 

γλυκοκορτικοειδών, σε σύγκριση µε την CRH [109, 169, 170]. Σύµφωνα µε τη  

βιβλιογραφία η κεντρική CRH φαίνεται να λειτουργεί ως αντιφλεγµονώδης 

παράγων ενώ η περιφερική CRH ως προφλεγµονώδης. Σε ένα πειραµατικό 

µοντέλο οξείας φαρµακευτικής κολίτιδας, η απουσία CRH συνδέθηκε µε την 

ελάττωση της τοπικής φλεγµονής [171]. Οι Theocharides και συν. [153], 

εντόπισαν την προφλεγµονώδη δράση της CRH στην αποκοκκίωση των 

ιστιοκυττάρων του δέρµατος όπου το φαινόµενο ήταν CRHR1 εξαρτώµενο και 

οδήγησε σε αγγειοδιαστολή και αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας. Οι 

Kempuraj και συν. [121], παρατήρησαν ότι τα ιστιοκύτταρα που προερχόταν από 

ανθρώπινο οµφάλιο λώρο συνέθεταν CRH και UCNs και επισήµαναν τον πιθανό 

αυτοκρινή και παρακρινή ρόλο τους σε αλλεργικές διαταραχές. Η  έκλυση 

CRH/UCNs από τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος φαίνεται να είναι 

διφασική µε τις συγκεντρώσεις των πεπτιδίων, που εκκρίνονται τοπικά, σε 

φλεγµένουσες περιοχές, να έχουν µεγάλο εύρος γεγονός που σηµαίνει ότι  µια 

αντιφλεγµονώδης απόκριση µπορεί να αντιστραφεί σε φλεγµονώδη αφού αυτό 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση των πεπτιδίων  [16]. Σύµφωνα µε τους Agelaki 
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και συν. [172], η CRH έχει κρίσιµο ρυθµιστικό ρόλο στην  έναρξη της φλεγµονής, 

µέσω της επαγωγής της έκκρισης προφλεγµονωδών κυτταροκινών από τα 

µακροφάγα, δράση που ασκείται µέσω του CRHR1. Το γεγονός πως η IL-1β, η 

IL-6 και ο TNF-α επάγουν την έκκριση της ACTH και των γλυκοκορτικοειδών, 

ενεργοποιώντας το σύστηµα του στρες [173], κάνει πιθανή την ύπαρξη 

αµφίδροµης επικοινωνίας.  

Η CRH ενέχεται και στο φαινόµενο της απόπτωσης. Στην µελέτη των 

Dermintzaki και συν. [174], η CRΗ προκάλεσε απόπτωση των κυττάρων της 

κυτταρικής σειράς PC12, µέσω του υποδοχέα CRHR1 ο οποίος οδήγησε σε 

φωσφορυλίωση/ενεργοποίηση της υποµονάδας p38 MAPK, και τελικά 

πυροδότησε την απόπτωση.  

Η CRH συνδέθηκε επίσης µε την πρόοδο του καρκίνου από τους  

Androulidaki και συν. [175] οι οποίοι απέδειξαν ότι η CRH αυξάνει την 

µεταστατικότητα της κυτταρικής σειράς MCF7 (κύτταρα καρκίνου του µαστού) και 

επάγει την αναδιοργάνωση των ινιδίων ακτίνης και την απελευθέρωση 

προσταγλανδινών µέσω της Cox-1. Είναι γνωστή ή φλεγµονώδης δράση των 

προσταγλανδινών και η ικανότητά τους να επάγουν την απελευθέρωση 

ελευθέρων ριζών στην φλεγµένουσα περιοχή. Με δεδοµένο το ότι οι αγωνιστές 

του CRHR2 αναστέλλουν την αγγειογένεση, η απουσία του στα καρκινικά κύτταρα 

ίσως συµβάλλει στην επέκταση του νεοπλάσµατος [176]. Η ισορροπία  δράσης 

µέσω των CRHR1 και CRHR2 υποδοχέων στους ιστούς, στην περιφέρεια, ίσως 

αποτελεί προϋπόθεση οµαλής στρεσογόνου απόκρισης. 

Ο NF-kB αποτελεί κοµβικό στοιχείο στην παθοφυσιολογία της 

φλεγµονώδους αντίδρασης και του οξειδωτικού στρες. Έχει βρεθεί ότι ο 

παράγων αυτός επηρεάζεται διττά, θετικά ή αρνητικά, από την CRH [177]. 

Συγκεκριµένα, σε ανθρώπινα «αθανατοποιηµένα» επιδερµικά µελανοκύτταρα, 

ασκείται ανασταλτική δράση της CRH στον NF-kB δια του CRHR1, ενώ αντίθετα 

στα επιδερµικά κερατινοκύτταρα η δράση της CRH είναι προφλεγµονώδης και 

ασκείται µέσω του CRHR1 επάγοντας τον NF-kB.  Κατά συνέπεια η δράση της 

CRH εξαρτάται από τον τύπο των κυττάρων που µελετώνται [179]. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον έχει η παρατήρηση των Karalis και συν. [180] , οι οποίοι απέδειξαν 

πως υπάρχει και η αντίστροφη σχέση µεταξύ του NF-κB και του POMC γονιδίου, 

µιας και η αναστολή της πρόσδεσης του NF-kB στο DNA υποφυσιακών 

κυττάρων οδήγησε σε µεταγραφική ενεργοποίηση της POMC.   
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1.11 Φλεγµονή του ενδοθηλίου 

Η φλεγµονώδης διαδικασία φαίνεται να διαδραµατίζει κυρίαρχο ρυθµιστικό 

ρόλο στην οµοιοστασία και τη λειτουργία του ενδοθηλίου. Ουσιαστικά, η 

φλεγµονή και η λειτουργία του ενδοθηλίου έχουν µια σχέση αµοιβαίας 

συνεισφοράς, που προϋποθέτει την επικοινωνία του νευροενδοκρινικού-

ανοσοποιητικού συστήµατος.  

Έχει πλέον ευρέως τεκµηριωθεί πως το ενδοθήλιο δεν είναι απλά µια 

στοιβάδα κυττάρων που επενδύει την εσωτερική επιφάνεια των αιµοφόρων 

αγγείων, αλλά στην πραγµατικότητα είναι καθοριστικός ρυθµιστής της δοµής και 

του τόνου των αγγείων [181]. ∆εν περικλείει µόνο τα στοιχεία των 

κυκλοφορούντων υγρών, αλλά ταυτόχρονα συµβάλλει στην κατανοµή του 

αίµατος και των κυτταρικών πληθυσµών, ελέγχοντας τι διαπερνά τα αγγειακά 

τοιχώµατα. Κατά συνέπεια το ενδοθήλιο καταλαµβάνει κύρια ρυθµιστική θέση όχι 

µόνο κατά τις φυσιολογικές διαδικασίες στον οργανισµό, αλλά και σε περιπτώσεις 

οξείας απόκρισης, όπως στη φλεγµονή [182]. 

 

 

 

1.11.1 Η φλεγµονή διατρέχει όλα τα στάδια της αθηροσκλήρωσης 

Η φλεγµονή είναι ένας παθολογικός µηχανισµός, εφόσον εκτραπεί από τα 

φυσιολογικά όρια, που συνδέεται µε ένα µεγάλο αριθµό παθήσεων.  Ο ρόλος των 

αγγειακών κυττάρων κατά τη διάρκεια της φλεγµονώδους απόκρισης είναι 

κρίσιµος και ιδιαίτερης σηµαντικότητας στις φλεγµονώδεις ασθένειες 

συµπεριλαµβανοµένων της αθηροσκλήρωσης, της ισχαιµίας/επανοξυγόνωσης 

και του σηπτικού σοκ. Η αλληλουχία των σταδίων της αθηροσκλήρωσης 

καθορίζεται από σύνθετες αντιδράσεις µεταξύ των κυττάρων της φλεγµονής  

(ουδετερόφιλα, λεµφοκύτταρα, µονοκύτταρα/µακροφάγα) και αγγειακών 

κυττάρων (ενδοθηλιακά και λεία µυϊκά) [183]. Το ενδοθήλιο επηρεάζεται και 

συνεισφέρει µε αυτοκρινικό/παρακρινικό τρόπο στην φλεγµονώδη διαδικασία 

που οδηγεί στην αθηροσκλήρωση.  

Η αθηροσκλήρωση είναι µια πολυπαραγοντική διαταραχή πολλών 

σταδίων, που χαρακτηρίζεται από την παρουσία χρόνιας φλεγµονής σε όλα τα 

στάδια, εξέλιξης της. Στην αθηροσκλήρωση οι φυσιολογικές λειτουργίες του 

ενδοθηλίου που διατηρούν την οµοιόσταση αλλάζουν και επικρατούν οι 
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φλεγµονώδεις αποκρίσεις. Για  παράδειγµα, τα µόρια προσκόλλησης που 

εκφράζονται στο φλεγµένον ενδοθήλιο προσελκύουν λευκοκύτταρα, 

συµπεριλαµβανοµένων των µονοκυττάρων, που στη συνέχεια διεισδύουν στο 

εσωτερικό της έσω αρτηριακής στιβάδας και προδιαθέτουν το αγγειακό τοίχωµα 

στην εναπόθεση λίπους και στην αγγειίτιδα. Οι φλεγµονώδεις παράγοντες 

αυξάνουν την πρόσληψη τροποποιηµένων λιποπρωτεϊνικών µορίων και ευνοούν 

τον σχηµατισµό των αφρωδών µακροφάγων. Τα Τ-κύτταρα εισέρχονται επίσης 

στο εσωτερικό τοίχωµα και εκκρίνουν κυτταροκίνες οι οποίες µεγενθύνουν την 

φλεγµονώδη αντίδραση και προωθούν την µετανάστευση και τον 

πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών κυττάρων. Αργότερα οι ίδιο παράγοντες 

µπορούν να λεπτύνουν το προστατευτικό ινώδες κάλυµµα του αγγείου, την έξοδο 

του άµορφου υλικού της αθηρωµατικής πλάκας και την πρόκληση θρόµβωσης 

και οξέων αρτηριακών συνδρόµων [184, 185]. 

 

 

 

1.11.2 Πρώτα στάδια αθηροσκλήρωσης – ενδογενής (φυσική) και επίκτητη 

ανοσία 

Εκ πρώτης όψεως η φλεγµονή φαίνεται να είναι η αντίδραση της επίκτητης 

ανοσίας, η οποία στην πορεία ενισχύεται από τους µηχανισµούς της ενδογενούς 

(φυσικής) ανοσίας. Η ενδογενής ανοσία αποτελεί µια πρώτη γραµµή άµυνας η 

οποία κινητοποιείται σε χρόνο λίγων λεπτών έως και ωρών, ενώ η επίκτητη 

ανοσία αναγνωρίζει συγκεκριµένες µοριακές δοµές και εξαρτάται από την 

έκφραση ενός µεγάλου αριθµού υποδοχέων αντιγόνων και ανοσοσφαιρινών 

[186]. 

 

Ενδογενής ανοσία 

 Η πρώτη γραµµή απόκρισης της ανοσολογικής άµυνας, η ενδογενής 

ανοσία, είναι ουσιαστικά µια τοξική και φλεγµονώδης απόκριση. Περιλαµβάνει 

πολλούς κυτταρικούς τύπους µε πιο σηµαντικούς αυτούς της σειράς των 

µονοπύρηνων φαγοκυττάρων. Οι υποδοχείς των µακροφάγων (TLR και  SRC), 

αναγνωρίζουν το ξένο προς τον οργανισµό µόριο (LPS, φωσφατιδιλοσερίνες 

επιφάνειας και πρωτεΐνες παραγώγων αλδεϋδών), των οποίων η πρόσδεση 

οδηγεί στην ενδοκύττωσή τους και τη λυσοσωµική αποδόµησή τους. Με αυτό τον 
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τρόπο ξεκινούν σηµατοδοτικά µονοπάτια TLR που ενεργοποιούν τον 

µεταγραφικό παράγοντα NF-kB και τις MAPK κινάσες. Η πρόσδεση των ξένων 

µορίων στους TRL υποδοχείς πυροδοτεί την έκφραση γονιδίων πρωτεϊνών που 

ενέχονται στην προσέλκυση και προσκόλληση λεµφοκυττάρων, την παραγωγή 

ελευθέρων ριζών, τη δράση των φαγοκυττάρων, την παραγωγή 

προφλεγµονωδών κυτταροκινών και αποπτωτικών µηχανισµών που ενισχύουν 

το προφίλ της φλεγµονής.  

 

 

Επίκτητη ανοσία 

Στον αντίποδα, η επίκτητη ανοσία λειτουργεί πιο εξειδικευµένα αλλά πιο 

αργά. Μόλις τα Τ-κύτταρα αναγνωρίσουν τα ξένα αντιγόνα στα οποία έχουν 

εκτεθεί, ξεκινούν µια εξειδικευµένη προς αυτά απόκριση. Αυτή η απόκριση 

περιλαµβάνει απευθείας επίθεση στα κύτταρα-φορείς των αντιγόνων µέσω των 

Τ-κυτταροτοξικών λεµφοκυττάρων, την ενεργοποίηση κυττάρων που παράγουν 

αντισώµατα κατά των αντιγόνων και την επαγωγή της φλεγµονής η οποία 

ενισχύεται από την ενδογενή απόκριση στη φλεγµαίνουσα περιοχή ή στην 

περιοχή έκθεσης στο αντιγόνο. 

Αρχικά τα δενδριτικά κύτταρα ενεργοποιούν τα Τ-κύτταρα τα οποία στη 

συνέχεια υφίστανται ωρίµανση συγγένειας και µετατρέπονται σε Τ-κύτταρα 

µνήµης ειδικά για το συγκεκριµένο ερέθισµα. Επίσης ειδικά Β-κύτταρα, τα Β1, 

παράγουν ανοσοσφαιρίνες πρόδροµης σειράς που είναι συνήθως χαµηλής 

συγγένειας αντιγονοπαρουσιαστικά [186]. 

 

 

 

1.11.3 Th1 και Th2 ισορροπία  

Μελέτες ηλεκτρονικής µικροσκοπίας ανθρώπινων  αθηρωµατικών 

περιοχών έχουν αποκαλύψει ότι υπάρχει µια εγγενής αλληλεπίδραση µεταξύ Τ-

κυττάρων και µακροφάγων και τα Τ-κύτταρα που συµµετέχουν σε αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις βρίσκονται συνήθως στην  ενεργοποιηµένη κατάσταση και 

εκφράζουν αντιγόνα MHCII. H συγκεκριµένη οµάδα Τ-λεµφοκυττάρων περνά σε 

µετέπειτα στάδια φλεγµονής (εικόνα 6).  ∆εν είναι απλά παρούσα σε περιοχές 

φλεγµονής, αλλά συµµετέχει ενεργά στην ανάπτυξη αθηρώµατος, πιθανότατα 
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µέσω της έκλυσης διάφορων κυτταροκινών [187]. Από τα ενεργοποιηµένα Τ-

κύτταρα προκύπτουν τα Τh1 και Τh2 κύτταρα. Μέσα στον πληθυσµό των Τ-

λεµφοκυττάρων, η επαγωγή προ- και αντι-αθηρογόνων κυτταροκινών, πιθανόν 

να εξαρτάται από την επικράτηση αυτού του λεµφοκυτταρικού πληθυσµού στον 

Τh1 ή Τh2 φαινότυπο [188]. Όταν η ισορροπία Τh1/Τh2 ευνοεί τον Τh1 φαινότυπο, 

τα συγκεκριµένα κύτταρα ευνοούν την παραγωγή κυτοκινών που ενεργοποιούν 

τα Τ-κυτταροτοξικά κύτταρα (CD+8) και τα κύτταρα-φυσικούς φονείς (ΝΚ), που 

αθροιστικά µεγεθύνουν την κυτταροτοξική δραστηριότητα [189]. Με αυτό τον 

τρόπο ο Τh1 φαινότυπος ευνοεί την έκκριση κυτταροκινών όπως IFN-γ και TNF-

α, που ακολούθως ενεργοποιούν τα µακροφάγα. Είναι ήδη γνωστό πως η 

έκκριση IL-1β και TNF-α  οδηγεί προοδευτικά στην ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης.  

Είναι πολύ πιθανό ότι οι ιντερλευκίνες IL-12, IL-15 και IL-18 παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στη διατήρηση του Τh1 φαινότυπου ο οποίος είναι χαρακτηριστικός στις 

αθηρωµατικές περιοχές. Η IL-18 επάγει την έκφραση της IFN-γ από τα Τ-

λεµφοκύτταρα και ελαχιστοποιεί την παραγωγή IL-10 που είναι µια κύρια 

αντιφλεγµονώδης κυτταροκίνη που παράγεται από τα Τh2 κύτταρα. Σε αντίθεση 

µε τον Τh1 φαινότυπο, ο Τh2 ευνοεί την έκκριση αντι-αθηρογόνων κυτταροκινών 

όπως IL-4 και IL-10.  Κάθε κλάση κυτταροκινών αναστέλλει τον αντίθετο 

φαινότυπο και την έκκριση των χαρακτηριστικών του κυτταροκινών [188] (εικόνα 

7). 

Τα Τ-κύτταρα του Τh1 φαινότυπου προωθούν και µεγεθύνουν τον ίδιο 

τύπου φλεγµονώδους αντίδρασης που επάγεται και από την ενδογενή ανοσία, 

όταν τα ανοσοκύτταρα αναγνωρίζουν PAMPs (Pathogen Associated Molecular 

Patterns) µέσω υποδοχέων. Το γεγονός αυτό πιστοποιείται από την έκκριση 

κυτοκινών όπως της  IFN-γ, από τα Τ-κύτταρα, που ενεργοποιεί τα µακροφάγα 

και ελαττώνει τον ουδό ενεργοποίησης µέσω των TLR. Επιπρόσθετα, τα Τ-

κύτταρα παράγουν TNF-a που ενεργοποιεί τον NF-kB. Επίσης τα 

ενεργοποιηµένα Τ-κύτταρα εκφράζουν προσδέτη CD40 (DC154) που ενώνεται 

µε το αντιγόνο R-CD40 στα µακροφάγα, τα Β κύτταρα και πολλούς άλλους 

κυτταρικούς τύπους όπως τα δενδριτικά κύτταρα, τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τα 

λεία µυϊκά κύτταρα [186] . 
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Εικόνα 6.  Το φλεγµένων ενδοθήλιο επιτρέπει την προσκόλληση και µετανάστευση των 

λευκοκυττάρων µε αποτέλεσµα την διαιώνηση της φλεγµονής του αγγειακού τοιχώµατος 

[313].   
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Εικόνα 7. Ρόλος των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, των Τh1 και ΤΗ2 κυττάρων, 

και των τύπου 1/προφλεγµονωδών και τύπου 2/αντιφλεγµονωδών κυτοκινών στη 

ρύθµιση της κυτταρικής και χυµικής ανοσίας. Η κυτταρική ανοσία παρέχει προστασία 

έναντι των ενδοκυτταρικών βακτηριδίων, πρωτοζώων, µυκήτων και αρκετών ιών, ενώ η 

χυµική ανοσία παρέχει προστασία έναντι πολυκυτταρικών παρασίτων, εξωκυτταρικών 

παρασίτων, µερικούς ιούς, διαλυτές τοξίνες και αλλεργιογόνα. Η κυτταρική προέλευση 

της IL-4 η οποία ρυθµίζει τη διαφοροποίηση των ΤΗ0 κυττάρων σε Τ-κύτταρα µε ΤΗ2 

φαινότυπο δεν έχει αποσαφηνισθεί. Οι συνεχείς γραµµές σηµαίνουν διέγερση, οι 

διακεκοµµένες γραµµές σηµαίνουν αναστολή.   

Συντοµογραφίες: Ag, αντιγόνο; APC, αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο; DC, δενδριτικό 

κύτταρο; IFN, ιντερφερόνη; IL, ιντερλευκίνη; Mo, µονοκύτταρο; NK, Φυσικός φονέας Τ-

λεµφοκύτταρο; T, T-λεµφοκύτταρο; Th, T βοηθητικό λεµφοκύτταρο; TNF, παράγοντας 

νέκρωσης των όγκων. 

 

 

1.11.4 Κυτταρικοί πληθυσµοί των πρώτων σταδίων φλεγµονής - 

αθηροσκλήρωσης 

Η δυσλειτουργία των αγγειακών ενδοθηλιακών κυττάρων ξεκινάει πολύ 

νωρίτερα από τις µορφολογικές αλλαγές της δηµιουργίας του αθηρώµατος και 
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συνεχίζεται καθ’όλη τη διάρκεια της εξέλιξής της αθηροσκλήρωσης. Τα µόρια 

προσκόλλησης που εκφράζονται στο αθήρωµα και οι χυµοκίνες επάγουν την 

αρχική διήθηση των µονοκύτταρων, ως πρώιµο µορφολογικό φαινόµενο της 

φλεγµονής, στις αρτηρίες (εικόνα 8). Τα µονοπύρηνα κύτταρα που βρίσκονται 

στις αθηρωµατικές περιοχές αποτελούνται κατά 80% από µακροφάγα, που 

προκύπτουν από την ενεργοποίηση των µονοκυττάρων τα οποία στη συνέχεια, 

µετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα (foam cells), και κατά 10-20% από 

λεµφοκύτταρα κυρίως του Τh1 φαινότυπου των Τ-κυττάρων µνήµης. 

Επιπρόσθετα, η παρουσία δενδριτικών κυττάρων που αλληλεπιδρούν µε τα Τ-

κύτταρα φαίνεται πως αποτελεί τµήµα της επίκτητης ανοσίας. Ακόµα, η 

προσέλκυση αρχέγονων κυττάρων, τελικά οδηγεί σε εγκατάσταση λείων µυϊκών 

και ενδοθηλιακών κυττάρων στην έσω αρτηριακή στοιβάδα [190]. 

 

 

 

Εικόνα 8. Το µοντέλο διήθησης των λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο. Σε φλεγµένουσες 

περιοχές, οι τοπικοί διαµεσολαβητές της φλεγµονής επάγουν την κύλιση των 

λευκοκυττάρων, την σταθερή πρόσδεσής τους και τη διαπηδησή τους στο ενδοθηλιακό 

τοίχωµα [314]. 
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1.11.5 CRH και φλεγµονή του ενδοθηλίου 

Η CRH, ως γνωστόν, ασκεί έµµεσα αντιφλεγµονώδη δράση δια  της 

παραγόµενης κορτιζόλης και άµεσα προ-φλεγµονώδη ρόλο µέσω της 

κινητοποίησης των ανοσοκυττάρων και της έκκρισης προφλεγµονωδών 

κυτταροκινών. Η αναστολή της σύνθεσης των ενδογενών γλυκοκορτικοειδών 

φαίνεται να εξουδετερώνει την κατασταλτική επίδραση των γλυκοκορτικοειδών 

στην αλληλεπίδραση λευκοκυττάρων-ενδοθηλίου σε συνθήκες τοξιναιµίας [191]. 

Σε αντίθεση µε την κεντρική της δράση, ο ρόλος της CRH στην περιφέρεια 

φαίνεται να είναι διαφορετικός. Η κεντρική χορήγηση CRH, σε αρουραίους, 

συνοδεύεται από αύξηση της αρτηριακής πίεσης και του καρδιακού ρυθµού ενώ, 

αντίθετα, η περιφερειακή χορήγηση CRH µειώνει την αρτηριακή πίεση και 

αυξάνει την αγγειοχάλαση µέσω του CRFR2 [192, 193, 194]  

Η πλειοτροπική δράση του CRH είναι πλέον αποδεκτή. Εξαρτάται από τον 

κυτταρικό τύπο και το βαθµό στρες στο οποίο υποβάλλεται ένα σύστηµα. Οι 

Cantarella και συν. [195], περιέγραψαν αποκλίνουσες δράσεις των κυτταροκινών 

και της έκφραση της eΝΟS, όταν προηγήθηκε η δράση της CRH, σε διαφόρους 

τύπους ενδοθηλιακών κυττάρων. Με βάση τις υπάρχουσες παρατηρήσεις έχει 

προταθεί ένα µοντέλο διττής δράσης της CRH στους περιφερικούς ιστούς, 

σύµφωνα µε το οποίο σε χαµηλές συγκεντρώσεις λειτουργεί ως 

αντιφλεγµονώδης παράγων, ενώ στις υψηλές ως προφλεγµονώδης παράγοντας 

[196]. Εκτός από την έµµεση αντιφλεγµονώδη δράση µέσω του ΥΥΕ άξονα [197], 

είναι πιθανό  και η τοπικά παραγόµενη CRH, στα πλαίσια της αντιφλεγµονώδους 

απάντησης [198], να επάγει αντιφλεγµονώδη απόκριση. Υπέρ αυτού του 

ενδεχόµενου συνηγορεί το ότι τα ενδοθηλιακά κύτταρα συνθέτουν και παράγουν 

µεγάλα ποσά CRH  η οποία µέσω των υποδοχέων της, ρυθµίζει την οµοιοστασία 

του ενθοθηλίου αυτοκρινικά ή παρακρινικά [199]. Η  απόκριση του ενδοθηλίου 

στη φλεγµονώδη αντίδραση µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε το βαθµό 

ενεργοποίησης του και το στάδιο διαφοροποίησης [195]. 

Η συµµετοχή της περιφερικής CRH κατά τη φλεγµονώδη αντίδραση 

τεκµαίρεται και από το γεγονός ότι στα µονοκύτταρα αυξάνει την έκφραση των 

µορίων προσκόλλησης και την έκκριση της ET-1 ενώ  παράλληλα µειώνει την 

έκλυση NO [199]. Επίσης στην προηγούµενη µελέτη παρατηρήθηκε πως  σε 

χρόνια φλεγµονή, η CRH προκαλεί έκκριση ET-1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

χωρίς να µεταβάλλονται τα επίπεδα του NO, γεγονός που υποδηλώνει 
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διαφορετική δράση της ορµόνης και συµπεριφορά του ενδοθηλίου  στη χρόνια 

έκθεσή του σε στρεσογόνο περιβάλλον.  

 

 

1.12 Ο ενεργός ρόλος του ενδοθηλίου στη διατήρηση της οµοιοστασίας του 

– Μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) 

Το ενδοθήλιο είναι µια συνεχώς µεταβαλλόµενη επιφάνεια που 

αποκρίνεται σε µια πληθώρα ερεθισµάτων που προέρχονται από το 

κυκλοφορούν αίµα και τα γειτονικά κύτταρα και ιστούς. Το ενδοθήλιο δεν είναι 

απλά ένα φυσικό όριο και ένας προστατευτικός φραγµός, αλλά ταυτόχρονα και 

κύριος ρυθµιστής της καρδιαγγειακής οµοιοστασίας. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

µεταβιβάζουν ερεθίσµατα στο αρτηριακό τοίχωµα  και ρυθµίζουν το αγγειακό 

τόνο, την οµοιοστασία, την πίεση του αίµατος, την αναγέννηση των αγγείων και 

την εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης. Αυτές οι λειτουργίες των ενδοθηλιακών 

κυττάρων θεωρούνται πως λαµβάνουν χώρα µέσω της παραγωγής αυτακοειδών, 

όπως το ΝΟ, η PGI2 (prostaglandin I2), EDHF (endothelium – derived 

hyperpolarization factor), η βραδυκινίνη, η αδρενοµεδουλίνη, το c-νατριουρητικό 

πεπτίδιο, η ενδοθηλίνη-1, η αγγειοτασίνη-2, η θροµβοξάνη Α2, οι 

προσταγλανδίνες, το Η2Ο2 και τα ROS.  Κατά συνέπεια, το ενδοθήλιο είναι η 

πηγή βιολογικά ενεργών παραγόντων µε αντίθετες δράσεις όπως 

αγγειοδιασταλτικών και αγγειοσυσταλτικών ενώσεων, αυξητικών και 

ανασταλτικών παραγόντών, οξειδωτικών και αντιοξειδωτικών παραγόντών [86].  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το ενδοθήλιο διατηρείται σε µια κατάσταση 

αγγειοδιαστολής, µε αντιθροµβωτική και αντιφλεγµονώδη δραστηριότητα. 

Ωστόσο, κλασσικοί αλλά και επιβλαβείς παράγοντες που εντοπίσθηκαν 

πρόσφατα, σχετίζονται µε την απώλεια της βιολογικής δραστικότητας του 

ενδοθηλιακού ΝΟ και την έκφραση προ-θροµβωτικών παραγόντων, προ-

φλεγµονωδών µορίων προσκόλλησης, κυτοκινών και χηµειοτακτικών 

παραγόντων. Αυτές οι προφανείς αλλαγές στο φαινότυπο του ενδοθηλίου 

πιστεύεται ότι συµµετέχουν σε όλες τις φάσεις της αθηροσκλήρωσης [200].  

To αγγειακό ενδοθήλιο, επηρεάζεται και επηρεάζει τη φλεγµονώδη 

διαδικασία και κατ’ επέκταση την ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης. Οι 

προφλεγµονώδεις παράγοντες ενεργοποιούν τα ενδοθηλιακά κύτταρα και 

προωθούν το αθηρωµατικό µοντέλο. Μια σηµαντική συνέπεια της ενεργοποίησης 
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του ενδοθηλίου είναι η απώλεια της δραστικότητας του ενδοθηλιακού ΝΟ που 

αποτελεί κρίσιµο µηχανισµό καθότι συνδέει τη φλεγµονή µε την αθηροσκλήρωση 

[201, 202].  

 

 

1.12.1 Μονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) 

Το ΝΟ πληρεί πολλά κριτήρια που επιτρέπουν να χαρακτηρισθεί ως ένα 

ενδοκυτταρικό και διακυτταρικό µόριο σηµατοδότησης. Το ΝΟ συντίθεται 

ενδοκυτταρικά και φθάνει στα σηµεία δράσης του µέσω διάχυσης στο ίδιο 

κύτταρο ή στα γειτονικά κύτταρα. Κατά συνέπεια έχει ιδιότητες αυτοκρινούς ή 

παρακρινούς ορµόνης, αλλά και ενδοκυτταρικού αγγελιοφόρου.  

Το ΝΟ σχηµατίζεται ενζυµατικά από την αργινίνη, µε την καταλυτική 

δράση της συνθετάσης του µονοξειδίου σε µια αντίδραση που οδηγεί στην 

παραγωγή L-κιτρουλίνης (εικόνα 9). Η κιτρουλίνη και η αργινίνη είναι ενδιάµεσα 

προϊόντα του κύκλου της ουρίας και η αργινίνη µπορεί να αναγεννηθεί ξανά από 

την κιτρουλίνη από ένζυµα του κύκλου της ουρίας.  

Υπάρχουν τρεις µορφές συνθετάσης του ΝΟ, η νευρική ή τύπος Ι (nNOS), 

η επαγώµενη ή τύπος ΙΙ (iNOS) και η ενδοθηλιακή ή τύπος ΙΙΙ (eNOS). Κάθε 

µορφή έχει διαφορετική ευαισθησία στα επίπεδα ασβεστίου. Οι τύποι ΙΙ και ΙΙΙ 

απαιτούν την παρουσία ιόντων ασβεστίου για την δραστικότητά τους και είναι 

συνεχώς ενεργοποιηµένα. Αντίθετα, η δραστικότητα της NOS τύπου Ι δε 

ρυθµίζεται από τα ιόντα ασβεστίου, αλλά η επαγωγή του ενζύµου γίνεται στο 

επίπεδο του γονιδίου από φλεγµονώδεις παράγοντες [203]. 
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Εικόνα 9. Σχηµατική απεικόνιση της παραγωγής ΝΟ από τα ενδοθηλιακά κύτταρα [315]. 

 

 

1.12.2 ∆ιττός ρόλος ΝΟ στην εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης 

Ολοένα και περισσότερο υποστηρίζεται πως το ΝΟ κατέχει διττό ρόλο 

στην αθηροσκλήρωση και σε άλλες παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται µε 

το οξειδωτικό φορτίο. Το ΝΟ συµπεριφέρεται τόσο ως οξειδωτικός όσο και ως 

αντιοξειδωτικός παράγοντας.  Μπορεί να δεσµεύει τις ελεύθερες ρίζες του 

οξυγόνου και να επάγει τη σύνθεση της γλουταθειόνης στα ενδοθηλιακά και τα 

λεία µυϊκά κύτταρα του ενδοθηλίου. Ωστόσο, όταν παράγεται σε µεγάλες 

ποσότητες έχει τοξικές επιπτώσεις [204]. 

Οι Bucci και συν., [205] χρησιµοποιώντας διαγονιδιακά ποντίκια χωρίς 

eΝΟS, έδειξαν ότι η eΝΟS και το παραγώµενο από αυτήν ΝΟ κατέχουν 

καθοριστικό ρόλο στη ρύθµιση της µικροαγγειακής διαπερατότητας κατά την 

οξεία φλεγµονή. Το οίδηµα  χαρακτηρίζεται από δύο φάσεις: την πρώτη όπου η 

απόκριση κορυφώνεται σε 4 ώρες και την δεύτερη που είναι πιο βραδεία και 

ολοκληρώνεται σε 24 ώρες. Τα enos-/- ποντίκια δεν είχαν απόκριση πρώτης 

φάσης.  Ο αποκλεισµός του ενδοθηλιακού ΝΟ µείωσε επίσης σηµαντικά το 
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οίδηµα στη δεύτερη φάση, οδηγώντας στο συµπέρασµα πως η πρώιµη φάση 

χαρακτηρίζεται από αύξηση της ροής του αίµατος και αύξηση της αγγειακής 

διαπερατότητας και ότι αµφότερα συµµετέχουν στην εξέλιξη της τελευταίας 

φάσης.  

Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται σε διάφορα µέρη του κυττάρου και δρουν 

επίσης ποικιλοτρόπως. Η δράση τους χαρακτηρίζεται τοξική. Το ΝΟ· είναι µια 

δραστική και ασταθής ρίζα, σε αέρια µορφή, που έχει την ιδιότητα να διαπερνά 

την κυτταρική µεµβράνη εύκολα µέσω διάχυσης, χωρίς να εξαρτάται από 

µηχανισµούς πρόσληψης και απελευθέρωσης. Σε χαµηλές συγκεντρώσεις το  

ΝΟ· συντίθεται από την nNOS και δρα βραχυπρόθεσµα ως νευροδιαβιβαστής. 

 Οµοίως το ΝΟ· που παράγεται από την eNOS παίζει ένα σηµαντικό 

φυσιολογικό ρόλο στην αγγειοδιαστολή και τη συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων. 

Αντιθέτως, υψηλά επίπεδα ΝΟ·, που παράγονται από την iNOS, κυρίως στα 

µακροφάγα και τα ουδετερόφιλα, είναι κυτταροτοξικά για τους ξενιστές στα 

πρώτα στάδια άµυνας του οργανισµού εναντίον µικροοργανισµών ή καρκινικών 

κυττάρων [206]. 

H κυτταροτοξικότητα του ΝΟ έγκειται στο σχηµατισµό 

σιδηρονιτροσιλιωµένων συµπλόκων µε ένζυµα που περιέχουν Fe-S. Το ΝΟ· 

µπορεί άµεσα να προκαλέσει βλάβες στη χρωµατίνη µε αποαµίνωση και 

σύνδεση στο DNA, γεγονός που ευνοεί τη µεταλλαξιγένεση.Eνώ η παραγωγή 

περοξυνιτρικού, από την αντίδραση του ΝΟ· µε ανιόν υπεροξειδίου, συνεπάγεται 

τοξικές δράσεις, το ΝΟ· µπορεί να απενεργοποιεί σηµαντικά αντιοξειδωτικά 

ένζυµα, συµπεριλαµβανοµένων της καταλάσης, της υπεροξειδάσης της 

γλουταθειόνης και την δισµουτάσης του ανιόντος υπεροξειδίου και επιπρόσθετα 

να επάγει την απόπτωση αυξάνοντας την παραγωγή κεραµιδίων, µέσω της 

ενεργοποίησης της κασπάσης 3, την αύξηση της µιτοχονδριακής διαπερατότητας 

και την ενεργοποίηση του συστήµατος Fas [207].  

Επιπλέον τα υψηλά επίπεδα ΝΟ και cGMP µειώνουν την εντός του 

κυττάρου είσοδο ιόντων ασβεστίου (που είναι ένα ερέθισµα παραγωγής ΝΟ) και 

την ίδια στιγµή επάγουν τους µηχανισµούς αποµάκρυνσης των ιόντων ασβεστίου 

µε αποτέλεσµα να µειώνεται το ενδοθηλιακό ασβέστιο µε αρνητική 

ανατροφοδότηση [208]. Αυτός ο µηχανισµός που υπάρχει στα ενδοθηλιακά  και 

λεία µυϊκά κύτταρα, στα αιµοπετάλια και στα κύτταρα του παγκρέατος, µπορεί να 
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προστατεύει το ενδοθήλιο από τις επιβλαβείς επιπτώσεις των υψηλών 

συγκεντρώσεων ΝΟ και ιόντων ασβεστίου.  

 

 

 

1.12.3 Άλλες δράσεις του ΝΟ 

Εκτός από τη δράση του ως αγγειοδιασταλτικού παράγοντα, το 

ενδοθηλιακό ΝΟ έχει αναγνωρισθεί ως αντιφλεγµονώδες µόριο. Η σύνθεση του 

ενδογενούς ΝΟ αναστέλλει την κύλιση και την προσκόλληση λευκοκυττάρων στο 

ενδοθήλιο καθώς και την παραγωγή φλεγµονωδών κυτοκινών. Οι δότες ΝΟ 

αναστέλλουν την έκφραση ΜCP-1 στα λεία µυϊκά κύτταρα που εκτίθενται σε LPS 

ή oxLDL. Το ενδογενές ΝΟ µειώνει το προ-φλεγµονώδες οξειδωτικό στρες µέσω 

αναστολής της αγγειοτασίνης ΙΙ στα αιµοφόρα αγγεία. Οι αντιφλεγµονώδεις 

δράσεις του ΝΟ αποδίδονται µερικώς στην αναστολή του NF-kB µέσω της 

αύξησης της έκφρασης της υποµονάδας ΙκΒα, και τη µετατόπισή της στον 

πυρήνα. Ταυτόχρονα µε τη φλεγµονώδη διαδικασία, το αγγειακό ανιόν του 

υπεροξειδίου αυξάνεται κατόπιν χρόνιας αναστολής έκλυσης του ΝΟ [185].   

Η µειωµένη βιοδιαθεσιµότητα του ΝΟ, η οποία οφείλεται σε µειωµένη 

σύνθεσή του ή αυξηµένη διάσπασή του λόγω κατανάλωσης από τα ROS, 

ευθύνεται για τη δυσλειτουργία του ενδοθηλίου. Η φλεγµονή επιφέρει µειωµένη 

δραστικότητα των βασικών µονοπατιών  παραγωγής ΝΟ από το ενδοθήλιο. 

Ένας πιθανός µηχανισµός στον οποίο µπορεί να αποδοθεί το φαινόµενο είναι η 

εξάντληση της L-αργινίνης η οποία αποτελεί υπόστρωµα για την παραγωγή ΝΟ 

από την ενδοθηλιακή συνθετάση, ή η αυξηµένη παραγωγή ROS. Αµφότεροι οι 

προαναφερθέντες παράγοντες χαρακτηρίζουν την ενδοθηλιακή δυσλειτουργία 

παρουσία µεταβολικών παραγόντων που αυξάνουν τον κίνδυνο αθηρωµάτωσης 

[209].      

 

 

 

1.12.4 Ισορροπία δράσης ΝΟ και ενδοθηλίνης-1 (ΕΤ-1) 

Το ΝΟ δρα ως παράγοντας που αντισταθµίζει τη αγγειοσυστολή που 

επάγεται από την ενδοθηλίνη-1. Η ενδοθηλίνη-1 δρα µέσω δύο διαφορετικών 

υποτύπων υποδοχέων: τον ΕΤa υποδοχέα που εντοπίζεται στα αγγειακά λεία 
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µυϊκά κύτταρα και επάγει την αγγειοσυστολή και τον ETb υποδοχέα στο αγγειακό 

ενδοθήλιο που επάγει την αγγειοδιαστολή µέσω του ΝΟ και των PGI2 [210-213].        

Η ενδοθηλίνη-1 υποστηρίζεται πως είναι πιο ισχυρός παράγοντας έκλυσης ΝΟ 

από τις κλασσικούς αγγειοδραστικούς παράγοντες του ενδοθηλίου (π.χ 

ακετυλοχολίνη, βραδυκινίνη). Ωστόσο η αντίδραση µεταξύ του ΝΟ και της 

ενδοθηλίνης-1 είναι σύνθετη και ο ρόλος των προφλεγµονωδών παραγόντων 

είναι αµφιλεγόµενος, καθώς δεν έχει αποσαφηνισθεί εάν η δράση τους είναι 

επιβλαβής ή προστατευτική [214, 215]. Η υπερέκφραση ενδοθηλίνης-1 προκαλεί 

χρόνια φλεγµονή και επαγωγή της iNOS, γεγονός που αντισταθµίζει την αγγειακή 

δράση της ενδοθηλίνης-1 [216]. 

 

 

1.12.5 Προεπαγωγή ΝΟ 

Το ενδογενές ΝΟ προωθεί την µείωση των κυτοχρωµάτων της 

αναπνευστικής αλυσίδας και συµµετέχει σε ένα µηχανισµό όπου τα κύτταρα 

διατηρούν χαµηλό ποσοστό οξυγόνου σε συνθήκες έλλειψης οξυγόνου. Αυτό 

επιφέρει ακολούθως την παραγωγή ανιόντων υπεροξειδίου που ενεργοποιεί τον 

NF-kB  ως πρώιµη στρεσογόνο απόκριση. Αυτό το πρώιµο στάδιο 

ευαισθητοποίησης του κυττάρου πυροδοτεί ένα πυρηνικό µηχανισµό κυτταρικής 

άµυνας όταν µεταβάλλεται το οξειδοαναγωγικό προφίλ των µιτοχονδρίων του 

ενδοθηλίου [217].  

Είναι γενικά αποδεκτό ότι οι χαµηλές συγκεντρώσεις ΝΟ που παράγονται 

από την eNOS έχουν σηµαντικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες και προστατεύον το 

κύτταρο από το οξειδωτικό στρες. Ωστόσο όταν το ΝΟ παράγεται σε αφθονία, 

όπως για παράδειγµα στη χρόνια φλεγµονή,  είναι προοξειδωτικός και τοξικός 

παράγοντας.  

Ο PGC-1a είναι  κύριος παράγοντας του µιτοχονδριακού συστήµατος 

προστασίας από τα ROS στο ενδοθήλιο. Έχει βρεθεί ότι οι δότες ΝΟ επάγουν 

την πρώιµη µείωση του PGC-1a µέσω PKC, ενώ στη συνέχεια ακολουθεί 

ραγδαία αύξηση αυτού. Αυτός ο διττός ρόλος του ΝΟ είναι ένα φαινόµενο που 

ονοµάζεται προ-επαγωγή ή ευαισθητοποίηση. Έχει βρεθεί πως σε πολλά 

συστήµατα η πρώιµη έκθεση σε χαµηλές συγκεντρώσεις ROS επάγει 

προστατευτικούς µηχανισµούς που προλαµβάνουν την οξειδωτική βλάβη υπό 

συνθήκες υψηλού οξειδωτικούς στρες. Έτσι, η αρχική ελάττωση του PGC-1a 
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είναι απαραίτητη για την µετέπειτα επαγωγή του. Είναι απτό επίσης η 

σηµατοδότηση του Η2Ο2 στα πλαίσια της  προ-επαγωγής να παίζει ένα πολύ 

σηµαντικό µηχανισµό, καθότι το  Η2Ο2 επάγει την έκφραση γονιδίων που 

συµµετέχουν στην αντιοξειδωτική προστασία του οργανισµού [204, 218]. 

Το ενδοθήλιο µπορεί να «ευαισθητοποιηθεί» µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

επαχθούν οι προστατευτικοί µηχανισµοί [219]. Οι TNF-α και ο LPS έχουν 

έκαστος το µέγιστο αποτέλεσµα στη ρύθµιση φαινοµένων επαγόµενων από τη 

θροµβίνη. Συγκεκριµένα οδηγούν στη φωσφορυλίωση της IkB υποµονάδας του 

NF-kB, την αποδόµηση της κυτταροπλασµατικής IkB και την µεταφορά της p65 

στον πυρήνα. Με αυτό τον τρόπο το ενεργοποιηµένο ενδοθήλιο αντιδρά λιγότερο 

έντονα στη σηµατοδότηση που ξεκινά από τη θροµβίνη και καταλήγει στον NF-

kΒ.  

Υπάρχουν πολλές ακόµα περιπτώσεις υπο- ή υπερ- ευαισθητοποίησης 

του ενδοθηλίου σε διάφορους αγωνιστές του. Για παράδειγµα η προ-

ενεργοποίηση που προκαλεί η ισχαιµία περιγράφεται ως κυτταροπροστατευτική. 

Η προσαρµογή οργανισµού-µοσχεύµατος κατόπιν µεταµόσχευσης λαµβάνει 

χώρα αφού τα ξένα αντισώµατα προκαλέσουν ανοχή του ενδοθηλίου στη χυµική 

απόρριψη. Επαναλαµβανόµενη έκθεση των ενδοθηλιακών κυττάρων στον LPS 

απευαισθητοποιούν προσωρινά το ενδοθήλιο σε επόµενη έκθεση. Το φαινόµενο 

οναµάζεται ανοχή ενδοτοξίνης. Παρόµοιες επιδράσεις που τροποποιούν τη 

σηµατοδότηση του ενδοθηλίου είναι η υποξία, το θερµικό σοκ και ο IGF-1. Αυτές 

οι µελέτες υποστηρίζουν την ιδέα πως το ιστορικό των αντιδράσεων του 

ενδοθηλίου είναι καθοριστικό για τη µελλοντική συµπεριφορά του, σε 

παθολογικές ή φυσιολογικές καταστάσεις. Σε κάποια χρονική στιγµή, κάθε 

ενδοθηλιακό κύτταρο έχει εκτεθεί και προ-ενεργοποιηθεί από διαφορετικούς 

βιοχηµικούς και µηχανιστικούς παράγοντες [220-224]. 

Οι βλάβες που προκαλεί η ισχαιµία/επανοξυγόνωση σχετίζονται µε τον 

κυτταρικό θάνατο από την έλλειψη οξυγόνου και την ανεξέλεγκτη απελευθέρωση 

ROS και προφλεγµονωδών κυτοκινών, κατά την επανοξυγόνωση [225]. Τα 

υψηλά επίπεδα HIF-1a και TGF-β συνδέονται µε αντιαποπτωτικές, αντιινωτικές 

και αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες στην καρδιά και στα νεφρά [226, 227, 228, 229, 

230, 231]. Ο TGF-β προωθεί την ενεργοποίηση γονιδίων επιβίωσης όπως το 

ΗΟ-1 [ 230, 231, 232]. 
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Ο HIF-1a κατέχει πλαστικότητα στη συµπεριφορά του ως προστατευτικός 

ή επιβλαβής παράγοντας στη φλεγµονή. Τόσο ο HIF-1a όσο και ο TGF-β 

µπορούν να προετοιµάσουν τα κύτταρα για καλύτερη απόκριση σε επερχόµενη 

βλάβη. Επίσης το CO δεν αυξάνει την εισροή µακροφάγων στο σηµείο της 

βλάβης, αλλά επαναπρογραµµατίζει την ενεργοποίησή τους, αποφεύγοντας έτσι 

την απελευθέρωση κυτοκινών στο τραύµα που θα µεγέθυναν  την καταστροφή 

του ιστού.  

 

 

1.12.6 CRH και έκλυση ΝΟ 

Στοιχεία της βιβλιογραφίας δείχνουν ότι υπάρχει συνέργεια µεταξύ της 

ενδοθηλίνης-1 (ΕΤ-1)  και της CRH στη διατήρηση του αγγειακού τόνου. Το ΝΟ, 

παραγόµενο από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, αποτελεί σηµαντικό µόριο στη 

ρύθµιση της αγγειοχάλασης. Το ενδεχόµενο η έκκρισή του  να επηρεάζεται από 

την CRH αποµακρύνεται σύµφωνα µε παρατηρήσεις των  Wilbert - Lampen και 

συν. [199, 233, 234, 235 ].  

Εκτός από την ενδοθηλιοεξαρτώµενη, έχει µελετηθεί και η µη εξαρτώµενη 

από το ενδοθήλιο αγγειοχάλαση, η οποία αναφέρεται στα λεία µυϊκά κύτταρα.To 

αγγειακό ενδοθήλιο, όπως επίσης και τα λεία µυϊκά κύτταρα, φέρουν θέσεις 

πρόσδεσης της CRH [236]. Η αγγειοδιασταλτική δράση της CRH στην αορτή 

αρουραίου είναι κυρίως ενδοθηλιοεξαρτώµενη [192]. Οµοίως οι [237] Clifton και 

συν. έδειξαν πως το ΝΟ και το cGMP εµπλέκονται στο αγγειοδιασταλτικό 

αποτέλεσµα του CRH στην ανθρώπινη εµβρυοπλακουντική κυκλοφορία. 

Ωστόσο, οι Lei και συν. [238], έδειξαν πως στη µεσεντέριο αρτηρία αρουραίου, η 

δράση της CRH είναι ανεξάρτητη από την παρουσία του ενδοθηλιακού 

στρώµατος.  

Η CRH έχει άµεση βραχεία δράση στα λεία µυϊκά αγγειακά κύτταρα, που 

ακολουθείται από µια παρατεταµένη ενδοθηλιοεξαρτώµενη αγγειοδιαστολή µέσω 

της eNOS. Αν και είναι γενικά αποδεκτό ότι το ΝΟ επάγει τη χαλάρωση των 

λείων µυϊκών αγγειακών κυττάρων, πρωταρχικά µέσω ενεργοποίησης της GC και 

της αύξησης του cGMP, η αντίδραση στην CRH των λείων µυϊκών αγγείων δεν 

άλλαξε κατόπιν αναστολής της GC [239] σε συγκεντρώσεις που ανέστειλαν 

εντελώς την επαγόµενη από δότες ΝΟ αγγειοδιαστολή. Κατά συνέπεια, ο 

µηχανισµός δράσης της CRH, στην έκλυση του ΝΟ είναι  υπό συζήτηση.  
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Οι Jain και συν. [192] έδειξαν ότι η εξαρτώµενη από το ενδοθήλιο δράση 

της CRH συνοδεύεται από αύξηση του ενδοκυττάριου Ca+2 . Αυτή η αύξηση 

οφείλεται σε διάφορους µηχανισµούς όπως η είσοδος εξωκυτταρίου Ca+2 , η 

ανταλλαγή ιόντων Νa+ - Ca+2 και η απελευθέρωση Ca+2 από τις ενδοκυτταρικές 

αποθήκες. Είναι ενδιαφέρον ότι η αποµάκρυνση του ενδοθηλίου δεν κατάργησε 

τελείως την χαλάρωση της µητριαίας αρτηρίας από την CRH, γεγονός που 

δηλώνει ότι η CRH µπορεί να επιφέρει αγγειοχάλαση µε απευθείας δράση στα 

λεία µυϊκά κύτταρα. Η ενδοκυτταρική αύξηση του cAMP προηγείται της µη 

ενδοθηλιοεξαρτώµενης χάλασης των λείων µυϊκών ινών [240], ενώ η 

ενδοθηλιοεξαρτώµενη δράση του CRH επάγεται µέσω του cGMP. 

Συµπερασµατικά,  η CRH επενεργεί µε διαφορετικό τρόπο στα λεία µυϊκά και 

ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων.  

 

 

1.12.7 UCNs και έκλυση ΝΟ 

Οι ουροκορτίνες θεωρούνται καρδιοπροστατευτικά πεπτίδια. Με την θετική 

ινοτρόπο και χρονοτρόπο δράση τους επηρεάζουν θετικά την καρδιακή 

λειτουργία και απόδοση. Παράλληλα, η αγγειοδιασταλτική δράση των 

ουροκορτινών, που έχει δειχθεί σε διάφορους τύπους αγγείων, συµβάλλει 

περαιτέρω στην καρδιοπροστατευτική λειτουργίας τους [ 241, 242, 243,244, 

245,246, 247]. 

Έχει βρεθεί πως το mRNA της UCN1 εκφράζεται  στα καρδιοµυοκύτταρα  

και σε άλλους καρδιακούς µη-µυοκαρδιοκυτταρικούς πληθυσµούς, γεγονός που 

υποδηλώνει πιθανή παρακρινική δράση του πεπτιδίου [247, 248]. Η ουροκορτίνη 

1 είναι ισχυρότερος παράγοντας διαστολής απ’ ότι η CRH.  

Είναι ήδη γνωστό ότι οι ουροκορτίνες επηρεάζουν στο ενδοθήλιο: 

• Το ΝΟ 

• Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια του cAMP 

• Τα κανάλια καλίου που ενεργοποιούνται από ιόντα ασβεστίου 

• Τους ιοντοανταλλάκτες νατρίου-ασβεστίου, που είναι ευαίσθητοι στα 

επίπεδα νικελίου 

Οι Lubimirov και συν. [249, 250] πιστοποίησαν πως η ουροκορτίνη 1 είναι 

ένας ισχυρός παράγοντας ενδοθηλιοεξαρτώµενης αγγειοδιαστολής και πρότειναν 
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πως η συγκεκριµένη δράση ακολουθεί το µονοπάτι της PKA και την ελάττωση 

της ευαισθησίας της συσταλτικού µηχανισµού των ιόντων ασβεστίου.  

Έχει πλέον πιστοποιηθεί ότι η UCN1 δρα ως ενδογενής αγωνιστής της 

CRΗR2 στα ανθρώπινα καρδιοµυοκύτταρα. Οι περισσότεροι µηχανισµοί δράσης 

των ουροκορτινών, και άλλων πεπτιδίων που σχετίζονται µε την οικογένεια του 

CRH, στο καρδιαγγειακό σύστηµα, είναι µέσω του υποδοχέα CRΗR2, της PKA 

και του cAMP [251]. Γενικά, ο CRFR2 φαίνεται να έχει τον κυριότερο ρόλο στον 

έλεγχο του αγγειακού τόνου, καθώς η ενδοφλέβια χορήγηση UCN1 δεν επιφέρει 

καµία µεταβολή στην διασταλτική αντίδραση σε crhr2-/- διαγονιδιακά ποντίκια 

[252]. 

Το ενδοκυτταρικό µονοπάτι του µηνύµατος που ακολουθεί τη σύνδεση 

των ουροκορτινών µε τον CRHR2, [253] βρέθηκε ότι περιλαµβάνει την επαγωγή 

φωσφορυλίωσης της p38, ERK και Akt µέσω cAMP-PKΑ και των µονοπατιών 

που συνδέονται µε το ενδοκυτταρικό ασβέστιο ( εικόνα 10). 

 

 

Εικόνα 10. Σχηµατική απεικόνιση των σηµατοδοτικών µονοπατιών που ενεργοποιούνται 

από τις ουροκορτίνες στα καρδιοµυοκύτταρα. Η UCN1 προσδένεται στον CRHR2 και 

ενεργοποιεί την Gs υποµονάδα που ακολούθως αυξάνει τα επίπεδα του  cAMP (cyclic 

adenosine monophosphate). Παράλληλα ενεργοποιούνται οι MAPK (mitogen-activated 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 84

kinase p42/p44 ), η PI3K (phosphoinositide-3 kinase) και η PKC (protein kinase C 

epsilon). Και τα τρία µονοπάτια έχει αναφερθεί ότι παίζουν σηµαντικό 

καρδιοπροστατευτικό ρόλο. Ακολούθως, η UCN1 αυξάνει την έκφραση της  HSP90 (heat 

shock protein 90), της CT-1 (cardiotrophin-1), στοιχεία των ΚATP καναλιών και την  PKCe 

[80]. 

 

1.13 Ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (Reactive oxygen species, ROS) 

1.13.1 Γενικά 

Το οξυγόνο είναι ζωτικής σηµασίας δυατοµικό µη αντιδρόν µόριο. Ωστόσο 

αποτελεί και το υπόστρωµα για πολλές αντιδράσεις που δίνουν γένεση σε 

δραστικές ρίζες, κάποιες από τις οποίες είναι επιβλαβείς (τοξικές) για το κύτταρο. 

Οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS) εµπλέκονται στην παθογένεση πολλών 

ασθενειών αλλά  ταυτόχρονα ρυθµίζουν τη σηµατοδότηση σηµαντικών 

κυτταρικών µονοπατιών. Τα ROS είναι µόρια σε διαφορετικές καταστάσεις 

οξείδωσης ή αναγωγής, όπως επίσης και σύµπλοκα οξυγόνου µε υδρογόνο ή 

άζωτο. Αν και το ανιόν υπεροξειδίου προκύπτει απευθείας από την αναγωγή του 

οξυγόνου, οι βιολογικά δραστικές ρίζες είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου, οι 

ρίζες υδροξυλίου, το υποχλωριώδες ιόν και τα περοξεινιτρίλια (εικόνα 11).  

 

 

 

Εικόνα 11. Σχηµατική απεικόνιση του καταρράκτη παραγωγής ελευθέρων ριζών [254]. 
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Το ανιόν υπεροξειδίου προκύπτει από την πρόσληψη ενός ηλεκτρονίου 

από το οξυγόνο. Είναι µια ασθενής βάση σε φυσιολογικό pH, υψηλή διαλυτότητα 

στο νερό και για αυτό το λόγο δε διαπερνά εύκολα τις λιπιδιακές µεµβράνες, αν 

και µπορεί να µεταφερθεί δια µέσω ιοντικών καναλιών. Λόγω του ότι είναι 

ασθενής βάση, δεν είναι ισχυρό οξειδωτικό σε ουδέτερο pH. Είναι όµως 

αναγωγικό µέσω για τα µέταλλα, για παράδειγµα δίνει ένα ηλεκτρόνιο στον 

τρισθενή σίδηρο και τον µετατρέπει σε δισθενή και ανάγει το κυτόχρωµα c. Το 

ανιόν υπεροξειδίου µπορεί επίσης να πρωτονιωθεί σε υδροπεροξειδιακή ρίζα σε 

χαµηλό pΗ (pKa=4.8), αλλά η κυριότερη κατάληξη  του ανιόντος υπεροξειδίου σε 

φυσιολογικό pΗ είναι η αντίδρασή του µε την αντίστοιχη υπεροξειδάση προς 

σχηµατισµό υπεροξειδίου του υδρογόνου. Ο ρυθµός µετατροπής είναι υψηλός 

(k=1,6 x 109 Μ-1s-1). Κατά συνέπεια η συγκέντρωση του ανιόντος διατηρείται σε 

εξαιρετικά χαµηλά επίπεδα.  

Σε αντίθεση µε το ανιόν υπεροξειδίου, το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι 

ισχυρότερος οξειδωτικός παράγοντας και πολύ σταθερό µικροµόριο που µπορεί 

ελεύθερα να διαπερνά, όπως το νερό, τις µεµβράνες. Το γεγονός αυτό καθιστά 

το υπεροξείδιο του υδρογόνου ένα σηµαντικό µόριο σηµατοδότησης. Η καταλάση 

διασπά το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε νερό και οξυγόνο και είναι το υπεύθυνο 

ένζυµο για τη διατήρηση των ενδοκυττάριων επιπέδων Η2Ο2. Το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου συµµετέχει επίσης και σε αντιδράσεις µε µέταλλα (αντιδράσεις 

Fenton) και οδηγεί στην απελευθέρωση ριζών υδροξυλίου. Το υποχλωριώδες ιόν 

προκύπτει από την αντίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου µε Cl-. Τόσο η 

ρίζα υδροξυλίου όσο και το ιόν του υποχλωριώδους θεωρούνται πολύ δραστικά 

µόρια. Επιπλέον, πολλές δραστικές ρίζες προκύπτουν από την αντίδραση του 

νιτρικού οξειδίου, ενός γνωστού σηµατοδοτικού µορίου, µε το οξυγόνο ή το ανιόν 

υπεροξειδίου. Αυτές είναι το διοξείδιο του αζώτου, που συµµετέχει στην 

επερχόµενη υπεροξείδωση των λιπιδίων, και το περοξεινιτρικό  αντίστοιχα. 
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1.13.2 Πηγές ελευθέρων ριζών 

Υπάρχουν πολλές πιθανές πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών: 

� Το σύστηµα οξειδάσης της ξανθίνης 

� Η NADPH οξειδάση (φαγοκυτταρικής ή µη προέλευσης) 

� Η συνθάση νιτρικού οξέος 

� Η µιτοχονδριακή αναπνευστική αλυσίδα 

� Τα ένζυµα του µονοπατιού του αραχιδονικού οξέος, της λιποξυγενάσης 

και της κυκλοξυγενάσης 

� Το κυτόχρωµα P-450 

� Αιµοπρωτεΐνες 

 

Κατά την αερόβια αναπνοή, τα κύτταρα παράγουν ενέργεια ανάγοντας το 

µοριακό οξυγόνο σε νερό [254]. Ως φυσικό παραπροϊόν του µεταβολισµού, οι 

ελεύθερες ρίζες φέρουν διάφορες βιολογικές δράσεις. Οι κυριότερες πηγές είναι: 

 

1) NADPH οξειδάση 

Οι πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών είναι ενζυµατικές και µη 

ενζυµατικές. Μια πληθώρα αυτών βρίσκεται στο αγγειακό σύστηµα. Το 

ενδοθήλιο, τα λεία µυϊκά κύτταρα και οι ινοβλάστες, περιέχουν µορφές µια 

διαµεµβρανικής οξειδάσης, της NADPH οξειδάσης, που καταλύει την αναγωγή 

ενός ηλεκτρονίου του µοριακού οξυγόνου, χρησιµοποιώντας το NADPH ως δότη 

ηλεκτρονίων και την ανηγµένη µορφή του b588-τύπου κυτοχρώµατος, προς 

παραγωγή ανιόντος του υπεροξειδίου (εικόνα 12). Η NADPH οξειδάση 

ενεργοποιείται από GPCR αγωνιστές όπως η αγγειοτασίνη ΙΙ, η ενδοθηλίνη-1, η 

βραδυκινίνη, αυξητικό παράγοντες όπως η θροµβίνη, ο αγγειακός αυξητικός 

παράγοντας του ενδοθηλίου, αυξητικός παράγοντας των αιµοπεταλίων, αλλά και 

κυτταροκίνες όπως ο TNF-α. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί αυξηµένη 

δραστικότητα της NADPH κατά την υποξία/επανοξυγόνωση, την παρατεταµένη 

έκθεση σε νιτρογλυκερίνη και σε οξειδωµένες λιποπρωτεïνες χαµηλής 

πυκνότητας. Η ενεργοποίηση της NADPH οξειδάσης γίνεται κατόπιν 

τροποποίησης της µεµβρανοσύνδετης µη φαγοκυτταρικής NADPH οξειδάσης 

(Νοx) και της έκφρασης της p22phox υποµονάδας και των κυτταροπλασµατικών 

ρυθµιστικών υποµονάδων p67phox, p47phox, p40phox, και της µικρής GTPάσης 

Rac1. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα περιέχουν τις ισοµορφές Nox-1, Nox2 (gp91phox), 
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Nox4 και Νοx5, τα αγγειακά λεία µυικά κύτταρα εκφράζουν τις Nox1, NOx4 και 

Nox5 και οι adventitial ινοβλάστες και τα λεία µυϊκά κύτταρα των αρτηριών 

περιέχουν την Nox2. Μια οξεία αύξηση του οξειδωτικού στρες έχει ως 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό του συµπλόκου της οξειδάσης (p47phox και Rac1) ή 

την αύξηση της έκφρασης και ποσοτικής αφθονίας των υποµονάδων του 

συµπλόκου της οξειδάσης.  

 

 

 

Εικόνα 12.  ∆οµή της  NADPH  οξειδάσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Τα  ROS που 

παράγονται από την ενδοθηλιακή  NADPH οξειδάση, λειτουργούν ως σηµατοδοτικά 

µόρια [316]. 

 

2)  Οξειδάση της Ξανθίνης 

Μια άλλη πηγή παραγωγής Ο2
-· είναι το σύστηµα της οξειδορεδουκτάσης 

της ξανθίνης, που αποτελείται από µεταλλοφλαβοπρωτεïνες και βρίσκεται σε δύο 

µορφές: τη δευδρογενάση της ξανθίνης και την µετα-µεταφραστικά 

τροποποιηµένη µορφή, την οξειδάση της ξανθίνης. Αυτό το ενζυµικό σύστηµα 

εκφράζεται στην ενδοαυλική  επιφάνεια του ενδοθηλίου και καταλύει την 

αντίδραση της υποξανθίνης σε ξανθίνη στο φυσιολογικό µεταβολισµό των 

πουρινών. Η δεϋδρογενάση της ξανθίνης προϋποθέτει την παρουσία NAD+ ως 

δέκτη ηλεκτρονίων, ενώ η  οξειδάση της ξανθίνης ανάγει το δυατοµικό οξυγόνο 

και κατά συνέπεια παράγει Ο2
-· . Η µετατροπή της δεϋδρογενάσης της ξανθίνης  
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σε οξειδάση της ξανθίνης συµβαίνει  είτε µέσω της οξείδωσης των κυστεϊνικών 

καταλοίπων, είτε µέσω της πρωτεολυτικής αφαίρεσης ενός τµήµατος της 

δεϋδρογενάσης της ξανθίνης που συµβαίνει κατά την υποξία, την ισχαιµία και τη 

φλεγµονή. Επιπρόσθετα, η οξειδάση της ξανθίνης µπορεί άµεσα να προσφέρει 

δύο ηλεκτρόνια στο οξυγόνο προς σχηµατισµό Η2Ο2. Η δραστικότητά της 

οξειδάσης της ξανθίνης αυξάνεται κατά την υποξία/επανοξυγόνωση, ενώ έχει 

βρεθεί πως η παραγωγή Ο2
-· από το ένζυµο συνδυάζεται µε ελάττωση της 

διαθεσιµότητας ΝΟ και κατά συνέπεια της αγγειοδιαστολής.  

 

3) Συνθετάση ΝΟ 

Μια τρίτη πηγή παραγωγής Ο2
-· στα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι η 

συνθετάση του νιτρικού οξειδίου. Η οικογένεια των συγκεκριµένων ενζύµων είναι 

διµερείς συνθετάσες που εξαρτώνται από την καλµοδουλίνη ή περιέχουν το 

κυτόχρωµα Ρ450, όπως οι αιµοπρωτεïνες που συνδυάζουν καταλυτικές περιοχές 

ρεδουκτάσης και οξυγενάσης σε ένα µονοµερές, φέρουν FAM και FMN, και 

διεκπεραιώνουν µια οξείδωση πέντε ηλεκτρονίων σε ένα από τα βασικά άτοµα 

γουανιδινο-αζώτου της L-αργινίνης µε την αναγωγική βοήθεια της 

τετραυδροβιοπτερίνης (ΒΗ4), και παράγουν ΝΟ και L-κιτρουλίνη. Παρουσία 

χαµηλών συγκεντρώσεων L-αργινίνης ή του συµπαράγοντα ΒΗ4, η ΝΟS είναι µη 

συζευγµένη και παράγει Ο2
-· µε την αναγωγή ενός ηλεκτρονίου από το µοριακό 

οξυγόνο. Οµοίως, το περοξεινιτρικό µπορεί επίσης να οξειδώσει την BH4 και να 

προκαλέσει αποσύζευξη της συνθετάσης. 

 

4)  Άλλες πηγές 

Το κυτόχρωµα Ρ450, οι κυκλοοξυγενάσες, οι λιποξυγενάσες, οι οξειδάσες 

αλδεϋδών, οι δεϋδρογενάσες φλαβινών και η µιτοχονδρική αναπνοή 

συγκαταλέγονται στις ενδοκυτταρικές πηγές προέλευσης των ελευθέρων ριζών. 

Η µιτοχονδριακή αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων παράγει Ο2
-· κατά την ατελή 

αναγωγή του O2, κυρίως στο σύµπλοκο Ι και ΙΙΙ. Οι συγκεκριµένες µιτοχονδριακές 

θέσεις είναι επίσης σηµαντικά σηµεία στην ανίχνευση των επιπέδων οξυγόνου 

και την έναρξη ενδοκυτταρικών σηµατοδοτικών µονοπατιών. Υψηλές 

συγκεντρώσεις Ο2
-· στα µιτοχόνδρια εντοπίζονται στα ισχαιµικά επεισόδια, το 

διαβήτη και τη φλεγµονή.  
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1.13.3 Χηµεία των βιολογικά σηµαντικών ριζών 

1) Μέταλλα µετάπτωσης 

Σχεδόν όλα τα µέταλλα της πρώτης σειράς του τετάρτου τετραγώνου του 

περιοδικού πίνακα περιέχουν ασύζευκτα ηλεκτρόνια και για αυτό το λόγο 

µπορούν να προσδιοριστούν ως ελεύθερες ρίζες, µε την γενικότερη έννοια [255]. 

Εξαίρεση αποτελεί ο Zn.  

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι ο σίδηρος, ο οποίος σχηµατίζει τις 

αντιδράσεις Fenton. Συγκεκριµένα, ο δισθενής σίδηρος υφίσταται οξείδωση ενός 

ηλεκτρονίου και το οξυγόνο που συµµετέχει στην αντίδραση ανάγεται σε ρίζα 

υπεροξειδίου. 

Fe2+ + O2 ↔ [Fe2+ -O2 ↔Fe(III)-O2
·-] ↔ Fe(III) + O2

·-  

Σε αντίστοιχες αντιδράσεις συµµετέχουν ο χαλκός και το µαγνήσιο. 

Ο ποικίλος αριθµός οξείδωσης επιτρέπει στα µέταλλα να είναι αποτελεσµατικοί 

καταλύτες αντιδράσεων οξείδωσης και αναγωγής και για αυτόν τον λόγο 

βρίσκονται στο καταλυτικό κέντρο πολλών ενζύµων. Η εν δυνάµει καταστροφική 

τους δράση ενέχεται στο εάν η συγκέντρωσή τους στο κύτταρο είναι ελεγχόµενη 

και εάν καταλύουν ανεπιθύµητες αντιδράσεις. Για παράδειγµα αντιδράσεις 

αυτοοξείδωσεις όπως αυτές των NADH, NADPH, θειολών, ανηγµένων 

πτεριδινών, της αδρεναλίνης και νοραδρεναλίνης, της L-DOPA και των 

µεταβολιτών της, είναι αρκετά επιβλαβείς και παράγουν O2
·- . Οι ταχύτητες αυτών 

των αντιδράσεων είναι αρκετά χαµηλές, ωστόσο επιταχύνονται σηµαντικά 

παρουσία µετάλλων.  

 

2) Η ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ.) 

Η ρίζα υδροξυλίου προκύπτει από την οµολυτική σύντηξη του δεσµού Ο-Ο 

στο Η2Ο2 προς σχηµατισµό ΟΗ.
 , υπό την επίδραση της υπεριώδους ή 

ιονίζουσας ακτινοβολίας. Επιπλέον προκύπτει από την αντίδραση: 

HOCl + O2
·- → O2 + Cl- + OH·  

Σχεδόν κάθε βιολογικό µόριο έχει την ικανότητα να αντιδράσει µε το OH· . 

Οι αντιδράσεις τυποποιούνται σε τρεις κυρίως κατηγορίες: την απόσπαση του 

υδρογόνου, την προσθήκη ή µεταφορά ενός ηλεκτρονίου. Οι ρίζες που 

προκύπτουν από τις αντιδράσεις του OH· είναι συνήθως λιγότερο δραστικές. 

Σηµαντικές αντιδράσεις του OH· είναι αυτές που οδηγούν σε παραγωγή 
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υπεροξειδωµένων λιπιδίων, η προσθήκη του σε πουρίνες προς σχηµατισµό 

ρίζας 8-υδροξυγουανίνης, το σπάσιµο των δεσµών υδρογόνου. 

 

3) Η ρίζα υπεροξειδίου (  O2
·-) 

Το O2
·- είναι λιγότερο δραστικό από το OH· σε υδατικό περιβάλλον. 

Αντιδρά ωστόσο πολύ γρήγορα µε ΝΟ· , συγκεκριµένα µέταλλα και φαινοξυλικές 

ρίζες. Βιολογικά παράγεται κυρίως από την ξανθίνη και υποξανθίνη. 

Συµµετέχει σε αντιδράσεις δισµουτίωσης σε χαµηλό pΗ. Σε υδατικά 

διαλύµατα δρα ως αναγωγικό µέσο π.χ δότης ηλεκτρονίων. Χαρακτηριστική είναι 

η αντίδραση: 

cyt c (Fe(III)) + O2
·- → O2 + cyt c (Fe2+) 

∆ρα όµως και ως οξειδωτικός παράγοντας, όπως στην οξείδωση του ασκορβικού 

οξέος. Επιπλέον το O2
·- ανάγει κινόνες και οξειδώνει διφαινόλες και σε 

οργανικούς διαλύτες λειτουργεί ως βάση (δέχεται πρωτόνια) και αναγωγικός 

παράγοντας.  

 

 

1.13.4 Βιολογικά σηµαντικά µη-ρίζες: Η2Ο2, OHCl, µονήρες οξυγόνο, ΟΝΟΟ− 

Το Η2Ο2 είναι τοξικό για τα κύτταρα σε συγκεντρώσεις 10-100µΜ. 

Παράγεται από το σύστηµα της ξανθίνης, του ουρικού και των οξειδασών των D-

αµινοξέων και από τη δισµουτίωση του O2
·-. Το Η2Ο2 µπορεί άµεσα να οξειδώσει 

µερικά ένζυµα, όπως η GAPDH, συγκεκριµένα κετοοξέα όπως το πυρουβικό και 

το 2-οξυγλουταρικό. Επιπλέον σε χαµηλές συγκεντρώσεις φέρει 

αντηβακτηριδιακές και αντισηπτικές ιδιότητες.  

Το ΗΟCl παράγεται από το ένζυµο µυελοπεροξειδάση στα 

ενεργοποιηµένα ουδετερόφιλα σύµφωνα µε την αντίδραση  

Η2Ο2 + Cl- → HOCl + OH- 

Είναι ένα αρκετά ασθενές οξύ σε pΗ 7.5, αντιδρά εύκολα και γρήγορα µε 

βιοµόρια τα οποία οξειδώνει. Επιπλέον παράγεται και Cl-  που έµµεσα αυξάνει 

την τοξικότητά του. Παραδείγµατα της οξειδωτικής του δράσης είναι η 

καταστροφή της αναπνευστικής αλυσίδας και της παραγωγής ATP, η οξείδωση 

των θειολών, του ασκορβικού οξέος, του NADPH και των κυτταρικών µεµβρανών 

καθώς τις διαπερνά.  
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Το µονήρες οξυγόνο είναι πιο οξειδωτικό από τη θεµελιώδη µορφή του 

οξυγόνου και µπορεί να σχηµατισθεί σε ορισµένες αντιδράσεις ριζών.  

Το περοξεινιτρικό είναι προϊόν οξείδωσης του ΝΟ. από το O2
·- 

ΝΟ. + O2
·- → ΟΝΟΟ- 

Η κύρια επιβλαβής δράση του είναι η συµµετοχή του στην υπεροξείδωση 

λιπιδίων, η οποία αποτελείται από αλυσιδωτές αντιδράσεις που έχουν την 

ικανότητα να µεγεθύνουν το φαινόµενο.  

 

 

1.13.5 Προοξειδωτκό – Αντιοξειδωτικό προφίλ 

Μέσω της µικροκυκλοφορίας το οξυγόνο και τα θρεπτικά στοιχεία της 

τροφής µεταφέρονται στα κύτταρα των ιστών. Ο τοπικός µεταβολισµός, όπως 

προαναφέρθηκε, συνοδεύεται από το σχηµατισµό ελευθέρων ριζών που 

αποτελούν το οξειδωτικό φορτίο του κυττάρου και επηρεάζουν τη λειτουργική του 

ισορροπία. Κύριος ρυθµιστής της οµοιοστασίας του µικροκυκλοφοριακού 

συστήµατος είναι το ενδοθήλιο, το οποίο συµβάλλει στην τοπική οµοιοστασία 

[256]. Τα ROS συµµετέχουν ενεργά στην παθογένεση πολλών διαταραχών, 

όπως η αθηροσκλήρωση,  η υπέρταση, η καρδιακή υπερτροφία και ανεπάρκεια.  

 

 

1.13.5 α) Θετικές επιδράσεις των ROS 

Η παρουσία των ελευθέρων ριζών οξυγόνου αντιπροσωπεύει  ευνοϊκή ή 

δυσµενή επίδραση στην κυτταρική λειτουργία που εξαρτάται από την ποσότητά 

τους. Το επίπεδο των ελευθέρων ριζών ρυθµίζεται από την αντιοξειδωτική 

ικανότητα του κυττάρου. Για παράδειγµα, η αντιµετώπιση των παθογόνων 

επηρεάζεται από τη δράση των ελευθέρων ριζών οι οποίες είναι απαραίτητες  για 

τη λειτουργία του κυττάρου σε χαµηλές συγκεντρώσεις. Για παράδειγµα, το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου ρυθµίζει την καταλυτική δράση των αντιοξειδωτικών 

ενζύµων µέσω της αναγωγικής τροποποίησης καταλοίπων (residues) κυστεϊνης 

και επάγει την έκφραση διαφόρων γονιδίων όπως φαίνεται στην εικόνα 13.  
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Εικόνα 13: Σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιόυνται από το Η2Ο2 [317].  

 

 

1.13.5 β) Αρνητικές επιδράσεις των ROS 

Η παρουσία αυξηµένων συγκεντρώσεων ελεύθερων ριζών οξυγόνου και 

αζώτου ασκούν δυσµενή επίδραση στο κύτταρο [257]. Ειδικότερα προκαλούν: 

1) δοµικές αλλαγές στο DNA (µεταλλάξεις, διαγραφές, ενσωµατώσεις, 

αναδιοργανώσεις, επαναλήψεις) που οδηγούν σε αλλοιώσεις των 

χρωµοσωµάτων οι οποίες πιθανόν εµπλέκονται στην απενεργοποίηση ή 

απώλεια αλληλόµορφων πρωτοογκογονιδίων ή διαταραχή της έκφρασης 

διαφόρων γονιδίων.  

2) διαταραχές στην κυτταροπλασµατική και πυρηνική κυτταρική 

σηµατοδότηση. Για παράδειγµα το υπεροξείδιο του υδρογόνου (που διαχέεται 

εύκολα στα κυτταρικά διαµερίσµατα) ενεργοποιεί τον NF-kB µέσω µετατόπισης 

της ανασταλτικής υποµονάδας.  

3) τροποποίηση γονιδίων που αφορούν στην παραγωγή πρωτεϊνών που 

σχετίζονται µε τον πολλαπλασιασµό, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση των 

κυττάρων.  
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1.13.6 ΝΟ και  O2
·- ισορροπία 

Είναι γενικά παραδεκτό πως η υψηλή τιµή του λόγου ΝΟ. / O2
·- αποτελεί 

ευνοϊκή κατάσταση για το κύτταρο που συνδέεται µε µειωµένη υπεροξείδωση 

των λιπιδίων καθότι το ΝΟ δεσµεύει και εξουδετερώνει τις περοξειλικές και 

αλκοξειλικές ρίζες. Επιπλέον το ΝΟ αναστέλλει την προσκόλληση φαγοκυττάρων 

στο ενδοθήλιο,  και µειώνει την έκλυση O2
·- , αναστέλει ορισµένες αντιοξειδωτικές 

άµυνες (π.χ περοξειδάση της γλουταθειόνης) και ενεργοποιεί άλλες (π.χ 

αιµοξυγενάσες), αναστέλλει τον NF-kB. Όµως η συγκέντρωση του ΝΟ δεν πρέπει 

να ξεπερνά κάποια όρια, αφού η αυξηµένη παρουσία του οδηγεί στη γένεση 

RNS, προϊόντων ιδιαίτερα βλαπτικών για τις πρωτεïνες. Η περίσσεια ΝΟ είναι 

επίσης βλαπτική για τη λειτουργία των µιτοχονδρίων στα οποία αναστέλλει την 

οξειδάση του κυτοχρώµατος και ευνοεί τη διαρροή ηλεκτρονίων στη µιτοχονδρική 

αλυσίδα, τα οποία ασκούν ιδιαίτερα βλαπτική επίδραση (εικόνα 14).  

 
Εικόνα 14: Μηχανισµοί οξειδωτικού στρες που οδηγούν σε ενδοθηλιακή δυσλειτουργία  

[318].  
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1.13.7 Οξειδωτικό στρες και αγγειακές δυσλειτουργίες 

Η διαθεσιµότητα του ΝΟ στο αγγειακό ενδοθήλιο αποτελεί καθοριστικό 

παράγοντα για τη φυσιολογική λειτουργία του [256]. Το ενδοθήλιο ρυθµίζει τον 

αγγειακό τόνο και αυτορυθµίζει τη λειτουργία του µέσω της έκκρισης 

αγγειοδραστικών ενώσεων, όπως το ΝΟ το οποίο δεν επάγει µόνο την 

αγγειοδιαστολή, αλλά φέρει και ισχυρές αντιαθηρογόνες ιδιότητες, όπως η 

αναστολή της έκφρασης των µορίων προσκόλλησης, η αναστολή του 

πολλαπλασιασµού των λείων µυϊκών κυττάρων, η  ελάττωση της υπεροξείδωσης 

των λιπιδίων και η αναστολή της συσσωµάτωσης των αιµοπεταλίων (εικόνα 15). 

Το ΝΟ αντιδρά άµεσα µε το ανιόν του υπεροξειδίου και σχηµατίζει ΟΝΟΟ·, οπότε 

και χάνει τις βιολογικές του δράσεις. Η αναστολή της βιολογικής δράσης του ΝΟ 

από το ανιόν υπεροξειδίου, προάγει την απόπτωση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, αυξάνει την προσκόλληση των µονοκύτταρων και ρυθµίζει την 

αγγειογένεση.  

 

 

Εικόνα 15: Ενδοθηλιακές δυσλειτουργίες που επάγονται από την απορρύθµιση της 

αντιοξειδωτικής και προοξειδωτικής ισορροπίας [258].  
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Α)  Αντιοξειδωτική απόκριση του ενδοθηλίου 

Σε πειραµατικά µοντέλα ζώων, η ενδοθηλιακή δυσλειτουργία που 

προκαλείται από την αγγειοτασίνη-ΙΙ, χαρακτηρίζεται από την παρουσία 

αυξηµένων επίπεδων ROS και την απώλεια της δραστικότητας του ΝΟ [258]. Η 

δυσλειτουργία του ενδοθηλίου αντιρροπείται από την SOD η οποία 

εξουδετερώνει το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο  και βελτιώνει την οµοιοστασία του 

ενδοθηλίου. Η απαλοιφή του ενός αλληλόµορφου του γονιδίου της GPx 

συνοδεύεται από αναστολή της αγγειοδιαστολής λόγω µειωµένης εξουδετέρωσης 

των ROS.  

 

Β) Απόπτωση 

Η βλάβη του ενδοθηλίου ή η έκθεσή του σε  O2¯ · και Η2Ο2 επάγει 

µηχανισµούς απόπτωσης των ενδοθηλιακών κυττάρων που µακροπρόθεσµα 

προάγουν την αθηρογένεση και τη προθροµβωτική κατάσταση. Είναι γνωστό ότι 

η απόπτωση των ενδοθηλιακών κυττάρων ενεργοποιείται από µόρια όπως η 

oxLDL, η Ang-II, ο TNF-α και η υπεργλυκαιµία, τα οποία προάγουν την 

αθηρογένεση. Αντιρροπιστικά προς τις ανωτέρω δράσεις λειτουργούν τα 

αντιοξειδωτικά συστήµατα στα οποία περιλαµβάνονται η SOD, η καταλάση, η 

GPx, η eNOS και οι αντιοξειδωτικές βιταµίνες.  

 

Γ) Έκφραση µορίων προσκόλλησης 

Το ενδοθήλιο υπό φυσιολογικές συνθήκες βρίσκεται σε κατάσταση 

λειτουργικής ηρεµίας. Η ενεργοποίησή του από διάφορα προφλεγµονώδη 

ερεθίσµατα συνοδεύεται από την έκφραση στην επιφάνειά του των µορίων 

προσκόλλησης τα οποία συνδέουν µονοκύτταρα της κυκλοφορίας, βήµα που 

αποτελεί την αρχή του µηχανισµού της αθηρωµάτωσης.  
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1.13.8 Αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί 

1. ∆ισµουτάση υπεροξειδίου (SOD) 

Η δισµουτάση του υπεροξειδίου καταστρέφει την  πολύ δραστική ελεύθερη 

ρίζα του υπεροξειδίου, µετατρέποντάς την στο λιγότερο δραστικό υπεροξείδιο 

του υδρογόνου, το οποίο στη συνέχεια καταστρέφεται από την καταλάση ή το 

σύστηµα της περοξειδάσης της γλουταθειόνης (εικόνα 16).  

Η αντίδραση 

O2¯ · + O2¯ · + 2 Η+ → Η2Ο2 + Ο2  

πραγµατοποιείται µε εξαιρετικά υψηλούς ρυθµούς. 

Μια άλλη λειτουργία της δισµουτάσης είναι η προστασία των 

δεϋδρατασών (ακονιτάση, 6-φωσφογλυκονική δεϋδρατάση, φουµαράση Α και Β, 

και δεϋδρατάση του δυυδροξεικού) από την απενεργοποίησή τους από το O2¯ ·.  

Έχουν ταυτοποιηθεί 4 κατηγορίες της δισµουτάσης, που περιέχουν χαλκό, 

ψευδάργυρο ή µονοπύρηνο σίδηρο, µαγγάνιο ή συµπαράγοντες νικελίου. Οι 

δισµουτάσες σιδήρου και µαγγανίου εµφανίζουν οµολογία και φέρουν ταυτόσηµα 

κατάλοιπα µετάλλων στο ενεργό κέντρο και  έχουν παρόµοια τρισδιάστατη δοµή. 

Στον άνθρωπο υπάρχουν τρεις µορφές SOD: η κυτταροπλασµατική που περιέχει 

χαλκό ή ψευδάργυρο, η µιτοχονδριακή που περιέχει µαγγάνιο και η 

εξωκυτταρική.  

� Η κυτταροπλασµατική SOD πιστεύεται πως αποτελεί την πρώτη 

αντιοξειδωτική γραµµή άµυνας του κυττάρου.  

� Η µιτοχονδριακή SOD είναι απαραίτητη για την επιβίωση του κυττάρου 

καθότι  η αναπνευστική αλυσίδα των µιτοχονδρίων είναι η βασικότερη 

ενδοκυτταρική πηγή ROS.  

� Η εξωκυτταρική SOD είναι µια εκκρινόµενη γλυκοπρωτεϊνη  που 

εντοπίζεται στους ιστούς και τα εξωκυτταρικά υγρά (π.χ πλάσµα, λέµφος).  

 

 

2. Καταλάση 

Η καταλάση είναι ένα τετραµερές ένζυµο, που αποτελείται από τέσσερεις 

σιδηροπρωτοπορφυρινικές οµάδες και φέρει τόσο υψηλή δραστικότητα, που δεν 

κορένειται από το υπόστρωµά της Η2Ο2  ακόµα και σε υψηλές συγκεντρώσεις 

αυτού. Η αντίδραση που καταλύει είναι: 

2 Η2Ο2 → 2 Η2Ο + Ο2 
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ή  

ROOH + AH2 → H2O + ROH + A  

Αν και η καταλάση σε φυσιολογικές συνθήκες δεν ορίζεται ως ζωτικής σηµασίας 

για κάποιους κυτταρικούς τύπους, κατέχει σηµαντικό ρόλο στην ανεκτικότητα και 

προσαρµοστικότητα του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες. Σε συνθήκες υψηλών 

συγκεντρώσεων ROS, είναι πολύ σηµαντικό οι ελεύθερες ρίζες να 

εξουδετερώνονται πριν διαφύγουν από το κύτταρο.  

 

3. Περοξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) 

Οι περοξειδάσες που περιέχουν σελήνιο, είναι τα σηµαντικότερα ένζυµα 

για την αναγωγή ενός µεγάλου αριθµού υδροπεροξειδίων (ROOH, H2O2) µέσω 

της γλουταθειόνης ( GSH).  

ROOH + 2 GSH → ROH + GSSG + H2O 

Υπάρχουν 5 τουλάχιστον ισοένζυµα GPx, των οποίων η έκφραση εξαρτάται από 

τον τύπο του ιστού.  

Η κυτταροπλασµατική και µιτοχονδριακή GPx ανάγει τα υδροπεροξείδια 

των λιπαρών οξέων και το H2O2 καταναλώνοντας GSH. Ο τύπος GPx 1 και 4 

βρίσκονται σε όλους τους ιστούς, τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στη 

µεµβράνη. Ο τύπος 1 εντοπίζεται κυρίως στα ερυθροκύτταρα, στο ήπαρ και 

στους νεφρούς, ενώ ο τύπος 4 στο νεφρικό επιθήλιο και τους όρχεις. Η 

κυτταροπλασµατική GPx2 και η εξωκυτταρική GPx3 δεν έχουν τόσο ευρεία 

κατανοµή και εντοπίζονται µόνο στο γαστρεντερικό σωλήνα και τα νεφρα 

αντίστοιχα.  

Αν και η GPx µοιράζεται το ίδιο υπόστρωµα µε την καταλάση, µπορεί να 

αντιδρά µε λιπίδια και άλλα οργανικά υδροπεροξείδια, το περοξεινιτρικό και άλλες 

σεληνοπρωτεϊνες. 

Ο κύκλος αναγωγής της γλουταθειόνης είναι υψίστης σηµασίας για την 

προστασία κατά το χαµηλής έντασης οξειδωτικό στρες, ενώ η καταλάση είναι 

σηµαντική στην αντιµετώπιση µεγαλύτερης έντασης οξειδωτικού στρες [259].  
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Εικόνα 16: Τα  κυριότερα µονοπάτια παραγωγής και µεταβολισµού των ελευθέρων 

ριζών. Το Ο2
−· παράγεται από την ξανθίνη ή της NADPH οξειδάσες, ή ως παραπροϊόν 

του κυτταρικού µεταβολισµού και ειδικότερα κατά την διαδικασία της αναπνοής στην 

µιτοχονδριακή αλυσίδα ηλεκτρονίων. Η SOD στη συνέχεια µετατρέπει το Ο2
−· σε Η2Ο2 το 

οποίο αποµακρύνεται γρήγορα από την καταλάση ή τις περοξειδάσες, όπως η 

περοξειδάση της γλουταθειόνης, η οποία καταναλώνει GSH ως δότη ηλεκτρονίων. 
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1.14 Πεπτίδια του στρες και οξειδωτικό στρες  

1.14.1 UCNs και οξειδωτικό στρες 

Αυξάνονται οι ενδείξεις για την αντιοξειδωτική δράση των ουροκορτινών 

στην περιφέρεια [86]. Είναι γνωστό πως οι ουροκορτίνες προστατεύουν την 

αρτηριακή ενδοθηλιακή λειτουργία κατά την ισχαιµία/επανοξυγόνωση που 

αποτελεί βασική αιτία τοπικής παραγωγής ROS [260]. Το γεγονός ότι τα 

µετάγραφα της ουροκορτίνης 1 βρέθηκαν  αυξηµένα µετά από ιστική υποξία 

υποδηλώνει τη συµµετοχή του πεπτιδίου στη διαδικασία της απόκρισης στην 

υποξία [243, 261, 262]. Οι Υang και συν. [86] διαπίστωσαν πως οι ουροκορτίνες 

επάγουν την παραγωγή ΝΟ κατόπιν ισχαιµίας/επανοξυγόνωσης και µειώνουν 

την δραστικότητα της SOD στον ορό. Αντίστοιχα, οι [263] Rademaker και συν. 

βρήκαν πως η ενδογενής και εξωγενής UCN1 µειώνουν στο πλάσµα τα επίπεδα 

της ANG-II και της ET-1 σε πειραµατικό µοντέλο καρδιακής ανεπάρκεια, 

παρατήρηση που επιβεβαιώθηκε µε την οξεία χορήγηση ουροκορτινών [264] 

(εικόνα 17). 
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Εικόνα 17. Ο πιθανός καρδιοπροστατευτικός µηχανισµός των ουροκορτινών [86].   

 

Σύµφωνα µε τους [265] Inada και συν., σε ανθρώπινα αορτικά 

ενδοθηλιακά κύτταρα, ο TNF-α µείωσε τα επίπεδα του mRNA της UCN1, αλλά 

αύξησε τα mRNA της UCN2 και των υποδοχέων CRHR1 και CRHR2. Στα ίδια 

κύτταρα  ο CRHR1 προκάλλεσε µείωση του mRNA των µορίων προσκόλλησης 

VCAM-1 και E-σελεκτίνης. Επίσης, η ενεργοποίηση του NF-kB δια του υποδοχέα 

CRHR1a, επάγει την έκφραση των VCAM-1. Κατά συνέπεια, το σηµατοδοτικό 

µονοπάτι του CRHR1 µπορεί σε αρχικά στάδια να ρυθµίζει την αντιφλεγµονώδη 

απόκριση του ενδοθηλίου στον TNF-α.  

Το οξειδωτικό στρες είναι ένας από τους παράγοντες που συµβάλει στην 

έναρξη και εξέλιξη της ενδοθηλιακής δυσλειτουργίας. Οι Izumi και συν. [266] 

παρατήρησαν ότι οι µηχανισµοί αγγειοδιαστολής µέσω ουροκορτινών, που 

περιλαµβάνουν την παραγωγή ΝΟ στα λεία µυϊκά κύτταρα του ενδοθηλίου, είναι 

πολύ σηµαντικοί στην εξέλιξη της γήρανσης. Επιπλέον η ουροκορτίνη που 

παράγεται στο ενδοθήλιο αυξάνεται από τις φλεγµονώδεις κυτταροκίνες και 
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καταστέλλει την παραγωγή ROS στα ενδοθηλιακά κύτταρα, έχοντας ρόλο 

ρυθµιστικό. Στον αντίποδα,  έχει βρεθεί πως τα επίπεδα ουροκορτινών είναι 

αυξηµένα σε γαστρικές βιοψίες ασθενών µε ενεργό ελικοβακτηρίδιο του πυλωρού 

συγκριτικά µε άτοµα ελέγχου. Τα ευρήµατα αυτά συγκλίνουν πως οι 

ουροκορτίνες κατέχουν πιθανό ρόλο στην παθογένεση των συγκεκριµένων 

φλεγµονωδών ασθενειών και είναι υπό αµφισβήτηση το κατά πόσο οι 

ουροκορτίνες έχουν προ- ή αντι- φλεγµονώδη ρόλο [267]. Κατά συνέπεια, δεν 

πρέπει να παραβλέπονται ενδεχόµενες αρνητικές επιπτώσεις των UCN στην 

ενδοθηλιακή λειτουργία. 

Η προστατευτική δράση των ουροκορτινών εντοπίζεται κυρίως κατά την 

έκθεση του κυττάρου σε υποξικό περιβάλλον [261, 262]. Όπως η υποθαλαµική 

CRH προστατεύει τον οργανισµό από το στρες, έτσι και οι ουροκορτίνες, τοπικά, 

µε αυτοκρινική/παρακρινική δράση, είναι καρδιοπροστατευτικές σε ισχαιµικά 

επεισόδια.  

Η αντιοξειδωτική δράση των ουροκορτινών, σύµφωνα µε τον [268] 

Townsend και συν., κατά την ισχαιµία/επανοξυγόνωση, επικεντρώνεται στη 

µείωση  της διάνοιξης των µιτοχονδριακών πόρων και κατά συνέπεια της 

ελάττωσης του οξειδωτικού στρες. Είναι γνωστό πως οι µιτοχονδριακοί πόροι 

ανοίγουν κατόπιν υψηλού οξειδωτικού φορτίου και ελάττωσης του ATP. Ο 

µηχανισµός αυτός είναι PKC- και ERK-1/2-εξαρτώµενος και µέσω αυτού του 

µονοπατιού η UCN1 προλαµβάνει την παραγωγή υψηλών επιπέδων ROS. 

Επιπλέον, κατόπιν προ-έκθεσης των καρδιοµυοκυττάρων σε UCN1, 

παρατηρήθηκε πως τα µιτοχόνδρια ήταν λιγότερο ευαίσθητα στη διάνοιξη των 

µιτοχονδριακών πόρων. Είναι ενδιαφέρον ότι η οξεία χορήγηση UCN1 σε 

επανοξυγονωµένες καρδιές, δεν οδήγησε σε µετατόπιση της PKC στα 

µιτοχόνδρια. Σύµφωνα µε τους συγγραφείς, η παρατήρηση αυτή δε συνεπάγεται 

πως η UCN1 δεν έχει κάποιο ρόλο στο µονοπάτι PKC-MPTP, αλλά ότι η 

προστατευτική δράση της µεταφράζεται µε ένα πιο έµµεσο τρόπο. Η χορήγηση 

της UCN1 πριν το ισχαιµικό επεισόδιο, δεν συνοδεύεται από αύξηση των 

επιπέδων ROS ενδοµιτοχονδριακά και κατά συνέπεια δεν πυροδοτείται ο 

µηχανισµός διάνοιξης των πόρων. Συµπερασµατικά, η UCN1 συµβάλει στη 

διαµόρφωση µιας κατάστασης όπου το κύτταρο αντέχει χωρίς συνέπειες 

υψηλότερα φορτία  ROS.  
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Σύµφωνα µε την µελέτη των Davidson και συν. [80], διαφαίνεται ότι οι 

ουροκορτίνες έχουν προστατευτικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Συγκεκριµένα,  

παρατηρήθηκε σε db/db ποντίκια ότι η UCN1 µειώνει τη γλυκοζυλίωση και τα 

επίπεδα MDA (µαλονδεαλδεϋδη) [269]. Επίσης οι οξειδωτικές βλάβες κατά την 

ισχαιµία/επανοξυγόνωση ελαττώνονται δραµατικά µε τη UCN1, ενώ παράλληλα 

ελαττώνονται τα επίπεδα ROS του συστήµατος της αγγειοτασίνης-ΙΙ. Οι 

παρατηρήσεις αυτές αφορούν το µυοκάρδιο, ενώ υπάρχει απουσία στοιχείων για 

την αντιοξειδωτική δράση τους στο ενδοθήλιο και κατ’επέκταση στην περιφέρεια 

[268].  
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Ερευνητικό ερώτηµα 

Τα πεπτίδια του στρες εκκρινόµενα κύτταρα του νευρικού ιστού και του 

ανοσοποιητικού συστήµατος έχουν ρυθµιστικό ρόλο στην κυτταρική και ιστική 

οµοιόσταση δρώντας µέσω ειδικών υποδοχέων, των CRΗ υποδοχέων.  Η CRH 

του ΚΝΣ µέσω του συστήµατος του στρες και των γλυκοκορτικοειδών ασκεί 

έµµεσο αντιφλεγµονώδη ρόλο.  Πρόσφατες όµως παρατηρήσεις υποδηλώνουν 

ότι η CRH και τα συγγενή του νευροπεπτίδια UCN1, 2 και 3 επηρεάζουν τη 

φλεγµονώδη απόκριση τοπικά.  

Εφόσον η φλεγµονώδης διαδικασία γίνεται δεκτή ως παθοφυσιολογική 

βάση έναρξης και εξέλιξης της αθηροσκλήρωσης, είναι λογικό να υποθέσει 

κάποιος τη συµµετοχή των νευροπεπτιδίων του στρες στην αγγειακή χρόνια 

φλεγµονή. Χαρακτηριστικό της φλεγµονώδους διαδικασίας αποτελεί η αύξηση 

του οξειδωτικού φορτίου το οποίο ενέχεται ως ευοδωτικός αλλά και βλαπτικός 

συντελεστής. Από την αναζήτηση στην προσιτή σε εµάς βιβλιογραφία, 

διαπιστώσαµε ότι η µόνη παρατήρηση αφορά στις ουροκορτίνες οι οποίες στο 

µυοκάρδιο ενεργοποιούν τα αντιοξειδωτικά ένζυµα της SOD, GSH και NOS, 

δείχνοντας έµµεσα την κινητοποίηση των µηχανισµών εξουδετέρωσης του 

οξειδωτικού φορτίου [80, 86, 243, 260-269] ενώ  για τα ενδοθηλιακά κύτταρα δεν 

υπάρχει κάποια αναφορά. Η παρούσα µελέτη σχεδιάστηκε για να διερευνηθεί in 

vitro η επίδραση των νευροπεπτιδίων του στρες, που προαναφέρθηκαν,  σε 

µακροαγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα σε βασικές συνθήκες, µετά προεπαγωγή µε 

TNF-α και σε συγκαλλιέργεια µε µη και διεγερθέντα µακροφάγα.  

 

 

Οι στόχοι της παρούσας µελέτης είναι οι εξής: 

� Ανίχνευση των υποδοχέων CRH στην ενδοθηλιακή κυτταρική σειρά 

EAhy926. 

� Προσδιορισµός της βραχυπρόθεσµης επίδρασης των πεπτιδίων 

του στρες στα ενζυµικά αντιοξειδωτικά συστήµατα της eNOS, της καταλάσης και 

της γλουταθειόνης του ενδοθηλίου. 

� Προσδιορισµός της βραχυπρόθεσµης επίδρασης των πεπτιδίων 

του στρες σε συνθήκες προϋπάρχουσας  ή ταυτόχρονης προ-οξειδωτικής 
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ενεργοποίησης του ενδοθηλίου στα ενζυµικά αντιοξειδωτικά συστήµατα της 

eNOS, της καταλάσης και της γλουταθειόνης του ενδοθηλίου. 

 

Η διαλεύκανση του ρόλου των νευροπεπτιδίων του στρες στην οµοιοστασία του 

ενδοθηλίου των αγγείων εκτιµάται ότι θα συµβάλει στην πληρέστερη κατανόηση 

των µηχανισµών της αθηροσκλήρωσης, προϋπόθεση ουσιώδη για τη µελλοντική 

προληπτική ή και θεραπευτική παρέµβαση στο συστηµατικό αυτό νόσηµα.   
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Η προµήθεια των υλικών που χρησιµοποιήθηκαν έγινε από τις εταιρείες όπως 

αντίστοιχα αναγράφεται. 

Πεπτίδια – διαλυτά µόρια 

CRΗ (Sigma-Aldrich) 

UCN1 (Sigma-Aldrich) 

UCN2 (Sigma-Aldrich) 

UCN3 (Sigma-Aldrich) 

Antalarmin  (Sigma-Aldrich) 

Astressin-2B (Sigma-Aldrich) 

LPS (Sigma-Aldrich) 

PMA (Sigma-Aldrich) 

TNF-a ((Sigma-Aldrich) 

 

Υλικά και συσκευές καλλιεργειών 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GIBCO)  

RPMI 1640 (GIBCO) 

Ορός εµβρύου βοός: FBS (Foetal Bovine Serum) (GIBCO) 

Πενικιλίνη/ Στρεπτοµυκίνη: Penicillin/Streptomycin (GIBCO)  

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

Μικροσκόπιο ορατού φωτός: (Zeiss, Axiovert 40C) 

Πλάκα αιµατοκυτταροµετρητή (Neubauer)  

Επωαστικός κλίβανος  (Bioair, Safeflow 1.2) 

Cell Freezing medium  - DMSO (Sigma) 

Χρωστική Trypan Blue  (Sigma-Aldrich) 

 

 

2.1 Κυτταρικές σειρές 

Χρησιµοποιήθηκαν η κυτταρική σειρά ενδοθηλιακών κυττάρων ΕΑhy926 

και η κυτταρική σειρά T-λευχαιµικών κυττάρων THP-1, η οποία διαφοροποιήθηκε 

σε µακροφαγικό κυτταρικό πληθυσµό κατόπιν επίδρασης µε  PMA.  

H κυτταρική σειρά ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων, ΕΑhy926, 

προέκυψε από τη σύντηξη ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων οµφάλιου 
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λώρου και ανθρώπινων κυττάρων αδενοκαρκινώµατος του πνεύµονα της σειράς 

Α549.  Είναι µια από τις περισσότερο µελετηθείσες σειρές µακροενδοθηλιακών 

κυττάρων. Έχει χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα για τη µελέτη της αγγειογένεσης στον 

καρκίνο, τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων και  την απόκριση 

του ενδοθηλίου σε αθηρωµατικό περιβάλλον [309-310]. 

Η κυτταρική σειρά THP-1 χρησιµοποιείται ευρέως καθώς έχει παρόµοιες 

ιδιότητες µε τα ανθρώπινα µακροφάγα που έχουν προέλθει από διαφοροποίηση 

µακροφάγων ανθρώπου [311]. ∆ιαφοροποιείται εύκολα σε µακροφαγικό 

πληθυσµό, κατόπιν ενεργοποίησης µε το φορβολεστέρα PMA ή την βιταµίνη D3, 

ο οποίος προσκολλάται στην επιφάνεια των φλασκών ή άλλων καλλιεργητικών 

επιφανειών. Κατά συνέπεια, αυτή η κυτταρική σειρά είναι αρκετά χρήσιµη στη 

µελέτη της αθηρωµατικής διαδικασίας.   

 

 

 

2.1.1 Καλλιέργεια Κυτταρικής σειράς ΕΑhy926 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM εµπλουτισµένο µε 

10% FCS και 1% Penicillin/Streptomycin σε επωαστικό κλίβανo ρυθµισµένο σε 

θερµοκρασία 37οC, µε ατµόσφαιρα 5% CO2 / 95% αέρα και υγρασία 100%. Τα 

πειράµατα έγιναν κατά προτίµηση σε παρόµοια στάδια ανάπτυξης των κυττάρων. 

Τα θρεπτικά υλικά των καλλιεργειών ανανεώνονταν ανά 48 ώρες και τα κύτταρα 

χρησιµοποιούνταν για πείραµα όταν έφταναν σε πυκνότητα 100%. Η 

αποκόλληση των κυττάρων από τις φλάσκες καλλιέργειας γίνονταν µε τρυψίνη. Ο 

προσδιορισµός του αριθµού των κυττάρων για επίστρωση σε κάθε πείραµα 

πραγµατοποιούνταν µε τη µέθοδο αιµοτοκυτταροµετρίας µε Trypan Blue. Όλα ή 

µέρος των κυττάρων στην κατάλληλη συγκέντρωση τοποθετούνταν σε νέες 

φλάσκες για ανακαλλιέργεια ή στα κατάλληλα υποστρώµατα για την εκτέλεση 

συγκεκριµένων πειραµάτων. 

Τα κύτταρα καταψύχονταν, σε τακτά χρονικά διαστήµατα, στους -80οC 

έτσι ώστε να διατηρούνται σε χαµηλό αριθµό γενεών και τα πειράµατα να 

πραγµατοποιούνται στην ίδια φάση της λογαριθµικής αύξησης των κυττάρων και 

περίπου στον ίδιο αριθµό γενιάς. Συγκεκριµένα, κυτταρικό εναιώρηµα 

συγκεντρώσεως 5x106 κυττάρων τοποθετούνταν σε σωληνάρια βαθιάς 

κατάψυξης, και προστίθονταν στάγδην υπό συνεχή ανάδευση σε αναλογία 1:1 το 
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κατάλληλο για κατάψυξη υλικό (Cell Freezing Medium, Sigma). Ενώ η κατάψυξη 

των κυττάρων πραγµατοποιούνταν σταδιακά ώστε να εξασφαλιστεί η 

ακεραιότητά τους, η απόψυξη τους ήταν γρήγορη κι άµεση. Τα κατεψυγµένα 

σωληνάρια µε τα κύτταρα, θερµαίνονταν στους 37οC και άµεσα διαλύονταν σε 

θρεπτικό υλικό καλλιέργειας ιδίας θερµοκρασίας. Ακολουθούσε  φυγοκέντρηση 

στις 1900 στροφές ανά λεπτό για 5 λεπτά και επανακαλλιέργεια όπως 

παραπάνω. 

 

 

2.1.2 Κυτταρική σειρά THP-1 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό RPMI (Gibco) 

εµπλουτισµένο µε 10% FCS και 1% Penicillin/Streptomycin. Tο πρωτόκολλο 

ανάπτυξης και συντήρησης τους, είναι όµοιο µε αυτό της ενδοθηλιακής σειράς 

ΕΑhy926.   

Τα ΤΗΡ-1 διαφοροποιούνταν σε µακροφάγα κατόπιν έκθεσής στους σε 10-

9Μ PMA, 24 ώρες πριν την εκτέλεση του πειράµατος. Το µοντέλο 

συγκαλλιέργειας διαφοροποιηµένων THP-1 και EAhy926 κυττάρων, 

πραγµατοποιήθηκε σε ειδικά 6-well πιάτα πολυεστέρα (TranswellTM, Permeable 

Supports, Corning), όπου στο άνω διαµέρισµα βρίσκονταν τα διαφοροποιηµένα 

THP-1 και στο κάτω διαµέρισµα τα EAhy926 κύτταρα. Τα δύο διαµερίσµατα 

επικοινωνούν µεταξύ τους, καθώς η άνω επιφάνεια φέρει πόρους 0,4µm που 

επιτρέπει τη διέλευση διαλυτών µορίων αλλά όχι κυτταρικών πληθυσµών (εικόνα 

18α και 18β).  

 

     

Εικόνα 18α: 6-well πιάτα πολυεστέρα (TranswellTM, Permeable Supports, Corning) µε 

υποδοχές συγκαλλιέργειας.  
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Εικόνα 18β: Σχηµατική περιγραφή συσκευής συγκαλλιέργειας κυττάρων.  

 

 

2.2 Μέθοδος προσδιορισµού συγκέντρωσης πρωτεϊνών (Bradford) 

Υλικά- Συσκευές 

Αλβουµίνη ορρού βοός (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma USA) 

∆ιάλυµα χρωστικής Coomassie Brilliant blue G-250 : Bio-Rad Protein Assay 

Reagent (Bio-Rad Life Technologies) 

Κυψελίδες 1,5ml (Brand) 

Φωτόµετρο ορατού -UV (Perkin-Elmer, UV-VIS Lambda 20 Spectrometer) 

 

Μέθοδος 

 H µέθοδος Bradford βασίζεται στην αντίδραση της χρωστικής Coomassie 

Brilliant blue G-250 µε τις πρωτονιωµένες αµινοµάδες των αµινοξέων της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας των πρωτεϊνών. Η ελεύθερη µορφή της χρωστικής έχει 

κόκκινο χρώµα ενώ µετά τη σύνδεσή της µε την πρωτεΐνη, το χρώµα 

µετατρέπεται σε κυανό. Η ένταση του χρώµατος µετριέται φωτοµετρικά στα 595 

nm. Το σύµπλοκο της χρωστικής µε την πρωτεΐνη έχει υψηλό συντελεστή 

απορροφήσεως, παρέχοντας κατ΄ αυτόν τον τρόπο µεγάλη ευαισθησία στη 

µέθοδο. Η σύνδεση της χρωστικής µε την πρωτεΐνη γίνεται γρήγορα (2 λεπτά) και 

µπορεί να µετρηθεί σε χρονικό διάστηµα 1 ώρας. Η ποσοτική εκτίµηση των 

πρωτεϊνών κάθε δείγµατος γίνεται µε τη χρήση πρότυπης καµπύλης, η οποία 

κατασκευάζεται από την ταυτόχρονη µέτρηση δειγµάτων γνωστών 

συγκεντρώσεων BSA. Το διάλυµα που χρησιµοποιείται για την παρασκευή των 

Ένθετο 
συγκαλλιέργειας 

Στρώµα κυττάρων 

∆ιαπερατή µεµβράνη 

Άνω καλλιεργητικός 
θάλαµος 

Κάτω καλλιεργητικός 
θάλαµος 
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διαλυµάτων BSA είναι το ίδιο µε το διάλυµα, στο οποίο βρίσκονται διαλυµένα τα 

υπό εξέταση δείγµατα.  Σε πλαστική κυψελίδα 1ml  µεταφέρονται 10µl άγνωστο 

δείγµα και προστίθενται 990µl του διαλύµατος χρωστικής. Ακολουθεί ανάδευση 

του µείγµατος και µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (O.D.) σε µήκος κύµατος 

595nm σε φωτόµετρο. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης των άγνωστων δειγµάτων 

υπολογίζεται βάσει της πρότυπης καµπύλης και εκφράζονται σε µονάδες µg/ml. 

Οι µετρήσεις γίνονται εις τριπλούν. 

Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν µε υποτονικό διάλυµα Tris-HCl pH 7,5, 

παρουσία του αναστολέα πρωτεασών PMSF.  

 

 

 2.3 Προσδιορισµός της δραστικότητας της καταλάσης ορού 

Με τη συγκεκριµένη µέθοδο µετρήθηκε η δραστικότητα της καταλάσης 

στον ορό και είναι βασισµένη στη µέθοδο των Aebi και συν. ( 1984) [322]. 

Η καταλάση ως γνωστό καταλύει την αντίδραση:    2Η2Ο2 →   2Η2Ο + Ο2                                                                        

Σε 20 µL κυτταρικού λύµατος προστέθηκαν 2,975 ml 67mM ρυθµιστικού 

διαλύµατος φωσφορικού νατρίου, pH 7,4 και το διάλυµα επωάσθηκε για 10 min 

στους 370C έτσι ώστε το ένζυµο να αποκτήσει τη µέγιστη δραστικότητα. Έπειτα 

προστέθηκαν 5µL 30% H2O2 (τελική συγκέντρωση 15mM) και κατόπιν γρήγορης 

ανάδευσης έγινε φωτοµέτρηση για 3sec στα 240nm σε κυψελίδα χαλαζία οπότε 

υπολογίστηκε ο ρυθµός διάσπασης του υπεροξειδίου του υδρογόνου. Στο 

διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε ως τυφλό ο ορός αντικαταστάθηκε από 

ρυθµιστικό διάλυµα. Όλες οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν εις τριπλούν. 

Η δραστικότητα της καταλάσης υπολογίσθηκε ως εξής: 

 

∆ραστικότητα = 
204,62

103. 6

×

××∆ DO
µmoles/min/ml 
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2.4 Ποσοτικός προσδιορισµός της GSH  

Στο συγκεκριµένο προσδιορισµό εφαρµόσθηκε η µέθοδος των Reddy Y.N. 

και συν. (2004) [323]. 

Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης αποµακρύνει το H2O2 προς σχηµατισµό H2O  

µε την οξείδωση της ανηγµένης GSH σύµφωνα µε την αντίδραση:    

H2O2 + 2 GSH  →  GSSG +2H2O 

Στη συνέχεια, η οξειδωµένη GSSG επανέρχεται στην ανηγµένη µορφή της 

χρησιµοποιώντας την αναγωγική ισχύ του NADPH και το ένζυµο ρεδουκτάση της 

γλουταθειόνης:     

GSSG + NADPH +H+ →  2GSH + NADP+ (Halliwell et al., 1998) 

Η ελεύθερη οµάδα –SH µπορεί να αντιδράσει µε το DTNB όπως φαίνεται στην 

εικόνα 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σε 10 µL κυτταρικού λύµατος προστέθηκαν 660 µL 67 mM ρυθµιστικού 

διαλύµατος φωσφορικών νατρίου και καλίου, pH 7,95 και 330 µL διαλύµατος 

DTNB (39,6 mg DTNB σε 100ml 1% κιτρικού νατρίου). Κατόπιν ανάδευσης τα 

διαλύµατα επωάσθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου και απουσία φωτός για 30 

min. Η µέτρηση της απορρόφησης έγινε στα 412 nm. Στο τυφλό προστέθηκαν 10 

µL dH2O αντί για κυτταρικό λύµα. Η µέτρηση της απορρόφησης έγινε εις 

τριπλούν για κάθε δείγµα. 

Εικόνα 19 : Αντίδραση παραγωγής έγχρωµου προϊόντος από το DTNB.   
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Η επεξεργασία των αποτελεσµάτων βασίζεται στο άρθρο των Khyrian και συν. 

(2003) [324] σύµφωνα µε το οποίο η σύνδεση GSH – DTNB δίνει έγχρωµο 

προϊόν µε συντελεστή απορρόφησης 13,6 mM-1 cm-1 (στοιχειοµετρική 

αντίδραση).  

 

 

 2.5 Προσδιορισµός της ολικής συγκέντρωσης GSSG και GSH. 

Σύµφωνα µε τους Shaik και συν. (2006) [325], η οξειδωµένη µορφή της 

γλουταθειόνης GSSG, µετατρέπεται στην ανηγµένη µορφή GSH κατόπιν 

επώασης των κυτταρικών λυµάτων µε  1mM NADH and 1Unit ρεδουκτάση της 

γλουταθειόνης (Sigma Aldrich) στους 370C σε 67mM ρυθµιστικό διάλυµα pH 

7,95. Η µέθοδος συνεχίστηκε όπως µε τον προσδιορισµό των επιπέδων της 

GSH.  

 

 

2.6 Προσδιορισµός των επιπέδων του NO 

 Η παραγωγή ΝΟ στα υπερκείµενα καλλιεργητικά υλικά, µετράται έµµεσα 

µέσω της µέτρησης των νιτρικών (ΝΟ3-) και νιτρωδών (ΝΟ2-) ανιόντων στα οποία 

πολύ εύκολα µετατρέπεται η ρίζα του ΝΟ. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην 

ενζυµική µετατροπή του ΝΟ3-  σε ΝΟ2- από το ένζυµο νιτρική ρεδουκτάση 

(Sigma-Aldrich). Στη συνέχεια οι ρίζες ΝΟ2- που έχουν σχηµατιστεί µετατρέπονται 

σε ένα αζίδιο, προϊόν της αντίδρασης Griess, το οποίο απορροφά στα 540nm. 

 

 

 

H αντίδραση πραγµατοποιείται σε ELISA plates πολυστυρενίου των 96-

οπών. Προστίθενται 80µl υπερκείµενου καλλιεργητικού υλικού, 0,1U/ml νιτρικής 

ρεδουκτάσης και 0,1mΜ β-NADH. Παρουσία του ενζύµου νιτρκή ρεδουκτάση και 

του β-NADH, ανάγονται οι ΝΟ3-  σε ΝΟ2-. Έπειτα προστίθενται 100µl/well 
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αντιδραστηρίου Griess (Sigma-Aldrich) και πραγµατοποιείται η τελευταία 

αντίδραση που προσδίδει το χρώµα. Μετράται σε φωτόµετρο τύπου ELISA στα 

540nm. Η ευαισθησία της µεθόδου είναι 0,2 µM.  

Τα επίπεδα ΝΟ προσδιορίζονται σύµφωνα µε την εξίσωση που εξάγεται 

από την πρότυπη καµπύλη µε γνωστές συγκεντρώσεις ΝaNO3 200µΜ - 0,2µΜ. 

Όλες οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν εις τριπλούν.  

 

 

2.7 Προσδιορισµός της ενζυµικής δραστικότητας της ενδοθηλιακής 

συνθετάσης του µονοξειδίου του αζώτου (eNOS)  

Το πρωτόκολλο της µεθόδου βασίζεται στη µεθοδολογία των Knowles RG 

και συν., Stuehr DJ και συν.  και Pollock JS και συν. [326-328].  

Η κατάλυτική δραστικότητα της eNOS προσδιορίστηκε µέσω της µετατροπής της 

L-[3H]arginine σε L-[3H] citrulline σύµφωνα µε την αντίδραση: 

 

 

 

Η συγκεκριµένη αντίδραση περιλαµβάνει µια οξείδωση 5 ηλεκτρονίων της 

γουανιδινο-νιτρικής οµάδας της L-arginine  σε ΝΟ, ταυτόχρονα µε τη 

στοιχειοµετρική παραγωγή L-citrulline. H αντίδραση καταναλώνει 1,5 ισοδύναµα 

ανηγµένου  NADPH και επίσης χρειάζεται µοριακό οξυγόνο, ασβέστιο, 

καλµοδουλίνη και τετραυδροβιοπτερίνη (ΒΗ4).  

Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε ρυθµιστικό διάλυµα 50mM Tris-HCl pH 

7,4, 6µΜ ΒΗ4, 2 µΜ FAD, 2 µΜ FAM όπου προστίθενται 25µg κυτταρικού 
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λύµατος και 1mM NADH, 0,6 mM  CaCl2, 1µCi/ml L-[3H]arginine και 0,1µΜ 

καλµοδουλίνη, σε τελική συγκέντρωση. 

Ακολουθεί επώαση στους 370C και απουσία φωτός για µία ώρα.  

Αφού ολοκληρωθεί η µετατροπή της L-[3H]arginine σε L-[3H] citrulline, η 

αντίδραση σταµατά µε προσθήκη ρυθµιστικού διαλύµατος 50 mM HEPES-EDTA 

pH 5,5.  

Τα δείγµατα µεταφέρονται σε ειδικά φυαλίδια πολυστυρενίου. Ακολουθεί 

προσθήκη ειδικού υγρού σπινθηρισµού και πραγµατοποιείται µέτρηση της 

κατανάλωσης του υποστρώµατος της eNOS L-[3H]arginine σε µετρητή 

σπινθηρισµού β-ακτινοβολίας (Wallac 1409). 

Ως δείγµατα ελέγχουν χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα χωρίς NADPH και Ca2+ .  

Η ευαισθησία και εγκυρότητα της µεθόδου ελέγχθηκε µέσω πρότυπης καµπύλης 

γνωστών συγκεντρώσεων eNOS 2-20 µΜ.  

 

2.8 Προσδιορισµός των επιπέδων των ROS στα κύτταρα 

Για την παρατήρηση του σχηµατισµού ελευθέρων ριζών οξυγόνου στο 

κύτταρο χρησιµοποιήθηκε ένας φθορίζον ανιχνευτής, η ακετυλιωµένη µορφή του 

εστέρα του  2',7' dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA-AM). Η 

συγκεκριµένη µορφή είναι ένα µεµβρανοσύνδετο µόριο που έχει την ικανότητα να 

διαπερνά την κυτταρική µεµβράνη. Μόλις µετατοπιστεί στο κυτταρόπλασµα, οι 

κυτταρικές εστεράσες µετατρέπουν την ένωση σε ένα µη φθορίζον µόριο, το 

H2DCFDA, το οποίο είναι ιονικής φύσης και κατά συνέπεια εγκλωβίζεται στο 

κύτταρο. Η οξείδωση του H2DCFDA από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου το 

µετατρέπει σε 2',7' dichlorodihydrofluorescein (DCF), το οποίο είναι ισχυρά 

φθορίζον (εικόνα 20). Κατά συνέπεια η ενδοκυττάρια αύξηση των ελευθέρων 

ριζών οξυγόνου, εκφράζεται από  ανάλογη αύξηση του σήµατος φθορισµού.  
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Εικόνα 20: Αρχή της µεθόδου µέτρησης των ενδοκυττάριων ROS. 

Ειδικώτερα, τα EAhy926 κύταρα επωάσθηκαν µε 10µM H2DCF-DA για 30 λεπτά 

στους 370C. Στη συνέχεια τα κύτταρα αποµακρύνθηκαν µε τρυψίνη και 

επαναιωρήθηκαν σε PBS (106cells/ml). Ο φθορισµός µετρήθηκε στα 520nm µε 

µήκος κύµατος εκποµπής στα 488nm, σε φθορισµόµετρο VersaFluorTM 

Fluorometer (Biorad), σε κυψελίδα χαλαζία.  

 

 

2.9 Στατιστική ανάλυση 

Το πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε για την στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσµάτων είναι το Graph Pad Instat Statistical package για Windows. Τα 

αποτελέσµατα είναι προϊόν πέντε ανεξάρτητων πειραµάτων για κάθε παράµετρο 

που µελετήθηκε και εκφράζονται ως µέσος όρος (mean) ± τυπική απόκλιση 

(standard deviation). Σε κάθε πείραµα, η παρατήρηση έγινε εις τριπλούν. Για την 

στατιστική αξιολόγηση των αποτελεσµάτων εφαρµόσθηκε η δοκιµασία ΑΝΟVA 

και η διόρθωση έγινε µε Bonferroni post-test. Η στατιστική σηµαντικότητα 

επιλέχθηκε για τιµές του  p<0.05. 

 

Φθορίζον 

Μη φθορίζον 

Κυτταρική µεµβράνη 

∆ραστικότητα εστεράσης 
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2.10 Αποµόνωση RNA από κυτταρικά εκχυλίσµατα  

 

Υλικά και συσκευές  

Trizol (Τri reagentTM, Sigma)  

Χλωροφόρµιο (Sigma)  

Ισοπροπανόλη, Αιθανόλη (Merck)  

 

Μέθοδος  

Στο τέλος των πειραµάτων τα κύτταρα συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν 

σε 1.500 στροφές ανά λεπτό, για 10 λεπτά. Ξεπλύθηκαν µε PBS και κατόπιν 

διαλύθηκανσε 1 ml Τrizol (ανά 5-10 εκατοµµύρια κύτταρα) που περιείχε µίγµα 

θειοκυανιούχου γουανιδίνης και φαινόλης. Αφέθηκαν για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Έπειτα προστέθηκαν 200 µl χλωροφόρµιο. Μετά από ισχυρή 

ανάδευση (15sec), το διάλυµα αφέθηκε σε ηρεµία για 15 λεπτά. Ο διαχωρισµός 

των φάσεων ολοκληρώθηκε µε φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές ανά λεπτό 

για 15 λεπτά. H φυγοκέντρηση διαχωρίζει το µίγµα σε 3 φάσεις: Στην οργανική 

φάση (κόκκινου χρώµατος) που περιέχει τις πρωτεΐνες, στην µεσόφαση που 

περιέχει το DNA και στην υδατική φάση (άχρωµη) που περιέχει το RNA. Για την 

κατακρήµνιση του RNA, η υδατική φάση, η οποία µεταφέρθηκε σε νέο 

σωληνάριο, επωάστηκε µε 500µl ισοπροπανόλης για 5- 10 λεπτά και κατόπιν 

φυγοκεντρήθηκε στις 12.000 στροφές ανά λεπτό για 10 λεπτά.To RNA 

εκπλύθηκε κατόπιν µε 1ml αιθανόλης 75%, αφέθηκε να στεγνώσει και 

επαναδιαλύθηκε σε 50µl Η2Ο. Για καλύτερη διάλυση θερµανθηκε για 5 λεπτά 

στους 65οC. Για την εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του RNA 

µετρήθηκαν οι απορροφήσεις στα 260 nm και στα 280 nm, όπου απορροφούν 

αντίστοιχα το RNA και το DNA. Ο λόγος των δύο απορροφήσεων δίνει την 

καθαρότητα του RNA, ενώ η ποσότητα υπολογίζεται βάση της απορρόφησης στα 

260nm (τιµή απορρόφησης 1nm αντιστοιχεί σε 40µgr/ml RNA). Τα δείγµατα του 

RNA φυλάχθηκαν στους –80oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 
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2.11 Μέθοδος εκλεκτικής ενίσχυσης του RNA µε χρήση ειδικής 

πολυµεράσης (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, R T-PCR)  

 

Υλικά και συσκευές  

Thermoscript RT kit (Invitrogen) το οποίο περιέχει: 

Tυχαία εξαµερή: random hexamers  

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα (DEPC-H20) 

Ρυθµιστικό διάλυµα για cDΝΑ: 5Χ ΡCR buffer  

Μείγµα ολιγονουκλεοτιδίων: dΝΤΡ mix 10 mΜ  

∆ιθειοθρειτόλη: DTΤ, 0.1 Μ  

∆ιάλυµα αναστολέων RΝασών: RNaseOUT, 40 U/µL  

Ένζυµο αντίστροφης µεταγραφάσης: Τhermoscript RΤ  

 

Platinum Taq DNA polymerase kit (Invitrogen) το οποίο περιέχει: 

Ρυθµιστικό διάλυµα σύνθεσης cDΝΑ: 10Χ ΡCR buffer 25mM MgCl2  

Νερό κατεργασµένο µε διαιθυλπυροκαρβονικό εστέρα  

Ένζυµο πολυµεράσης: Platinum Τaq DΝΑ ροlymerase, 5 u/µl  

 

∆είκτης γνωστού µοριακού βάρους (Invitrogen)  

Συσκευή PCR: θερµικός κυκλοποιητής (Τhermal cycler): DNA engine (Biorad) 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης 

Αγαρόζη (Sigma) 

Βρωµιούχο αιθίδιο (Sigma) 

ΤΑΕ διάλυµα: Τris 10 nΜ, EDΤΑ 10 nΜ, οξικό Ca 5 nΜ, NaCl 10 nΜ 

Loading Dye (Invitrogen) 

 

Εκκινητές (primers):  

CRHR1 (313bp) 

Sense: 5’-GCCCTGCCCTGCCTTTTTCTA-3’ 

Antisense :5’- GCTCATTGTTAGCTGGACCA – 3’ 

 

CRHR2 (191bp) 

Sense: 5’- TGCTCAAACTACCTGGGCCAC-3’ 

Antisense: 5’- GTCATTAGGATCCTGACGATG-3’ 
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Οι εκκινητές ελέγχθηκαν για πιθανές οµολογίες µε άλλες θέσεις στο 

γονιδίωµα χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα BLAST του NCBI. Βρέθηκε ότι σε 

καµία περίπτωση δεν υπήρχε οµολογία µε άλλες αλληλουχίες και ότι ανάµεσα σε 

κάθε ζεύγος εκκινητών βρίσκεται εξόνιο και εποµένως ενισχύεται επιλεκτικά το 

cDNA και όχι το γενοµικό DNA.  

 

Μέθοδος  

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης ανάστροφης µεταγραφής (RT-

PCR) είναι µία in vitro µέθοδος για τoν προσδιορισµό του mRNA στα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα. Η µέθοδος χωρίζεται σε δύο µέρη: Στην µετατροπή του mRNA σε 

συµπληρωµατικό DNΑ (cDNA) (αντίδραση RT) και στην ενίσχυση-σύνθεση 

µεγάλης ποσότητας του γονιδίου που µας ενδιαφέρει από το cDNA (αντίδραση 

PCR). 

 

Αντίδραση RT 

Αρχικά προετοιµάσθηκε ένα µείγµα αντίδρασης που περιλάµβανε: 1 µg 

ολικού RΝΑ, 1µl εκκινητή (τα τυχαία εξαµερή στην συγκεκριµένη περίπτωση) και 

DEPC-Η2O σε ποσότητα τέτοια ώστε ο τελικός όγκος του µείγµατος να είναι 10 

µl. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε αποδιάταξη του RΝΑ και του εκκινητή µε την 

επώαση του µείγµατος για 5 λεπτά στους 65°C και ψύξη στη συνέχεια µε ψύξη 

στους 4°C. Με τη διαδικασία αυτή καταστρέφονται τυχόν συσσωµατώµατα ή 

δευτεροταγείς δοµές που θα µπορούσαν να εµποδίσουν την έναρξη 

σχηµατισµού του cDΝΑ. Κατόπιν προετοιµάσθηκε το κύριο µείγµα της 

αντίδρασης. Για κάθε δείγµα χρειάστηκαν 4 µl cDΝΑ buffer (5x), 1 µl DΤΤ, 1 µl 

RΝΑse ΟUΤ, 1 µl DEPC-H2O, 2µl dNTPs και 1µl ενζύµου Τhermoscript. Το 

παραπάνω µείγµα προστέθηκε στο αρχικό και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 

επώαση του δείγµατος για 60 min στους 50°C, οπότε υβριδοποιήθηκε ο 

εκκινητής και έδρασε η αντίστροφη µεταγραφάση.  

Η αντίδραση τερµατίστηκε µε επώαση του δείγµατος για 5 min στους 85°C όποτε 

και αποδιατάχθηκαν τα υβρίδια και απενεργοποιήθηκε η αντίστροφη 

µεταγραφάση. Το cDΝΑ είτε χρησιµοποιήθηκε αµέσως στην αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (ΡCR) είτε φυλάχθηκε στους -20°C. 
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2.12 Αντίδραση PCR 

O πολλαπλασιασµός ενός συγκεκριµένου τµήµατος του τµήµατος του 

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

Η αντίδραση ΡCR εκµεταλλεύεται ορισµένα χαρακτηριστικά του in vivo 

µηχανισµού αντιγραφής του µε σκοπό την in vitro ενίσχυση της  επιλεγµένης 

αλληλουχίας DΝΑ. Η DΝΑ-πολυµεράση χρησιµοποιεί µονόκλωνο µόριο DΝΑ ως 

εκµαγείο για τη σύνθεση ενός νέου συµπληρωµατικού κλώνου. Τα µονόκλωνα 

µόρια µπορούν να παραχθούν από δίκλωνα µόρια DΝΑ όταν αυτά θερµανθούν 

σε υψηλές θερµοκρασίες, οπότε και αποχωρίζονται. Η DΝΑ-πολυµεράση απαιτεί 

επίσης την παρουσία ενός µικρού τµήµατος δίκλωνου DΝΑ για την έναρξη της 

σύνθεσης. Έτσι το σηµείο έναρξης της σύνθεσης µπορεί να καθοριστεί µε τη 

χρήση ενός ολιγονουκλεοτιδικού µορίου, του εκκινητή, που συνδέεται µε τη 

µήτρα σε αυτό ακριβώς το σηµείο. Και οι δύο κλώνοι του DΝΑ µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως εκµαγεία για τη σύνθεση DΝΑ. Για κάθε αντίδραση PCR 

επιλέγονται εκκινητές παρακείµενοι της περιοχής που πρόκειται να ενισχυθεί. 

Κάθε επανάληψη της σύνθεσης νέου κλώνου αποτελεί έναν κύκλο ενίσχυσης, 

ενώ κάθε νεοσυντιθέµενος κλώνος αποτελεί εκµαγείο για τον επόµενο κύκλο 

ενίσχυσης. Το µείγµα της αντίδρασης θερµαίνεται ξανά για να αποχωριστούν 

παλιοί και νέοι κλώνοι του DΝΑ και επαναλαµβάνεται ο κύκλος υβριδοποίησης 

των εκκινητών, σύνθεσης DΝΑ και αποχωρισµού των κλώνων. Το cDNA που 

προέκυψε από την αντίδραση RT, επωάστηκε παρουσία των εκκινητών για το 

γονίδιο προς ενίχυση, µίγµατος dNTPs, διαλύµατος ΜgCl2, διαλύµατος ΡCR και 

πολυµεράσης σε αναλογία για κάθε δείγµα:  

 

2 µl 10X PCR BUFFER 

0,6 µl MgCl2 

0,4 µl dNTP mix 

0,4 µl sense primer 

0,4 µl antisense primer 

0,12 µl Platinum Taq Polumerase 

15,08 µl DEPC-treated water  

1 µl cDNA (από την RT-αντίδραση) 
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Η επώαση έγινε σε συσκευή ΡCR και η αντίδραση PCR περιλάµβανε 

διαδοχικά: α) αποδιάταξη του cDNA στους 96οC  για 5min β) πολυµερισµός και 

σύνθεση της αλληλουχίας DNA που καθορίζεται από τα primers παρουσία 

ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs) και της πολυµεράσης. Η παραπάνω διαδικασία 

επαναλήφθηκε 35 φορές, ούτως ώστε να δηµιουργηθούν πολλά αντίγραφα του 

γονιδίου. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR (real- time ή απλό PCR) για κάθε 

γονίδιο που χρησιµοποιήθηκε είναι: 

CRHR1  : 30s 94 °C, 30s 62 °C, 1min 72 °C (35 κύκλοι) 

CRHR2    :40s 94 °C, 50s 55 °C, 1min 72 °C (35 κύκλοι) 

γ) τελική αντίδραση πολυµερισµού, 10min 72οC. 

 

Το προϊόν της αντίδρασης PCR διαχωρίστηκε και ταυτοποιήθηκε µετά 

από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 12µl από το προϊόν της PCR 

αντίδρασης αναµίχθηκε µε το διάλυµα φόρτωσης (Loading Dye) και φορτώθηκε 

σε 2.5% πηκτή αγαρόζης στην οποία είχε προστεθεί βρωµιούχο αιθίδιο. Το 

βρωµιούχο αιθίδιο δεσµεύεται και χρωµατίζει το DNA, το οποίο ανιχνεύεται µε 

συσκευή υπεριώδους φωτός. Η συσκευή συνδέεται µε τροφοδοτικό, εφαρµόζεται 

σταθερή τάση και αφήνεται να διαχωριστεί το DNA.  Ο διαχωρισµός 

πραγµατοποιείται ανάλογα µε το µοριακό βάρος. Ο υπολογισµός του µοριακού 

βάρους των ενισχυµένων τµηµάτων DNA έγινε µε τη χρήση δεικτών γνωστού 

µοριακού βάρους που έτρεξαν παράλληλα µε τα άγνωστα δείγµατα. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1. Έλεγχος έκφρασης των CRH υποδοχέων στην ενδοθηλιακή κυτταρική 

σειρά EAhy926. 

 

Αρχικά αναζητήθηκε η παρουσία των CRH υποδοχέων (CRΗR1 και CRHR2) στα  

κύτταρα της ενδοθηλιακής κυτταρικής σειράς EAhy926. Οπως φαίνεται στην 

κάτωθι φωτογραφία 1, τα κύτταρα της εν λόγω σειράς εκφράζουν τους υποδοχείς 

CRHR1 και CRHR2,   

 

 

 

  (A)            (B) 

 

 

 

Φωτογραφία 1: Έκφραση των CRH υποδοχέων στην ενδοθηλιακή κυτταρική 

σειρά.  

Με τη µέθοδο της RT-PCR βρέθηκε ότι τα κύτταρα της σειράς ΕΑhy926, εκφράζουν τους 

υποδοχείς CRHR1 και CRHR2. Η ενισχυµένη γονιδιακή  περιοχή του CRHR1 

παρατηρείται στις 313 bp (A) και του CRHR2 στις 191 bp (B). Η ένδειξη ΝΟ RT, 

αναφέρεται στο δείγµα ελέγχου όπου δεν έχει πραγµατοποιηθεί η αντίστροφη 

µεταγραφή και χρησιµοποιείται για να αποκλειστεί η περίπτωση επιµόλυνσης των 

αρχικών δειγµάτων RNA µε DNA. 

CRHR1    NO RT    100bp Ladder 100bp Ladder     NO RT       CRHR2 
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3.2 Α. Μελέτη της επίδρασης της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα και του 

ρόλου των CRH υποδοχέων CRH 

 

i) Επίδραση της CRH στην έκλυση NO 

Είναι αποδεκτό πως το ενδοθήλιο ρυθµίζει τη βιοδιαθεσιµότητα του NO 

επηρεαζόµενο από διάφορους παράγοντες. Επιπλέον, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

συνθέτουν και εκκρίνουν CRH, οπότε εικάζεται ότι το συγκεκριµένο πεπτίδιο 

ρυθµίζει την ενδοθηλιακή οµοιοστασία µε αυτοκρινικό και παρακρινικό τρόπο 

[11]. Για αυτό το λόγο µελετήθηκε στην κυτταρική σειρά EAhy926 η χρονο- και 

δοσο-εξαρτώµενη δράση της CRH στην απελευθέρωση NO στο υπερκείµενο 

καλλιεργητικό υλικό. Λαµβάνοντας υπόψη ότι στο ανθρώπινο πλάσµα η 

συγκέντρωση της CRH κυµαίνεται µεταξύ 10-6Μ και 10-11Μ [303], επιλέχθηκαν οι 

συγκεντρώσεις 10-9 Μ, 10-8 Μ και 10-7 Μ σε διάφορα χρονικά διαστήµατα 

επώασης (1 ώρα, 2 ώρες και 6 ώρες). 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 1, η CRH ανέστειλε σηµαντικά την έκλυση NO, 

συγκριτικά µε το δείγµα ελέγχου, µε χρονο- και δοσο- εξαρτώµενο τρόπο 

(p<0,001). Η µέγιστη αναστολή έκλυσης NO παρατηρήθηκε στις 6 ώρες έκθεσης 

στην CRH. 

 Έχοντας ως απώτερο στόχο την εκτίµηση της βραχυπρόθεσµης δράσης της 

CRH, επιλέχθηκαν  οι 2 ώρες ως πειραµατικός χρόνος δράσης του πεπτιδίου  και 

η συγκέντρωση 10-7Μ. Στη συγκεκριµένη συγκέντρωση παρατηρήθηκε η µέγιστη 

δράση της CRH (αναστολή έκλυσης NO κατά 34% στη συγκέντρωση 10-7M 

συγκριτικά µε τις συγκεντρώσεις 10-9Μ, 15,3% και 10-8Μ, 27%). 
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Εικόνα 1 

Χρονο- και δοσο-εξαρτώµενη επίδραση της CRH στην έκλυση του NO 

Κατόπιν 24ωρης παραµονής των ενδοθηλιακών κυττάρων της σειράς EAhy926 σε 

καλλιεργητικό µέσο, άνευ ορού βοός, τα κύτταρα επωάσθηκαν µε CRH σε 

συγκεντρώσεις 10-9M, 10-8M and 10-7M για 1, 2 και 6 ώρες. Τα υπερκείµενα 

καλλιεργητικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ΝΟ, όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, ως προς το control).  
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ii)   Ο ρόλος των υποδοχέων CRHR1 και CRHR2 στη ρύθµιση της έκλυσης 

NO 

Για την εκτίµηση του ρόλου των υποδοχέων CRHR1 και CRHR2 στην αναστολή 

του εκλυόµενου NO, χρησιµοποιήθηκαν εκλεκτικοί ανταγωνιστές για κάθε 

υποδοχέα. Χρησιµοποιήθηκαν η  antalarmin και η astressin-2B, σε τελική 

συγκέντρωση 10-6Μ, για την εκλεκτική αναστολή του CRHR1 και CRHR2 

αντίστοιχα. Παρατηρήθηκε ότι η ανασταλτική δράση της CRH στην έκλυση του 

NO εξουδετερώθηκε πλήρως όταν προστέθηκαν, χωριστά ή µαζί, οι εκλεκτικοί 

ανταγωνιστές των CRH υποδοχέων  (εικόνα 2). Τα δεδοµένα υποδηλώνουν πως 

και οι δύο υποδοχείς της CRH, συµµετέχουν στην άσκηση της ανασταλτική της 

δράσης στην παραγωγή NO από το ενδοθήλιο. 
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Εικόνα 2 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των  υποδοχέων της στην 

έκλυση NO απο τα ενδοθηλιακά κύτταρα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (δείγµα ελέγχου), ή σε DMEM  που περιείχε CRH 

(10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα 

υπερκείµενα επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του ΝΟ, 

όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».              ( ***, p<0.001 ως προς το 

control). 
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 iii) Η επίδραση της CRH και ο ρόλος των CRH υποδοχέων στη ρύθµιση 

της δραστικότητας της eNOS.  

Μετά 2 ώρες επώαση των ενδοθηλιακών κυττάρων, παρουσία CRH σε 

συγκέντρωση 10-7M, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική (p<0,001) µείωση της 

δραστικότητας της eNOS (50% συγκριτικά µε το δείγµα ελέγχου) (εικόνα 3). Η 

δράση αυτή απαλείφθηκε µετά την προσθήκη των ειδικών CRHR1 και CRHR2 

αναστολέων σε συγκέντρωση 10-6Μ, που είχε ως αποτέλεσµα την επαναφορά 

των επιπέδων του ΝΟ σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα του δείγµατος 

ελέγχουΤα συγκεκριµένα δεδοµένα δείχνουν ότι στα ενδοθηλιακά κύτταρα, η 

CRH ασκεί ανασταλτική επίδραση στη δραστικότητα της eNOS µέσω της οποίας 

ερµηνεύεται, κατά ένα µέρος τουλάχιστον, η ελάττωση του παραγόµενου ΝΟ. Η 

επίδραση αυτή  διαµεσολαβείται  από αµφοτέρους τους CRH υποδοχείς.  
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Εικόνα 3 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της eNOS 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (δείγµα ελέγχου), ή σε DMEM  που περιείχε CRH 

(10-7M) απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι. ( ***, p<0,001, ως προς το control).  
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iv) Η επίδραση της CRH και ο ρόλος των CRH υποδοχέων στα επίπεδα 

των ROS 

Το NO που παράγεται από το ενδοθήλιο έχει αναγνωρισθεί ότι ενεργεί ως 

αντιφλεγµονώδης παράγοντας µέσω της εξουδετέρωσης των ROS και κατ’ 

επέκταση της προώθησης της φλεγµονώδους αντίδρασης. Με δεδοµένη την 

παρατήρηση µας σχετικά µε την ιδιότητα  της  CRH να  εµπλέκεται στην 

παραγωγή του NO, είναι λογικό να εικάσουµε ότι συµµετέχει και στη διαδικασία 

ρύθµισης του οξειδωτικού φορτίου στο ενδοθήλιο. Από την σε εµάς γνωστή 

βιβλιογραφία δεν υπάρχουν δεδοµένα ως προς την συµµετοχή της CRH στην 

διαµόρφωση του οξειδωτικού φορτίου των κυττάρων. Για την διερεύνηση αυτού 

του ενδεχόµενου  µετρήθηκε το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο (ROS) στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, όπως περιγράφεται στη µεθοδολογία.  

Οπως φαίνεται στην εικόνα 4, η CRH  προκάλεσε  σηµαντική αύξηση των 

ενδοκυττάριων επιπέδων ROS σε σύγκριση µε το δείγµα ελέγχου (35% αύξηση, 

p<0,001). Η συγκεκριµενη δράση αναστάλθηκε παρουσία µόνης της antalarmin 

(p<0,001) και των δύο εκλεκτικών αναστολέων (p<0,001), αλλά όχι παρουσία 

µόνης της astressin-2B, υποδηλώνοντας ότι η δράση αυτή της CRH ασκείται 

µέσω  του CRHR1 υποδοχέα.  
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Εικόνα 4 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα ROS 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (δείγµα ελέγχου), ή σε DMEM  που περιείχε CRH 

(10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η πειραµατική διαδικασία όπως 

περιγράφεται. στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».        ( ***, p<0.001,  ως προς το control).  
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v) Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων στη δραστικότητα της καταλάσης 

Η αύξηση των επιπέδων των ROS κατόπιν δράσης της CRH µπορεί να είναι 

αποτέλεσµα της τροποποίησης των αντιοξειδωτικών ενζυµικών συστηµάτων, 

όπως η καταλάση και η γλουταθειόνη. Το ενδεχόµενο αυτό, µελετήθηκε στη 

συνέχεια µε τον προσδιορισµό της δραστικότητας της καταλάσης, στην κυτταρική 

ενδοθηλιακή σειρά, κατόπιν δράσης της CRH. Όπως φαίνεται στην εικόνα 5, η 

CRH αύξησε σηµαντικά τη δραστικότητα της καταλάσης, φθάνοντας ακόµα και σε 

επίπεδα 50% υψηλότερα απ’ότι τα αντίστοιχα του δείγµατος ελέγχου (p<0,001). 

Η παρουσία εκάστου από τους 2 εκλεκτικούς αναστολείς των CRH υποδοχέων ή 

και των δύο, ανέστειλε πλήρως τη διεγερτική δράση της CRH στη δραστικότητα 

της καταλάσης. Τα ευρήµατα µας δείχνουν ότι η δράση της CRH  στο σύστηµα 

της καταλάσης, στα EAhy926 ενδοθηλιακά  κύτταρα, ασκείται  µέσω και των δύο 

υποδοχέων.  
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Εικόνα 5 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της καταλάσης 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (δείγµα ελέγχου), ή σε DMEM  που περιείχε CRH 

(10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε 

όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».                    ( ***, p<0.001, ως προς 

το control). 
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vi) Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των υποδοχέων 

της στα επίπεδα GSH και στο λόγο GSH/GSH+GSSG 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των υποδοχέων της, στη 

δραστικότητα της υπεροξειδάσης και της αναγωγάσης της γλουταθειόνης 

εκτιµήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα έµµεσα µε τον προσδιορισµό  των 

επιπέδων της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG. Παρατηρήθηκε ότι, 

συγκριτικά µε το δείγµα ελέγχου, η CRH µείωσε τα επίπεδα GSH αλλά όχι 

στατιστικά σηµαντικά (p<0,062) (εικόνα 6Α). Παρόµοια, ο λόγος 

GSH/GSH+GSSG δεν επηρεάστηκε από την παρουσία της CRH (εικόνα 6Β).  
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Εικόνα 6 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων  α) 

στα επίπεδα GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (δείγµα ελέγχου, ∆.Ε), ή σε DMEM  που περιείχε 

CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση της GSH και ο 

λόγος  GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».  
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Β. Μελέτη της δράσης της CRH κατόπιν προ-έκθεσης των κυττάρων σε 

TNF-α.  

Ο TNF-α είναι γνωστός παράγοντας που προκαλεί αύξηση των ROS στο 

ενδοθήλιο και συµβάλλει στην ενδοθηλιακή δυσλειτουργία [304-308]. Σύµφωνα 

µε υπάρχοντα δεδοµένα ο TNF-α ελαττώνει το εκλυόµενο NO σε αρτηρίες 

περιτοναίου, σε συγκέντρωση 1nΜ [271, 272], ενώ δεν επηρεάζει την έκλυση του 

σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις  [273]. 

Για αυτό το λόγο χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 20 ng/ml, ώστε να µελετηθεί 

η δράση της CRH σε µια κατάσταση του ενδοθηλίου όπου υπάρχει ήδη αυξηµένο 

οξειδωτικό ενδοκυτταρικό φορτίο, όπως τεκµηριώθηκε στη µελέτη µας 

(περιγράφεται κατωτέρω). 

 

i) Επίδραση στα επίπεδα του εκλυόµενου NO 

Στο συγκεκριµένο πείραµα, ο TNF-α, σε συγκέντρωση 20 ng/ml, ελάττωσε 

σηµαντικά  (p<0,05) τα επίπεδα του NO, σε σύγκριση µε το control. Αντίθετα, η 

CRH, προκάλεσε σηµαντική αύξηση του εκλυόµενου NO (p<0,001) από τα 

ενεργοποιηµένα από τον TNF-α ενδοθηλιακά κύτταρα (εικόνα 7). Η δράση αυτή 

ακυρώθηκε µε την παρουσία ενός εκάστου ή και των δύο εκλεκτικών αναστολέων 

των CRHR1 και CRHR2 υποδοχέων, υποδηλώνοντας τη συµµετοχή και των δύο 

στην άσκηση της  δράσης της CRH σε µια ήδη επαγµένη κατάσταση οξειδωτικού 

στρες.  
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Εικόνα 7 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων  στην 

έκλυση NO, κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση σε DMEM, ή σε DMEM  που 

περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M). Ως δείγµα ελέγχου ελήφθη η κυτταρική σειρά υπό την επίδραση TNF-α µόνο, χωρίς 

τη δράση των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα 

υπερκείµενα επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του ΝΟ, 

όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, *, p<0,05, ως προς το 

δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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ii) Επίδραση στη δραστικότητα της eNOS 

Η επώαση των ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία του TNF-α προκάλεσε 

σηµαντική µείωση της δραστικότητας του ενζύµου που προσέγγισε το  70% 

(p<0,001) σε σύγκριση µε το control. Η προσθήκη CRH στα προεπωασθέντα µε 

TNF-α  κύτταρα, επανέφερε τη δραστικότητα της eNOS σε επίπεδα συγκρίσιµα 

µε εκείνα του control υποδηλώνοντας ανταγωνιστική δράση της CRH.  Είναι 

ενδιαφέρον ότι η παρουσία ενός εκάστου των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων συνοδεύτηκε από σηµαντική µείωση της ενζυµικής δραστικότητας  

σε σύγκριση µε το control, αλλά δεν έφτασε τα επίπεδα του δείγµατος ελέγχου. Η  

παρουσία στο υλικό επώασης και των δύο αναστολέων επέφερε µεγαλύτερη 

ελάττωση της δραστικότητας της eNOS (p<0,01). Τα αποτελέσµατα µας 

υποδηλώνουν ότι , η CRH ανταγωνίζεται την ανασταλτική επίδραση του TNF-α 

στη δραστικότητα της eNOS µε δράση που ασκείται µέσω και των δύο CRH 

υποδοχέων.  
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Εικόνα 8 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της eNOS, κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµα ελέγχου ελήφθη η κυτταρική σειρά υπό την επίδραση 

TNF-α µόνο, χωρίς τη δράση  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH 

υποδοχέων. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS 

προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, **, 

p<0.01, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)).  
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 iii)  Επίδραση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS. 

Οπως προαναφέρθηκε, ο TNF-α επάγει στο ενδοθήλιο ένα προ-οξειδωτικό 

προφίλ, γεγονός που επιβεβαιώθηκε στην παρούσα µελέτη όπου ο TNF-a 

προκάλεσε σηµατική αύξηση, κατά 100%, στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS 

(p<0,001) σε σύγκριση µε το control (εικόνα 9).  Αυτή η δράση του TNF-a 

εξουδετερώθηκε όταν στο επωαστικό υλικό προστέθηκε CRH η οποία επανέφερε 

το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα του control. 

Η ανασταλτική δράση της CRH στο ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο 

εξουδετερώθηκε µερικώς µε την παρουσία ενός εκάστου των εκλεκτικών 

αναστολέων των CRH υποδοχέων. Η παρουσία αµφοτέρων των εκλεκτικών 

αναστολών των CRH υποδοχέων ανέστειλε πλήρως την ανασταλτική δράση της 

CRH, στην προκαλούµενη από τον TNF-α αύξηση του οξειδωτικού φορτίου  στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα. Tα προεκτεθέντα ευρήµατα δείχνουν ότι στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα η CRH ασκεί ανταγωνιστική (ανασταλτική) δράση στην προκαλούµενη 

από τον TNF-α, αύξηση των ROS, ενεργώντας µέσω και των δύο υποδοχέων 

της.  
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Εικόνα 9 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS, κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα υπό την επίδραση 

TNF-α µόνο, χωρίς την επίδραση  των ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH 

υποδοχέων. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η 

πειραµατική διαδικασία όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».  ( ***, 

p<0.001, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)).  
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 iv)  Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης 

Με δεδοµένο ότι ο TNF-α ευνοεί το προοξειδωτικό κυτταρικό προφίλ, κρίθηκε 

απαραίτητη η µελέτη της δραστικότητας της καταλάσης, πρώτου αντιοξειδωτικού 

µηχανισµού που κινητοποιεί το κύτταρο σε περιπτώσεις υψηλού οξειδωτικού 

στρες. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που φαίνονται στην εικόνα 10, η 

προκαλούµενη από τον TNF-α αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων των ROS 

συνοδεύτηκε από αντίστοιχη σηµαντική αύξηση της δραστικότητας της 

καταλάσης, (p<0,001). Η CRH ανέστειλε την προκαλούµενη απο τον TNF-α 

αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης. Είναι ενδιαφέρον ότι η κατασταλτική 

δράση της CRH στη δραστικότητα της καταλάσης εξουδετερώθηκε όταν 

αποκλείστηκε ο CRHR1 υποδοχέας  µε antalarmin, όχι όµως όταν αποκλείστηκε 

ο CRHR2 υποδοχέας µε astressin-2B. Τα ευρήµατα αυτά δείχνουν ότι η CRH 

καταστέλλει τη δραστικότητα της καταλάσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα, στα οποία 

έχει αυξηθεί το οξειδωτικό φορτίο απο τον TNF-α, ενεργώντας µέσω του CRHR1 

υποδοχέα.    
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Εικόνα 10 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της καταλάσης, κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά επωάσθηκαν 

για 2 ώρες 20ng/ml  TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο επωαστικό 

υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε DMEM  που περιείχε CRH 

(10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την επίδραση TNF-α ή/και των 

ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν 

και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο τµήµα 

«υλικά και µέθοδοι». (***, p<0,001, ως προς το  δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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v)  Επίδραση στα επίπεδα GSH και στο λόγο GSH/GSH+GSSG 

Τα δεδοµένα για την επίδραση του TNF-α στα επίπεδα της GSH ποικίλουν, 

εξαρτώµενα σε σηµατικό βαθµό από τη συγκέντρωση του [274]. Στην προκειµένη 

περίπτωση, στη συγκέντρωση των 20ng/ml, ο TNF-α ελάττωσε σηµαντικά (κατά 

60%) τη συγκέντρωση της GSH (p<0,001) (εικόνα 11Α). Η προσθήκη της CRH 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα που προεκτέθηκαν στον TNF-α, συνοδεύτηκε από 

µερική σηµαντική ακύρωση της κατασταλτικής δράσης του δεύτερου στα επίπεδα 

της GSH (p<0,001).  

Παρόµοιες µεταβολές παρατηρήθηκαν επίσης στο λόγο GSH/GSH+GSSG 

(εικόνα 11Β), που έδειξε παρόµοια απόκριση των κυττάρων µε αυτή της GSH. 

Συγκεκριµένα, ο TNF-α ελάττωσε την τιµή του λόγου (p<0,001) και η CRH 

επανέφερε την τιµή του σε επίπεδα του control. Η δράση της CRH αναστάλθηκε 

από την antalarmin όχι όµως από την astressin-2B. Συµπερασµατικά, η CRH 

αναστέλλει την προκαλούµενη από τον TNF-α ελάττωση του λόγου 

GSH/GSH+GSSG ενεργώντας µέσω του CRHR1 υποδοχέα.  
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Εικόνα 11 

Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων α) 

στα επίπεδα της GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, κατόπιν προέκθεσης των 

κυττάρων  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµα ελέγχου χρησίµευσαν ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την 

επίδραση TNF-α ή/και  των ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, ως 

προς το δείγµα προέκθεσης σε TNF-α (∆.Ε)) 
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Γ. Μελέτη της δράσης της CRH παρουσία µακροφάγων 

Είναι γνωστό ότι  η παρουσία µακροφάγων πυροδοτεί στρεσογόνους 

µηχανισµούς στο ενδοθήλιο. Έχει βρεθεί ότι η έκκριση προφλεγµονωδών 

παραγόντων από τα µακροφάγα, κινητοποιεί τη µεταβίβαση προ-οξειδωτικών 

σηµάτων [277, 278].  

 

i)  Επίδραση  στα επίπεδα του εκλυόµενου NO. 

Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία [274, 275, 276], κατά τα πρώτα στάδια της 

φλεγµονής, τα µακροφάγα εκλύουν µεγάλα ποσά NO και επάγουν την 

αγγειοδιαστολή, µε στόχο την ελάττωση της ταχύτητας ροής του αίµατος (shear 

stress), η οποία ευνοεί την προσκόλλησή τους στο ενδοθήλιο.  Στη δική µας 

µελέτη, οι συγκεντρώσεις NO στα υπερκείµενα επωαστικά υλικά βρέθηκαν, όπως 

άλλωστε αναµενόταν, σηµαντικά υψηλότερες από τις αντίστοιχες των δειγµάτων 

χωρίς την παρουσία των µακροφάγων (Εικόνα 12). Τα  αυξηµένα επίπεδα του 

ΝΟ υπό την επίδραση των µακροφάγων, δεν µεταβλήθηκαν σηµαντικά υπό την 

επίδραση της CRH απουσία και παρουσία των εκλεκτικών αναστολέων των 

υποδοχέων της. 
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Εικόνα 12 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στην 

έκλυση NO, κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) ή µε µακροφάγα, χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και 

αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα υπερκείµενα επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και 

προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ΝΟ , όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( 

***, p<0.001 ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)).  
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 ii)  Επίδραση στην ενζυµική δραστικότητα της eNOS. 

Αν και τα εκλυθέντα επίπεδα NO δεν παρείχαν σαφή εικόνα για το ρόλο της 

CRH, η µελέτη της καταλυτικής δραστικότητας της eNOS έδειξε σαφέστερα 

αποτελέσµατα. Συγκεκριµένα, η παρουσία µακροφάγων προκάλεσε ελάττωση 

της δραστικότητας της eNOS κατά 50% (p<0,001), δράση που εξουδετέρωσε η 

CRH η οποία αύξησε σηµαντικά (p<0,01) τη λειτουργικότητα του ενζύµου των 

ενδοθηλιακών κυττάρων την οποία  επανέφερε σχεδόν στα επίπεδα ηρεµίας. Η 

δράση αυτή της CRH αναστάλθηκε µε την παρουσία των εκλεκτικών 

αναστολέων, antalarmin και astressin-2B, υποδηλώνοντας ότι ασκείται διαµεσου 

και των δύο υποδοχέων.  
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Εικόνα 13 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της eNOS, κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε 

µακροφάγα 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) ή µε µακροφάγα, χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και 

αγωνιστών των CRHR. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS 

προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, **, 

p<0,01, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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 iii)  Επίδραση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS.  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που φαίνονται στην εικόνα 14, η βραχυπρόθεσµη 

έκθεση των ενδοθηλιακών κυττάρων σε πληθυσµό µακροφάγων αύξησε 

σηµαντικά τα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS (p<0,001 συγκριτικά µε το 

control). Η δράση αυτή των µακροφάγων ανεστάλη υπό την επίδραση της CRH η 

οποία ελάττωσε σηµαντικά τα ROS (p<0,001 συγκριτικά µε το δείγµα ελέγχου) 

και τα επανέφερε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα του control. Αυτή η 

δράση της CRH, στην προκαλούµενη απο τα µακροφάγα αύξηση του 

οξειδωτικού φορτίου, φαίνεται ότι ασκείται διαµέσου και των δύο CRH 

υποδοχέων αφού η παρουσία ενός εκάστου ή και των δύο εκλεκτικών 

αναστολέων την εξουδετέρωσαν (εικόνα 14).  
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Εικόνα 14 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS, κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) ή µε µακροφάγα, χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και 

αγωνιστών των CRHR. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε 

η πειραµατική διαδικασία όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, 

p<0.001, ως προς το δείγµα επίδρασης των µακροφάγων  (∆.Ε)). 
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iv)  Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης.  

Η συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα αύξησε ελαφρά 

αλλά σηµαντικά  (p<0,05) τη δραστικότητα της καταλάσης σε σύγκριση µε το 

control (εικόνα 15). Η παρουσία CRH στο επωαστικό υλικό της συγκαλλιέργειας 

συνοδεύτηκε από περαιτέρω σηµαντική αύξηση (σχεδόν διπλασίασε) της 

δραστικότητας της καταλάσης (p<0,001). Η δράση αυτή αναστάλθηκε όταν 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκλεκτικοί αναστολείς των CRH υποδοχέων γεγονός που 

υποδηλώνει τη συµµετοχή και των δύο υποδοχέων στην προκαλούµενη απο την 

CRH αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης.  
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Εικόνα 15 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων στη 

δραστικότητα της καταλάσης, κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control)  ή µε µακροφάγα, χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών 

και αγωνιστών των CRHR. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της 

καταλάσης προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, 

p<0.001, *, p<0,05, ως προς το δείγµα επίδρασης των µακροφάγων (∆.Ε) ). 
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v)  Επίδραση στα επίπεδα της GSH και στο λόγο GSH/GSH+GSSG.  

Η συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα προκάλεσε 

σηµαντική ελάττωση των επιπέδων της GSH σε σύγκριση µε το control (p<0,001) 

(εικόνα 16). Το αποτέλεσµα αυτό ανταγωνίσθηκε η CRH η οποία επανέφερε την 

συγκέντρωση της  GSH σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα του control. Τη δράση 

αυτή της CRH ανέστειλε πλήρως ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR2 και 

µερικώς ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR1 υποδοχέα. Τα ανωτέρω ευρήµατα 

δείχνουν ότι στα ενδοθηλιακά κύτταρα τα υποία υφίστανται την επίδραση των 

µακροφάγων η CRH τείνει, ενεργώντας κυρίως µέσω του CRHR2 υποδοχέα, να 

διατηρήσει την GSH σε φυσιολογικά επίπεδα.  

Αντίστοιχα, ο λόγος GSH/GSH+GSSH ελαττώθηκε υπό την επίδραση των 

µακροφάγων, δράση που εξουδετερώθηκε από τη CRH, η οποία επανέφερε το 

λόγο σε επίπεδα συγκρίσηµα µε τα αντίστοιχα του control. H αναστολή της 

δράσης της CRH µετά τον εκλεκτικό αποκλεισµό των CRH υποδοχέων 

υποδηλώνει συµµετοχή και των δύο. 
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Εικόνα 16 

Η δράση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH υποδοχέων  α) στα 

επίπεδα GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε CRH (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) ή µε µακροφάγα, χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και 

αγωνιστών των CRHR. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η 

συγκέντρωση GSH και ο λόγος  GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα 

«υλικά και µέθοδοι». (**, p<0.01, *, p<0,05, ως προς το δείγµα επίδρασης των 

µακροφάγων, (∆.Ε)).  
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∆. Μελέτη της επίδρασης της CRH και του ρόλου των CRH υποδοχέων  στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων 

Η επίδραση των µακροφάγων στη διάρκεια, την ένταση και την εξέλιξη της 

φλεγµονής, είναι µείζονος σηµασίας. Αν και τα µακροφάγα θεωρούνταν, 

παλαιότερα, απλά αντιγονοπαρουσιαστικά φαγοκύτταρα που εκκρίνουν προ-

φλεγµονώδεις και αντιµικροβιακούς παράγοντες, σήµερα θεωρείται ότι έχουν ένα 

πιο σύνθετο ρόλο στην κυτταρική οµοιόσταση προάγοντας τη φλεγµονή και την 

απόπτωση. Για το λόγο αυτό επιλέξαµε να χρησιµοποιήσουµε στα πειράµατά 

µας  τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα τα οποία παρουσιάζουν Th1 φαινότυπο και 

για τον  πρόσθετο λόγο ότι αλλάζουν λειτουργικό, µορφολογικό και εκκριτικό 

προφίλ όταν ενεργοποιηθούν εκκρίνοντας προφλεγµονώδεις κυτοκίνες όπως IL-

1β, IL-6, TNF-α και πολλά πρωτεολυτικά ένζυµα, όπως οι µεταλλοπρωτεινάσες 

ΜΜΡ-1, -2, -7, -9 και -12, που αποδοµούν το κολλαγόνο, την ελαστίνη, την 

φιµπρονεκτίνη και άλλα στοιχεία του εξωκυττάριου χώρου. 

 

 

i)  Επίδραση στα επίπεδα του NO  

Η συγκαλλιέργεια  µακροφάγων, που ενεργοποιήθηκαν µε LPS και 

ενδοθηλιακών κυττάρων συνοδεύτηκε από σηµαντική αύξηση της παραγωγής 

του ΝΟ σε σύγκριση µε το control (p<0,001) η οποία  δεν επηρεάστηκε από την 

παρουσία της CRH µόνης ή σε συνδυασµό µε τους εκλεκτικούς αναστολείς των 

υποδοχέων της. (εικόνα 17). 
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Εικόνα 17 : Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων στην έκλυση NO, κατά τη συνκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων σε DMEM  που 

περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα, 

χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

υπερκείµενα επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα, όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, ως προς το δείγµα 

συgκαλλιέργειας ενδοθηλιακών κυττάρων και LPS-διεγερµένων µακροφάγων (∆.Ε)). 
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ii) Επίδραση στην ενζυµική δραστικότητα της eNOS.  

Κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS-διεγερµένα  

µακροφάγα παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της ενζυµικής δραστικότητας της 

eNOS, συγκριτικά µε το δείγµα χωρίς την επίδραση µακροφάγων (control) 

(p<0,001). Η προσθήκη CRH προκάλεσε σηµαντική αύξηση της δραστικότητας 

του ενζύµου, όπως φαίνεται στην εικόνα 18. Η διαδικασία µεσολαβείται από τον 

CRHR1 όσο και από τον CRHR2, καθώς ο εκλεκτικός αποκλεισµός των CRH 

υποδοχέων, µε την προσθήκη  antalarmin ή/και astressin-2B, ανέστειλε την 

περιγραφείσα δράση της CRH.   
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Εικόνα 18 : Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων στη δραστικότητα της eNOS, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων  µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.   

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα η 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων σε DMEM  που 

περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα, 

χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». Τα (***, p<0.001, *, p<0,05, ως προς το 

δείγµα συγκαλλιέργειας ενδοθηλιακών κυττάρων και LPS-διεγερµένων µακροφάγων 

(∆.Ε)).  
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iii) Επίδραση στα επίπεδα των ROS.  

Η συγκαλλιέργεια των ενεργοποιηµένων µακροφάγων µε τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα οδήγησε σε σηµαντική αύξηση του ενδοκυτταρικού οξειδωτικού φορτίου 

(p<0,001) (Εικόνα 19).   Η προσθήκη CRH στην συγκαλλιέργεια δεν είχε 

σηµαντική επίδραση στο ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο των ενδοθηλιακών 

κυττάρων ενώ αντίθετα, η εκλεκτική και συνδυαστική αναστολή των CRH 

υποδοχέων συνοδεύτηκε από σηµαντική µείωση των ROS (p<0,001 και 0,05 

αντίστοιχα) σε σύγκριση µε το δείγµα ελέγχου (∆.Ε) υποδηλώνοντας αναστολή 

δράσης ασκούµενης διαµέσου αµφοτέρων των υποδοχέων.   
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Εικόνα 19 : Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων  µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.   

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε 

CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως 

δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό 

επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα, χωρίς 

την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η πειραµατική διαδικασία όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, *, p<0,05, ως προς το 

δείγµα συγκαλλιέργειας ενδοθηλιακών κυττάρων και LPS-διεγερµένων µακροφάγων 

(∆.Ε)). 
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iv) Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης  

Υπό την επίδραση των ενεργοποιηµένων µακροφάγων, αυξήθηκε σηµαντικά η 

δραστικότητα της καταλάσης (p<0,001) στα ενδοθηλιακά κύτταρα (εικόνα 20). Η 

CRH δεν επηρέασε σηµαντικά την αυξηµένη καταλυτική δράση του ενζύµου των 

ενδοθηλιακών κυττάρων στην συγκαλλιέργεια, συγκριτικά µε το δείγµα ελέγχου 

των ενεργοποιηµένων µακροφάγων.   Όµως η αναστολή των CRHR1 και CRHR2, 

µε antalarmin και astressin-2B αντίστοιχα, ελάττωσε σηµαντικά (p<0,001) την 

δραστικότητα του ενζύµου.  

 

Εικόνα 20 : Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων στη δραστικότητα της καταλάσης, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων  µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα η 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων σε DMEM  που 

περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα, 

χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε 

όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001 ως προς το δείγµα 

συγκαλλιέργειας ενδοθηλιακών κυττάρων και LPS-διεγερµένων (∆.Ε)) 
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v)  Επίδραση στα επίπεδα της GSH και στο λόγο GSH/GSH+GSSG.   

Υπό την επίδραση των ενεργοποιηµένων µακροφάγων, ελαττώθηκε σηµαντικά  η 

συγκέντρωση  της  GSH στα ενδοθηλιακά κύτταρα (p<0,001) σε σύγκριση µε το 

control (εικόνα 21Α). Η προσθήκη της CRH στη συγκαλλιέργεια επανέφερε τη  

συγκέντρωση της ανηγµένης µορφής της GSH σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα 

του control. Η δράση αυτή της CRH αναστάλθηκε όταν στην συγκαλλιέργεια των 

ενεργοποιηµένων µακροφάγων µε τα ενδοθηλιακά κύτταρα προστέθηκαν, 

εκλεκτικά ή σε συνδυασµό, οι αναστολείς των CRH υποδοχέων γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η δράση της CRH ασκείται µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων 

της.   

Παρόµοια ήταν τα αποτελέσµατα όσον αφορά το λόγο GSH/GSH+GSSG (Εικόνα 

21Β).   
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Εικόνα 21 : Η επίδραση της CRH και των εκλεκτικών αναστολέων των CRH 

υποδοχέων  α) στα επίπεδα GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, κατά τη 

συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.   

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα η 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων  µακροφάγων σε DMEM  που 

περιείχε CRH (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα, 

χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».              (***, 

p<0.001Μ, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)) .  
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Ε. Μελέτη της επίδρασης των ουροκορτινών  στα ενδοθηλιακά κύτταρα και 

του ρόλου των CRH υποδοχέων  

i)  Επίδραση  στην έκλυση του NO.  

Οι UCNs είναι γενικά αποδεκτές ως καρδιοπροστατευτικοί παράγοντες [247-261]. 

Η επώαση των ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσία των ουροκορτινών προκάλεσε 

σηµαντική αύξηση της έκλυσης του ΝΟ που ήταν µεγαλύτερη για της UCN2 

(p<0,001) απότι για την UCN1 και την UCN3 (p<0,01) σε σύγκριση µε το δείγµα 

ελέγχου (Εικόνα 22). Ως γνωστόν η UCN1 είναι αγωνιστής αµφοτέρων των CRH 

υποδοχέων ενώ οι UCN2 και UCN3 του CRHR2. Η αναστολή της έκλυσης του 

ΝΟ υπό την επίδραση των ουροκορτινών µόνο όταν µπλοκαρίστηκε ο CRHR2 

υποδοχέας, µε astressin-2Β, δείχνει ότι ο υποδοχέας αυτός αποτελεί πύλη 

µεταγωγής της ευοδωτικής δράσης των ουροκορτινών στην έκλυση του ΝΟ από 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα.  

 

 

Εικόνα 22 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων στην έκλυση του NO 

 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (control), ή σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα υπερκείµενα 

επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ΝΟ, όπως περιγράφεται 

στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, **, p<0,01 ως προς το control). 
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ii)  Επίδραση στη δραστικότητα της eNOS 

Η θετική δράση των UCN1, 2, αλλά και 3 στην έκλυση ΝΟ από τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα, αντικατοπτρίζεται έντονα στην σηµαντική επαγωγή που αυτές 

προκάλεσαν στην καταλυτική δραστηριότητα της eNOS (εικόνα 23). Η επαγωγή 

της eNOS από την UCN1 και την UCN2 ήταν ιδιαίτερα έντονη αλλά συγκρίσιµη  

(p<0,001) ενώ η UCN3 προκάλεσε σηµαντική πλην όµως ηπιώτερη επαγωγή του 

ενζύµου (p<0,01). Η αναστολή της επαγωγής της eNOS µόνο όταν αναστάλθηκε 

η λειτουργία του CRHR2 υποδοχέα, υποδηλώνει ότι η επίδραση των 

ουροκορτινών στην δραστικότητα του ενζύµου στα  ενδοθηλιακά κυττάρων 

ασκείται µέσω αυτού.  

 

Εικόνα 23 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων  στη δραστικότητα της eNOS 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (control), ή σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα κυτταρικά 

λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται 

στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».                    ( ***, p<0.001,  *, p<0,05, ως προς το 

control). 
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iii)  Επίδραση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS.  

Όπως φαίνεται στην (εικόνα 24),  η έκθεση των ενδοθηλιακών κυττάρων στις 

UCNs δεν µετέβαλαν σηµαντικά τα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS συγκριτικά 

µε το control  

 

 

Εικόνα 24 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων   στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (control), ή σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η πειραµατική διαδικασία όπως 

περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι.   
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iv)   Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης 

Οπως φαίνεται στην εικόνα 25, οι ουροκορτίνες 1 και 2 προκάλεσαν σηµαντική 

αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα, σε αντίθεση 

µε τη  UCN3.   Η ένταση της δράσης της UCN1 ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη 

(p<0,001) από ότι της UCN2 (p<0,05). Η δράση αυτή των ουροκορτινών 1 και 2 

φαίνεται να διαµεσολαβείται από τον CRHR2 αφού ο αποκλεισµός του CRHR1 

δεν την επηρέασε. 

 

Εικόνα 25 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων στη δραστικότητα της καταλάσης 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (control), ή σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα κυτταρικά 

λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι. ( ***, p<0.001, **, p<0,01, *, p<0,05, ως προς 

το control) 
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v)  Επίδραση στα επίπεδα της GSH και το λόγο GSH/GSH+GSSG 

Οπως φαίνεται στην εικόνα 26Α, οι ουροκορτίνες δεν επηρέασαν σηµαντικά τα 

επίπεδα της GSH στα ενδοθηλιακά κύτταρα ούτε το  λόγο GSH/GSH+GSSG 

(εικόνα 26Β).  

 

 

Εικόνα 26 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων   α) στα επίπεδα της GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε DMEM (control), ή σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Τα κυτταρικά 

λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι.  
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ΣΤ. Μελέτη της επίδρασης των ουροκορτινών και του ρόλου των CRH 

υποδοχέων στα ενδοθηλιακά  κύτταρα κατόπιν προ-έκθεσης τους σε TNF-

α.  

i)  Επίδραση στην έκλυση του NO 

Η προεπώαση των ενδοθηλιακών κυττάρων µε τον TNF-α, προκάλεσε σηµαντική 

ελάττωση του εκλυόµενου NO (p<0,05), δράση που εξουδετέρωσαν οι UCN1, 2 

και 3,  (εικόνα 27). Ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR1 υποδοχέα δεν 

επηρέασε την ικανότητα της UCN1 να εξουδετερώνει την κατασταλτική δράση 

του TNF-α στην έκλυση του ΝΟ ενώ ο αποκλεισµός του CRHR2 συνοδεύτηκε 

από εξουδετέρωση της δράσης της UCN1 (p<0,05) όχι όµως της UCN2 και 3.  

 

 

Εικόνα 27 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων  στην έκλυση NO, κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση σε DMEM, ή σε DMEM  που 

περιείχε UCNs  (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M). Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν σε 

επωαστικό υλικό (control) και υπό την επίδραση  του TNF-α (∆.Ε) απουσία των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα υπερκείµενα επωαστικά υλικά 

συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του ΝΟ, όπως περιγράφεται στο τµήµα 

«υλικά και µέθοδοι (***, p<0.001, **, p<0,01, *, p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου 

(∆.Ε)).  
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ii)  Επίδραση στη δραστικότητα της eNOS 

Η προκληθείσα σηµαντική ελάττωση της δραστικότητας της eNOS στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα µετά την έκθεση τους σε TNF-α (p<0,001) εξουδετερώθηκε 

όταν  προστέθηκε εκάστη των ουροκορτινών (εικόνα 28). Η ανταγωνιστική δράση 

των ουροκορτινών πρός τον TNF-α, όσον αφορά στη δραστικότητα της  eNOS, 

αναστάλθηκε όταν προκλήθηκε εκλεκτικός αποκλεισµός των CRH υποδοχέων, 

ενδεικτικό ότι η δράση αυτή των ουροκορτινών ασκείται µέσω αµφοτέρων των 

CRH υποδοχέων.  
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Εικόνα 28 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων    στη δραστικότητα της eNOS, κατόπιν προέκθεσης των 

κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20 ng/ml  TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που 

επωάστηκαν σε επωαστικό υλικό (control) και  υπό την επίδραση  του TNF-α (∆.Ε) 

απουσία των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, **, p<0,01, *, p<0,05, ως 

προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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iii)  Επίδραση στα ενδοκυττάρια επίπεδα των ROS 

Η παρατηρούµενη στην εικόνα 29 προ-οξειδωτική δράση του TNF-α που 

χαρακτηρίζεται από σηµαντική αύξηση (κατά 50%) των ROS (p<0,001), 

εξουδετερώθηκε από τις UCN1, 2 και 3.  Η εκλεκτική αναστολή του CRHR2 µε 

astressin-2B, προκάλεσε σηµαντική (p<0,001) αναστολή της δράσης όλων των 

ουροκορτινών ενώ η  εκλεκτική αναστολή του  CRHR1 υποδοχέα δεν επηρέασε 

τη δράση της UCN1 στοιχεία που δείχνουν συµµετοχή του CRHR2 υποδοχέα 

στον ανταγωνισµό που ασκούν οι ουροκορτίνες στην προκαλούµενη από τον 

TNF-α αύξηση του ενδοκυτταρικού οξειδωτικού φορτίου στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα.  
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Εικόνα 29 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων    στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS, κατόπιν προέκθεσης 

των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20 ng/ml  TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που 

επωάστηκαν σε επωαστικό υλικό (control)  και   υπό την επίδραση  του TNF-α (∆.Ε) 

απουσία των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η πειραµατική διαδικασία όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι» ( ***, p<0.001, ως προς το δείγµα ελέγχου 

(∆.Ε)).  
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iv) Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης  

Η αύξηση του οξειδωτικού φορτίου στα ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία του TNF-

α , που προαναφέρθηκε (εικόνα 29), συνοδεύτηκε από παράλληλη σηµαντική 

αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης (p<0,001) (εικόνα 30) . Η 

προκαλούµενη από τον  TNF-α  αύξηση της ενεργότητας της κατάλασης, 

εξουδετερώθηκε από ουροκορτίνες 1,2 και 3 µε δράση ασκούµενη µέσω του 

CRHR2 υποδοχέα αφού ο εκλεκτικός αποκλεισµός µόνο αυτού του υποδοχέα 

συνοδεύτηκε από σηµαντική αύξηση της δραστικότητας του ενζύµου (εικόνα 30).  

Είναι πιθανό  η ενεργοποίηση του ενζυµικού αντιοξειδωτικού συστήµατος της 

καταλάσης  να εξαρτάται από το επίπεδο του οξειδωτικού φορτίου. 
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Εικόνα 30 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων   στη δραστικότητα της καταλάσης, κατόπιν προέκθεσης των 

κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 10 ng/ml  TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που 

επωάστηκαν σε επωαστικό υλικό (control) και   υπό την επίδραση  του TNF-α (∆.Ε) 

απουσία των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα κυτταρικά 

λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι» ( ***, p<0.001, *, p<0,05, ως προς το 

δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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v)   Επίδραση στα επίπεδα της GSH και το λόγο GSH/GSH+GSSG 

Η προεπώαση των ενδοθηλιακών κυττάρων µε TNF-α συνοδεύτηκε από 

σηµαντική ελάττωση των επιπέδων της GSH (p<0,001) (εικόνα 31Α), δράση που 

εξουδετερώθηκε από την παρουσία εκάστης των UCN 1, 2 και 3 αφού οι 

συγκεντρώσεις της GSH επανήλθαν σε επίπεδα συγκρίσιµα  µε εκείνα του 

control. Η ανταγωνιστική δράση των ουροκορτινών στην προκαλούµενη 

σηµαντική ελάττωση των επιπέδων της GSH απο τον TNF-α φαίνεται ότι ασκείται 

διαµέσου αµφοτέρων των CRH υποδοχέων αφού ο εκλεκτικός αποκλεισµός τους 

συνοδεύτηκε από σηµαντική ελάττωση των επιπέδων της  GSH (εικόνα 31Α). Η 

δράση της UCN1 φαίνεται ότι ασκείται µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων και της 

UCN2 µέσω του CRHR2 όπως είναι αυτονόητο. Εντύπωση προκαλλεί το γεγονός 

ότι δεν ανεστάλλει πλήρως η δράση της UCN3 µε την παρουσία του εκλεκτικού 

αναστολέα του CRHR2. Αντίστοιχη ήταν οι δράση των ουροκορτινών στο λόγο 

GSH/GSH+GSSG (εικόνα 31Β). Όµως ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR1 

υποδοχέα δεν συνοδεύτηκε από αναστολή της δράσης της UCN1 ενώ το 

αντίθετο παρατηρήθηκε στον εκλεκτικό αποκλεισµό του CRHR2 και για τις τρεις 

ουροκορτίνες. 
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Εικόνα 31 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων    α) στα επίπεδα της GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, 

κατόπιν προέκθεσης των κυττάρων σε TNF-α 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες σε 20 ng/ml TNF-α. Στη συνέχεια αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο επωαστικό υλικό και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες σε DMEM, ή σε 

DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και 

astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που 

επωάστηκαν σε επωαστικό υλικό (control) και   υπό την επίδραση  του TNF-α (∆.Ε) 

απουσία των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι                    ( ***, 

p<0.001, *, p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)).  
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Ζ.  Μελέτη της επίδρασης των ουροκορτινών και του ρόλου των CRH 

υποδοχέων στα ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία µακροφάγων 

i) Επίδραση στα επίπεδα του εκλυόµενου NO  

Η συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα  συνοδεύτηκε από 

σηµαντική αύξηση της έκλυσης του NO στο υλικό επώασης (εικόνα 32).  Οι 

ουροκορτίνες 1,2 και 3 µόνες τους ή σε συνδυασµό µε τους εκλεκτικούς 

αναστολείς των CRH υποδοχέων δεν µετέβαλαν σηµαντικά τις συγκεντρώσεις 

ΝΟ.   
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Εικόνα 32 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων    στην έκλυση NΟ  κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων µε µακροφάγα 

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα  

επωάσθηκαν για 2 ώρες παρουσία µακροφάγων σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-7M), 

απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M). Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα υπερκείµενα 

επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ΝΟ, όπως περιγράφεται 

στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι ( ***, p<0.001 ως προς το δείγµα  ελέγχου, (∆.Ε)). 
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ii)  Επίδραση στη δραστικότητα της eNOS.  

Η συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα προκάλεσε 

σηµαντική ελάττωση της δραστικότητας της eNOS, (p<0,001) (εικόνα 33), δράση 

που εξουδετερώθηκε από τις UCN2 και 3, οι οποίες προκάλεσαν σηµαντική 

αύξηση της δραστικότητας του ενζύµου (40%, p<0,001 και 30%, p<0,001, 

αντίστοιχα), και σε µικρότερο βαθµό από την UCN1 (p<0,05). Ο εκλεκτικός 

αποκλεισµός του CRHR2 υποδοχέα ακολουθήθηκε από εξουδετέρωση της 

δράσης των UCN2 και 3 και σηµαντική ελάττωση της δραστικότητας της eNOS 

που κινήθηκε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα του δείγµατος ελέγχου (∆.Ε). 
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Εικόνα 33 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων στη δραστικότητα της eNOS, κατά τη συγκαλλιέργεια των των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία µακροφάγων, σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-

7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα κυτταρικά λύµατα 

συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο 

τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, *, p<0.05, ως προς το δείγµα ελέγχου, (∆.Ε)). 
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iii) Επίδραση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS.  

Κατά την συγκαλλιέργεια των µακροφάγων και των ενδοθηλιακών κυττάρων 

παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των ελεύθερων ριζών στα τελευταία (κατά 

60%,  p<0,001) σε σύγκριση µε τα ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν 

απουσία µακροφάγων (εικόνα 34). Η δράση αυτή των µακροφάγων 

εξουδετερώθηκε απο τις UCN1,2 και 3 οι οποίες επανέφεραν το οξειδωτικό 

φορτίο σε επίπεδα συγκρίσιµα µε το αντίστοιχο  των ενδοθηλιακών κυττάρων 

που επωάστηκαν χωρίς την παρουσία µακροφάγων.  Η εξουδετέρωση της 

δράσης των ουροκορτινών µετά τον εκλεκτικό αποκλεισµό του CRHR2 υποδοχέα 

αλλά όχι του CRHR1 δείχνει ότι η ανταγωνιστική δράση των ουροκορτινών στην 

προκαλούµενη απο τα µακροφάγα αύξηση του οξειδωτικού φορτίου ασκείται 

διαµέσου του CRHR2 υποδοχέα.  
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Εικόνα 34 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων στα ενδοκυτταρικά επίπεδα ROS, κατά τη συγκαλλιέργεια των  

ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία µακροφάγων, σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-

7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η πειραµατική διαδικασία όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι».  ( ***, p<0.001,  ως προς το δείγµα 

ελέγχου, (∆.Ε)). 
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iv)  Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης.  

Η παρουσία των µακροφάγων, κατά την συγκαλιέργεια τους µε ενδοθηλιακά 

κύτταρα, προκάλεσε σηµαντική αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα (p<0.001) (εικόνα 35), δράση που επιτάθηκε σηµαντικά 

όταν στο επωαστικό υλικό προστέθηκαν οι ουροκορτίνες 1,2 και 3. Σε σχέση µε 

το δείγµα ελέγχου οι UCN1 , 2 και 3 προκάλεσαν σηµαντική αύξηση της 

δραστικότητας της καταλάσης (p<0,001, p<0,05, p<0,001 αντίστοιχα) που ήταν 

κατα 70%, τουλάχιστον, µεγαλύτερη (εικόνα 35).  Η επάνοδος της δραστικότητας 

της καταλάσης σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα του δείγµατος ελέγχου (∆.Ε) 

µετά τον εκλεκτικό αποκλεισµό των CRH υποδοχέων, υποδηλώνει ότι η 

διεγερτική δράση των ουροκορτινών στην δραστικότητα της καταλάσης ασκειται 

µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων.  
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Εικόνα 35 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3  και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων στη δραστικότητα της καταλάσης, κατά τη συγκαλλιέργεια των  

ενδοθηλιακών κυττάρων  µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία µακροφάγων, σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-

7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων. Τα κυτταρικά λύµατα 

συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται 

στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι ( ***, p<0.001,  *, p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου 

(∆.Ε)). 
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v)  Επίδραση στα επίπεδα της GSH και το λόγο GSH/GSH+GSSG.  

Τα επίπεδα της GSH των ενδοθηλιακών κυττάρων παρουσίασαν σηµαντική 

ελάττωση κατά την συγκαλλιέργεια τους µε µακροφάγα, (p<0,001) (εικόνα 36Α), 

συγκρινόµενα µε τα επίπεδα του ενζύµου στα ενδοθηλιακά κύτταρα που 

καλλιεργήθηκαν σε απλό επωαστικό υλικό. Οι συγκεντρώσεις της GSH στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα δεν µεταβλήθηκαν σηµαντικά όταν στη συγκαλλιέργεια 

προστέθηκαν οι ουροκορτινες 1, 2 και 3 ενώ παρουσίασαν σηµαντική µείωση 

(p<0,05) όταν παρουσία της UCN1 έγινε εκλεκτικός αποκλεισµός των CRHR1 και 

CRHR2 υποδοχέων, µε antalarmin ή astresin-2Β, αντίστοιχα, αλλά όχι και όταν 

συνυπήρχαν και οι δύο αναστολείς  (εικόνα 36Α). Παρόµοιες ήταν οι 

παρατηρήσεις όσον αφορά την επίδραση των UCN1, 2 και 3 στο λόγο 

GSH/GSH+GSSG. Σε αντίθεση µε τα επίπεδα της  GSH ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG  αυξήθηκε σηµαντικά  όταν αποκλείστηκε ο CRHR2  

υποδοχέας παρουσία της UCN1 (p< 0,01)  (εικόνα 36B). 
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Εικόνα 36 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων  α) στα επίπεδα GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, κατά τη 

συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία µακροφάγων, σε DMEM  που περιείχε UCNs (10-

7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-6M).  Ως δείγµατα 

ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε απλό επωαστικό 

υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των 

υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH υποδοχέων.Τα κυτταρικά λύµατα 

συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  GSH/GSH+GSSG 

όπως περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι. ( ***, p<0.001, **, p<0,01, ως προς το 

δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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Η.  Μελέτη της επίδρασης των ουροκορτινών και του ρόλου των CRH 

υποδοχέων στα ενδοθηλιακά κύτταρα παρουσία διεγερµένων  µε  LPS 

µακροφάγων 

 

i)  Επίδραση στην έκλυση του ΝΟ 

 

 Η συγκαλλιέργεια  µακροφάγων που ενεργοποιήθηκαν µε LPS και 

ενδοθηλιακών κυττάρων συνοδεύτηκε από σηµαντική αύξηση της παραγωγής 

του ΝΟ σε σύγκριση µε το control (p<0,001) η οποία  δεν επηρεάστηκε από την 

παρουσία της CRH µόνης ή σε συνδυασµό µε τους εκλεκτικούς αναστολείς των 

υποδοχέων της (εικόνα 37).  
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Εικόνα 37 : Η επίδραση των UCN1, 2 και 3  και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRHR στην έκλυση NO, κατά τη συγκαλλιέργεια  των ενδοθηλιακών κυττάρων µε 

LPS-διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα  

επωάσθηκαν  για 2 ώρες παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων σε DMEM  που 

περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

(∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

υπερκείµενα επωαστικά υλικά συλλέχθηκαν και προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ΝΟ, όπως 

περιγράφεται στο τµήµα υλικά και µέθοδοι. ( ***, p<0.001,  ως προς το δείγµα ελέγχου 

(∆.Ε)). 
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ii) Επίδραση στη δραστικότητα της eNOS.  

 Η συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS-διεγερµένα 

µακροφάγα προκάλεσε σηµαντική ελάττωση της δραστικότητας της eNOS, 

(p<0,001) (εικόνα 38), δράση που δεν επηρεάστηκε σηµαντικά από την 

παρουσία των UCN1, 2 και 3. Αντίθετα, ο εκλεκτικός αποκλεισµός των CRH-

υποδοχέων ακολουθήθηκε από  σηµαντική αύξηση της δραστικότητας του 

ενζύµου η οποία επανήλθε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε εκείνα των ενδοθηλιακών 

κυττάρων που επωάστηκαν χωρίς την παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων.  

 

Εικόνα 38 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων   στη δραστικότητα της eNOS, κατά τη συγκαλλιέργεια των των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων, σε DMEM  που 

περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

(∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR. Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της eNOS προσδιορίσθηκε όπως 

περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (***, p<0.001, **, p<0,01, *, p<0,05, ως 

προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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iii) Επίδραση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS.  

Τα ενεργοποιηµένα µακροφάγα στη συγκαλλιέργεια τους µε τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα αύξησαν το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο των τελευταίων (εικόνα 

39).   Η UCN1 όπως και η UCN3, δεν επηρέσαν σηµαντικά τα αυξηµένα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα των ROS που προκλήθηκαν από τα ενεργοποιηµένα 

µακροφάγα, σε αντίθεση µε την UCN2 η οποία τα ελάττωσε σηµαντικά  (p<0,05). 

Η δράση της UCN2 εξουδετερώθηκε µετά τον εκλεκτικό αποκλεισµό του φυσικού 

της υποδοχέα (CRHR2). 

 

Εικόνα 39 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3  και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων  στα ενδοκυτταρικά επίπεδα ROS, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

των ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων, σε DMEM  που 

περιείχε UCNs (10-7M), ή σε DMEM παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

(∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH 

υποδοχέων. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε  10µM H2DCF-DA και ακολούθησε η 

πειραµατική διαδικασία όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι (***, p<0.001, 

*, p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου (∆.Ε)). 
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iv)  Επίδραση στη δραστικότητα της καταλάσης.  

Η παρουσία των LPS-διεγερµένων µακροφάγων, κατά την συγκαλιέργεια τους µε 

ενδοθηλιακά κύτταρα, συνδυάστηκε µε σηµαντική αύξηση της δραστικότητας της 

καταλάσης στα τελευταία (p<0.001) (εικόνα 40). Οι ουροκορτίνες 1, 2 και 3 

προκάλεσαν σηµαντική ελάττωση της δραστικότητας του ενζύµου (p<0.001) µε 

ισχυρότερη τη δράση της UCN2.  Ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRΗR1 

υποδοχέα  συνοδεύτηκε από επάνοδο της δραστικότητας της καταλάσης στα 

επίπεδα του δείγµατος ελέγχου όχι όµως και ο εκελκτικός αποκλεισµός του 

CRΗR2 υποδοχέα που ακολουθήθηκε απο αύξηση της δραστικότητας της 

καταλάσης σηµαντικά όµως υπολειπόµενης του δείγµατος ελέγχου (∆.Ε) 

(p<0,05) (εικόνα 40), υποδηλώνοντας συµµετοχή αµφοτέρων των υποδοχέων, 

µε ισχυρότερη εκείνη του CRΗR1 υποδοχέα,  στη ρύθµιση της δραστικότητας της 

καταλάσης από τις ουροκορτίνες. 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 192

 

Εικόνα 40 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων   στη δραστικότητα της καταλάσης, κατά τη συγκαλλιέργεια των 

των ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων, σε DMEM  που 

περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

(∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRH 

υποδοχέων. Τα κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και η δραστικότητα της καταλάσης 

προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». ( ***, p<0.001, *, 

p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου, (∆.Ε)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 *  
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v) Επίδραση στα επίπεδα της GSH και το λόγο GSH/GSH+GSSG. 

Τα επίπεδα της GSH στα ενδοθηλιακά κύτταρα δεν επηρεάστηκαν σηµαντικά 

όταν αυτά συγκαλλιεργήθηκαν µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα. Αντίθετα, η 

παρουσία των ουροκορτινών 1, 2 και 3, στην συγκαλλιέργεια, προκάλεσε 

σηµαντική ελάττωση των συγκεντρώσεων της GSH (p<0,001) (εικόνα 41Α). Ο 

εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR1 υποδοχέα αύξησε, αλλά όχι σηµαντικά, τη 

συγκέντρωση της GSH ενώ ο εκλεκτικός αποκλεισµός του CRHR2 υποδοχέα 

ανέστειλε πλήρως την κατασταλτική δράση των ουροκορτινών στα επίπεδα της 

GSH  υποδηλώνοντας ότι αυτή ασκείται κυρίως διαµέσου του CRHR2 υποδοχέα. 

Παρόµοια ήταν η επίδραση των ουροκορτινών στο GSH/GSH+GSSG (εικόνα 

41Β ).  
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Εικόνα 41 : Επίδραση των UCN1, 2 και 3 και των εκλεκτικών αναστολέων των 

CRH υποδοχέων α) στα επίπεδα GSH και β) στο λόγο GSH/GSH+GSSG, κατά τη 

συγκαλλιέργεια των  ενδοθηλιακών κυττάρων µε LPS- διεγερµένα µακροφάγα.  

Κατόπιν 24ωρης επώασης σε θρεπτικό υλικό άνευ ορού, τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επωάσθηκαν για 2 ώρες, παρουσία LPS-διεγερµένων µακροφάγων, σε DMEM  που 

περιείχε UCNs (10-7M), απουσία και παρουσία antalarmin (10-6M ), και astressin-2Β (10-

6M).  Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα που επωάστηκαν µε 

απλό επωαστικό υλικό (control) και σε συγκαλλιέργεια µε LPS-διεγερµένα µακροφάγα 

(∆.Ε) χωρίς την παρουσία  των υπόλοιπων ανταγωνιστών και αγωνιστών των CRHR.Τα 

κυτταρικά λύµατα συλλέχθηκαν και προσδιορίσθηκαν η συγκέντρωση GSH και ο λόγος  

GSH/GSH+GSSG όπως περιγράφεται στο τµήµα «υλικά και µέθοδοι». (**, p<0,01, *, 

p<0,05, ως προς το δείγµα ελέγχου, (∆.Ε)).  
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4. Σύνοψη αποτελεσµάτων 

 

 

Πίνακας 1. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

EAhy926 (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική 

µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 1 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Α 

συνάγεται ότι η CRH επέδρασε ανασταλτικά στη δραστικότητα του υπεύθυνου 

ενζύµου eNOS και κατά συνέπεια στην έκλυση ΝΟ, ενώ ταυτόχρονα αύξησε τα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα του οξειδωτικού φορτίου. Η παράλληλη αύξηση της 

δραστικότητας του ενζύµου καταλάση, υποδηλώνει ενεργοποίηση των 

αντιοξειδωτικών µηχανισµών που όµως δεν ήταν εµφανής στο σύστηµα της 

GSH. Οι ανωτέρω δράσεις φαίνεται ότι ασκήθηακαν µέσω αµφοτέρων των CRH 

υποδοχέων µε εξαίρεση την επαγωγή του οξειδωτικού φορτίου όπου η δράση 

της CRH φαίνεται να ασκήθηκε αποκλειστικά δια του CRHR1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα

 eNOS 

DCF 

Φθορισµός 

∆ραστικότητα

 καταλάσης 

Συγκέντρωση 

 GSH 

Λόγος 

GSH/GSH+GSSG 

CRH E E A A ΧΣΜ ΧΣΜ 

CRHR1 + + + + - - 

CRHR2 + + - + - - 
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TNF-α  

Προ-

επώαση 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα

eNOS 

DCF 

Φθορισµός 

∆ραστικότητα

καταλάσης 

Συγκέντρωση 

GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG 

TNF-α Ε Ε Α Α Ε Ε 

TNF-α + 

CRH 

Α Α Ε Ε Α Α 

CRHR1 + + + + + + 

CRHR2 + + + - - - 

 

Πίνακας 2. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

EAhy926 κατόπιν προεπώασης µε TNF-α (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: σηµαντική 

αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 2 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Β και 

αφορά στην επίδραση της CRH σε κύτταρα που έχουν προεπωασθεί µε TNF-α. 

Υπό την επίδραση του TNF-α προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα σηµαντική 

αύξηση του οξειδωτικού φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης µε 

ταυτόχρονη ελάττωση της δραστικότητας της eNOS και των συγκεντρώσεων ΝΟ, 

της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG.  

Η CRH ελάττωσε σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο που προκλήθηκε 

από τον TNF-α, όπως επίσης και τη δραστικότητα της καταλάσης, τα οποία 

επανέφερε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα προ της διέγερσης των 

κυττάρων. Αντίστοιχα αύξησε τη δραστικότητα της eNOS και τη συγκέντρωση του 

ΝΟ, της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG. Στις περιγραφείσες συνθήκες οι 

δράσεις της CRH ασκήθηκε µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων µε εξαίρεση την 

καταλάση και την GSH όπου φαίνεται να χρησιµοποιείται µόνο ο CRHR1 

υποδοχέας.  
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Συγκαλλιέργεια 

Μακροφάγων- 

Ενδοθηλιακών  

κυττάρων 

Έκλυση 

ΝΟ 

∆ραστικότητα 

eNOS 

DCF 

Φθορισµός 

∆ραστικότητα

καταλάσης 

Συγκέντρωση 

GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG 

Μακροφάγα Α Ε Α Α Ε Ε 

Μακροφάγα+CRH ΧΣΜ Α Ε Α Α Α 

CRHR1 - + + + - + 

CRHR2 - + + + + + 

 

Πίνακας 3. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

EAhy926 κατά τη συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: σηµαντική 

αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 3 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Γ και 

αφορά στην επίδραση της CRH σε ενδοθηλιακά κύτταρα που 

συγκαλλιεργήθηκαν µε µακροφάγα. Υπό την επίδραση των µακροφάγων 

προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού 

φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης µε ταυτόχρονη ελάττωση της 

δραστικότητας της eNOS, της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG σε σύγκριση 

µε ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την παρουσία  µακροφάγων.  

Η CRH ελάττωσε σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο που προκλήθηκε 

από τα µακροφάγα, ενώ ταυτόχρονα επέτεινε την ήδη αυξηµένη δραστικότητα 

της καταλάσης, ενώ επανέφερε στα τη δραστικότητα της eNOS, της GSH και του 

λόγου GSH/GSH+GSSG σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα των 

ενδοθηλιακών  κυττάρων τα οποία καλλιεργήθηκαν χωρίς την παρουσία 

µακροφάγων. Στις περιγραφείσες συνθήκες οι δράσεις της CRH ασκήθηκαν 

µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων. 
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Συγκαλλιέργεια  

Εν. Μακροφάγων- 

Ενδοθηλιακών  

κυττάρων 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα

eNOS 

DCF  

Φθορισµός 

∆ραστικότητα 

καταλάσης 

Συγκέντρωση 

 GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG 

Εν. Μακροφάγα Α Ε Α Α Ε Ε 

Εν.Μακροφάγα+CRH ΧΣΜ Α ΧΣΜ ΧΣΜ Α Α 

CRHR1 - + + + + + 

CRHR2 - + + + + + 

 

Πίνακας 4. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

EAhy926 κατά τη συγκαλλιέργεια µε ενεργοποιηµένα µακροφάγα (Ε: σηµαντική 

ελάττωση, Α: σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη 

συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 4 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.∆ και 

αφορά στην επίδραση της CRH σε ενδοθηλιακά κύτταρα που 

συγκαλλιεργήθηκαν µε ενεργοποιηµένα µακροφάγα. Υπό την επίδραση των 

ενεργοποιηµένων µε LPS µακροφάγων προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης 

µε ταυτόχρονη ελάττωση της δραστικότητας της eNOS, της GSH και του λόγου 

GSH/GSH+GSSG σε σύγκριση µε ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την παρουσία 

διεγερµένων µακροφάγων.  

Η CRH δεν επηρέασε σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο και την 

αυξηµένη δραστικότητα της καταλάσης που προκλήθηκε από τα διεγερµένα 

µακροφάγα, ενώ αύξησε τη δραστικότητα της eNOS, τα επίπεδα της GSH και του 

λόγου GSH/GSH+GSSG και τα επανέφερε  σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα 

αντίστοιχα των ενδοθηλιακών  κυττάρων τα οποία καλλιεργήθηκαν χωρίς την 

παρουσία ενεργοποιηµένων µακροφάγων. Στις περιγραφείσες συνθήκες οι 

δράσεις της CRH ασκήθηκαν µέσω αµφοτέρων των υποδοχέων. 
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 Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα 

eNOS 

DCF 

Φθορισµός 

∆ραστικότητα 

 καταλάσης 

Συγκέντρωση 

GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG 

UCN1 Α Α ΧΣΜ Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

UCN2 Α Α ΧΣΜ Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

UCN3 Α Α ΧΣΜ ΧΣΜ ΧΣΜ ΧΣΜ 

CRHR1 - - - - - - 

CRHR2 + + - + - - 

 

Πίνακας 5. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα EAhy926 (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική 

µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 5 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Ε 

συνάγεται ότι οι UCN1, 2 και 3 επέδρασαν επαγωγικά στη δραστικότητα του 

ενζύµου eNOS και κατά συνέπεια στην έκλυση ΝΟ, ενώ ταυτόχρονα δε 

µετέβαλλαν τα ενδοκυτταρικά επίπεδα του οξειδωτικού φορτίου συγκριτικά µε το 

control. Είναι ενδιαφέρον ότι η UCN1 και UCN2 αυξάνουν τη δραστικότητα της 

καταλάσης, σε αντίθεση µε την UCN3 που δεν την επηρέασε. Η ενεργοποίηση 

των αντιοξειδωτικών µηχανισµών δεν είναι εµφανής στο σύστηµα της GSH. Οι 

ανωτέρω δράσεις φαίνεται ότι ασκήθηκαν µέσω αποκλειστικά του CRHR2.  
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ΤΝF-α  

Προεπώαση 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα

eNOS 

DCF  

Φθορισµός 

∆ραστικότητα 

καταλάσης 

Συγκέντρωση 

GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG

TNF-α Ε Ε Α Α Ε Ε 

TNF-α+UCN1 Α Α Ε Ε Α Α 

TNF-α+UCN2 Α Α Ε Ε Α Α 

TNF-α+UCN3 Α Α Ε Ε Α Α 

CRHR1 - + - - + - 

CRHR2 + + + + + + 

Πίνακας 6. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα EAhy926 κατόπιν προεπώασης µε TNF-α (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: 

σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 6 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.ΣΤ και 

αφορά στην επίδραση των UCN1, 2 και 3 σε κύτταρα που έχουν προεπωασθεί 

µε TNF-α. Υπό την επίδραση του TNF-α προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης 

µε ταυτόχρονη ελάττωση της δραστικότητας της eNOS και των συγκεντρώσεων 

ΝΟ, της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG.  

Οι UCN1, 2 και 3 ελάττωσαν σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο που 

προκλήθηκε από τον TNF-α, όπως επίσης και τη δραστικότητα της καταλάσης, 

τα οποία επανέφεραν σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα προ της διέγερσης 

των κυττάρων. Αντίστοιχα αύξησε τη δραστικότητα της eNOS και τη 

συγκέντρωση του ΝΟ, της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG. Στις 

περιγραφείσες συνθήκες οι δράσεις των  UCN1, 2 και 3 ασκήθηκαν  µέσω 

αµφοτέρων των υποδοχέων για την UCN1 και µέσω του CRHR2 για τις UCN2 και 

3.   
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Συγκαλλιέργεια 

Μακροφάγων- 

Ενδοθηλιακών  

κυττάρων 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα 

eNOS 

DCF  

Φθορισµός

∆ραστικότητα

 καταλάσης 

Συγκέντρωση 

 GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG 

Μακροφάγα A E A A Ε Ε 

Μακροφάγα+UCN1 ΧΣΜ Α Ε Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

Μακροφάγα+UCN2 ΧΣΜ Α Ε Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

Mακροφάγα+UCN3 ΧΣΜ Α Ε Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

CRHR1 - + - + - - 

CRHR2 - + + + + + 

Πίνακας 7. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα EAhy926 κατά τη συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα (Ε: σηµαντική ελάττωση, Α: 

σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 7 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Ζ και 

αφορά στην επίδραση των UCN1, 2 και 3 σε ενδοθηλιακά κύτταρα που 

συγκαλλιεργήθηκαν µε µακροφάγα. Υπό την επίδραση των µακροφάγων 

προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού 

φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης µε ταυτόχρονη ελάττωση της 

δραστικότητας της eNOS, της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG σε σύγκριση 

µε ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την παρουσία  µακροφάγων.  

Οι UCN1, 2 και 3  ελάττωσαν σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο που 

προκλήθηκε από τα µακροφάγα, ενώ ταυτόχρονα επέτειναν την ήδη αυξηµένη 

δραστικότητα της καταλάσης, ενώ επανέφεραν τη δραστικότητα της eNOS σε 

επίπεδα συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα των ενδοθηλιακών  κυττάρων τα οποία 

καλλιεργήθηκαν χωρίς την παρουσία µακροφάγων. Αντίθετα δεν παρατηρήθηκε 

σηµαντική µεταβολή της συγκέντρωσης GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG 

παρουσία και των τριών ουροκορτινών. Στις περιγραφείσες συνθήκες οι δράσεις 

των UCN1, 2 και 3 ασκήθηκαν µέσω του CRHR2 ενώ η UCN1 έδρασε µέσω και 
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των δύο CRH υποδοχέων στην επαγωγή της δραστικότητας της eNOS και της 

καταλάσης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Συγκαλλιέργεια    

Εν.Μακροφάγων- 

Ενδοθηλιακών  

κυττάρων 

Έκλυση 

 ΝΟ 

∆ραστικότητα  

eNOS 

DCF  

Φθορισµός 

∆ραστικότητα  

καταλάσης 

Συγκέντρωση 

GSH 

Λόγος  

GSH/GSH+GSSG
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Πίνακας 8. Σύνοψη αποτελεσµάτων της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα EAhy926 κατά τη συγκαλλιέργεια µε ενεργοποιηµένα µακροφάγα (Ε: σηµαντική 

ελάττωση, Α: σηµαντική αύξηση, ΧΣΜ: χωρίς σηµαντική µεταβολή, +: συµµετοχή, -: µη 

συµµετοχή).  

 

Από τον πίνακα 8 που περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.Η και 

αφορά στην επίδραση των UCN1, 2 και 3 σε ενδοθηλιακά κύτταρα που 

συγκαλλιεργήθηκαν µε ενεργοποιηµένα µακροφάγα. Υπό την επίδραση των 

ενεργοποιηµένων µε LPS µακροφάγων προκλήθηκε στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού φορτίου και της ενεργότητας της καταλάσης 

µε ταυτόχρονη ελάττωση της δραστικότητας της eNOS. Παρουσία 

ενεργοποιηµένων µακροφάγων, η GSH και ο λόγος GSH/GSH+GSSG δεν 

µεταβλήθηκε σηµαντικά σε σύγκριση µε ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την 

παρουσία διεγερµένων µακροφάγων.  

Οι  UCN1, 2 και 3 δεν επηρέασαν σηµαντικά τη δραστικότητα της eNOS, ενώ 

ελάττωσαν σηµαντικά το αυξηµένο οξειδωτικό φορτίο, τη  δραστικότητα της 

καταλάσης, τα επίπεδα της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG σε σύγκριση 

µε τα αντίστοιχα των ενδοθηλιακών  κυττάρων τα οποία καλλιεργήθηκαν χωρίς 

την παρουσία ενεργοποιηµένων µακροφάγων. Στις περιγραφείσες συνθήκες οι 

δράσεις των  UCN1, 2 και 3 ασκήθηκαν µέσω του CRHR2, ενώ τα επίπεδα των 

ROS, η δραστικότητα  καταλάσης και ο λόγος GSH/GSH+GSSG περιέλαβαν τη 

συµµετοχή αµφότερων των CRH υποδοχέων. 

 

 

Εν. Μακροφάγα Α Ε Α Α ΧΣΜ ΧΣΜ 

Εν. Μακροφάγα+UCN1 ΧΣΜ ΧΣΜ Ε Ε Ε Ε 

Εν. Μακροφάγα+UCN2 ΧΣΜ ΧΣΜ Ε Ε Ε Ε 

Εν. Mακροφάγα+UCN3 ΧΣΜ ΧΣΜ Ε Ε Ε Ε 

CRHR1 - - + + - + 

CRHR2 - + + + + + 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η CRH και οι ουροκορτίνες ανήκουν στην οικογένεια των νευροπεπτιδίων 

του στρες και εµπλέκονται στην ρύθµιση της ανοσοαπάντησης στο πλαίσιο της 

αλληλεπίδρασης του νευροενδοκρινικού µε το ανοσοποιητικό σύστηµα. Τα 

νευροπεπτίδια της οικογένειας του στρες κατέχουν κυρίαρχο ρόλο στην 

προσαρµογή του οργανισµού σε στρεσογόνους παράγοντες. Η απάντηση στο 

στρες χαρακτηρίζεται από την ενεργοποίηση του YYE άξονα και την παραγωγή 
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CRH στον υποθάλαµο. Τα γλυκοκορτικοειδή, τελικά προϊόντα της ενεργοποίησης 

του ΥΥΕ, οδηγούν, µεταξύ των άλλων δράσεών τους, σε ανοσοκαταστολή, σε 

όλους σχεδόν τους ιστούς. Λόγω αυτής της έµµεσης δράση, η CRΗ µπορεί να 

χαρακτηριστεί  αντι-φλεγµονώδη παράγοντας. Έτσι, οι in vivo µελέτες της άµεσης 

δράσης της CRH στην ανοσοαπάντηση δεν δίνουν ξεκάθαρα αποτελέσµατα 

αφού παρεµβάλλεται η δράση των γλυκοκορτικοειδών. Η παρουσία των 

πεπτιδίων του στρες και των υποδοχέων τους, στα κύτταρα των περιφερικών 

ιστών, υποδηλώνει ένα ρόλο ανεξάρτητο και ίσως διαφορετικό από αυτόν της 

υποθαλαµικής CRΗ.  

Η CRΗ έχει βρεθεί σε θέσεις φλεγµονής  διαφόρων περιφερικών ιστών και 

η δράση της έχει χαρακτηριστεί άλλοτε ως προ-φλεγµονώδης και άλλοτε ως αντι-

φλεγµονώδης. Η παρουσία της έχει επίσης καταγραφεί στο φυσιολογικό 

ενδοθήλιο αλλά δεν είναι γνωστός ο λόγος της εκεί έκφρασης της. O ρόλος των 

πεπτιδίων UCN1, 2 και 3 είναι λιγότερο µελετηµένος, καθώς τα µέλη αυτά της 

οικογένειας της CRΗ αποµονώθηκαν σχετικά πρόσφατα. Η φλεγµονώδης 

διαδικασία φαίνεται ότι διαδραµατίζει κυρίαρχο ρυθµιστικό ρόλο στην 

οµοιοστασία και τη λειτουργία του ενδοθηλίου. Ουσιαστικά, η φλεγµονώδης 

αντίδραση  και η λειτουργία του ενδοθηλίου βρίσκονται σε µια δυναµική σχέση 

που προϋποθέτει την επικοινωνία του νευροενδοκρινικού-ανοσοποιητικού 

συστήµατος.  

Το ενδοθήλιο έχει ρυθµιστικό ρόλο τόσο κατά τις φυσιολογικές διεργασίες 

του οργανισµού όσο και σε περιπτώσεις οξείας απόκρισης σε συνθήκες 

φλεγµονής [182]. Η χρόνια φλεγµονή, ενεχόµενη ως παθοφυσιολογικός 

µηχανισµός στη διαδικασία της αθηροσκλήρωσης τροποποιεί τη συµπεριφορά 

του ενδοθηλίου το οποίο αντιδρά µε αυτοκρινή/παρακρινή τρόπο στην 

φλεγµονώδη διαδικασία.  Αυτονόητο ότι σε συνθήκες φλεγµονής αυξάνεται  το 

οξειδωτικό στρες το οποίο είναι επίσης αυξηµένο στην αθηροσκλήρωση.  Η 

συµµετοχή των πεπτιδίων του στρες στην φλεγµονώδη διαδικασία γενικά, 

καθιστά έντονα πιθανή τη συµµετοχή τους και στη χρόνια φλεγµονώδη 

αντίδραση του ενδοθηλίου που προάγει την αθηροσκλήρωση.  Στην παρούσα 

διατριβή διερευνήθηκε για πρώτη φορά, ο ρόλος των πεπτιδίων του στρες στην 

in vitro προ- και αντιοξειδωτική απόκριση των ενδοθηλιακών κυττάρων. 

Σήµερα, είναι πλέον αποδεκτή η πλειοτροπική δράση του CRH, η οποία 

εξαρτάται από  τον κυτταρικό τύπο [179]  και το βαθµό του στρες στο οποίο 
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υποβάλλεται ένα σύστηµα. Η CRH φαίνεται ότι εµπλέκεται περισσότερο στην 

άµεση (οξεία) παρά στην µακροχρόνια απόκριση στο στρες όπου  µοιάζει να 

επικρατεί η  δράση της βαζοπρεσίνης. Επιπλέον, όπως έδειξαν οι Correa και 

συν., µικρές δόσεις της CRH ασκούν αντιφλεγµονώδη δράση ενώ στις µεγάλες 

δόσεις η δράση είναι µάλλον προφλεγµονώδης [143, 196].  

∆εν είναι γνωστό εάν η τοπική CRH ενεργεί σε συνέργεια ή ανεξάρτητα  

από την, έµµεσα ασκούµενη, αντιφλεγµονώδη δράση του ΥΥΕ άξονα [197]. Είναι 

πιθανό η τοπικά παραγόµενη CRH, να λειτουργεί, στα πλαίσιο της τοπικής 

αντιφλεγµονώδους απάντησης [198], µε αυτοκρινικό/παρακρινικό  τρόπο. Υπέρ 

αυτού του ενδεχόµενου συνηγορούν το ότι α) τα ενδοθηλιακά κύτταρα συνθέτουν 

και εκκρίνουν σηµαντικά ποσά CRH, ενώ ταυτόχρονα φέρουν CRH υποδοχείς 

και β) το ότι, η περιφερική CRH επάγει θετικά την έκφραση των µορίων 

προσκόλλησης στα µονοκύτταρα, και την έκκριση ET-1 από τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα ενώ ταυτόχρονα µειώνει την έκλυση NO [199]. Υπέρ αυτής της άποψης 

συνηγορεί το γεγονός ότι, in vitro,  η CRΗ επάγει την έκκριση της IL-1β, της IL-6 

και του TNF-α από µακροφάγα που έχουν ενεργοποιηθεί µε LPS [158]. Είναι 

προφανές ότι η CRH επεµβαίνει σε µεγάλο βαθµό στην οµοιοστασία των 

µονοκυττάρων.  Τα υπάρχοντα δεδοµένα συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι η 

απόκριση του ενδοθηλίου στη φλεγµονώδη αντίδραση µπορεί να ποικίλει 

ανάλογα µε το βαθµό ενεργοποίησης τους [195]. 

 

 

 

 

 

 

 

CRH 

Η επίδραση της CRH στην έκλυση NO είναι αµφιλεγόµενο θέµα, καθώς οι 

παρατηρήσεις εµφανίζουν µεγάλη ετερογένεια. Τα αποτελέσµατα της παρούσας 

διατριβής συµφωνούν µε την άποψη  ότι  περιφερική CRH επιφέρει ελάττωση του 

εκλυόµενου NO στον αγγειακό χώρο [199]. Η συγκεκριµένη παρατήρηση 

επιβεβαιώνεται και από το γεγονός ότι ελαττώνεται σηµαντικά και η δραστικότητα 

του υπεύθυνου ενζύµου παραγωγής του ΝΟ, της eNOS. Συνεπώς,  η 
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βραχυπρόθεσµη έκθεση του ενδοθηλίου στη CRH ευνοεί την αγγειοσυστολή και 

την τοπική αύξηση της ροής του αίµατος.  

Σε µελέτες που έχουν διεξαχθεί σε υπερτασικά άτοµα παρατηρήθηκε πως 

αυξάνεται ταυτόχρονα και το οξειδωτικό στρες στους παρακείµενους κυτταρικούς 

πληθυσµούς [312]. Στην παρούσα µελέτη, η τιµή DCF, που αντικατοπτρίζει το 

ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο, αυξήθηκε από την CRH ταυτόχρονα µε την 

αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης, η οποία ενεργοποιείται παρουσία 

υψηλών επιπέδων ROS. Αρκετά ενδιαφέρουσα  είναι η παρατήρηση πως ο 

CRHR1 , είναι ο υποδοχέας µέσω του οποίου επέρχεται η σηµαντική αύξηση των 

επιπέδων των ROS, ενώ στην µεταβολή των µελετηθέντων  αντιοξειδωτικών 

συστηµάτων, συµµετέχουν και οι δύο CRH υποδοχείς. Η ταυτόχρονη αύξηση του 

ενδοκυτταρικού οξειδωτικού φορτίου και των αντιοξειδωτικών συστηµάτων 

δείχνουν ότι πιθανώς  η CRH λειτουργεί ως στρεσογόνος παράγοντας που 

ενεργοποιεί και την αντιοξειδωτική απόκριση των ενδοθηλιακών κυττάρων.  

Όµως,  σε αντίθεση µε τα ανωτέρω, δεν παρατηρήθηκε σηµαντική µεταβολή του 

λόγου GSH/GSH+GSSG και των ενδοκυτταρικών επιπέδων της GSH που 

αποτελούν δείκτες της δραστικότητας της GPx και αυξάνονται σε συνθήκες 

στρες. Είναι πιθανό ότι αυτό ερµηνεύεται από την βραχυπρόθεσµη επίδραση της 

CRH που επηρεάζει την άµεση απόκριση των κυττάρων στην αύξηση του 

οξειδωτικού φορτίου και όχι την απώτερη  που ενδεχοµένως θα ενεργοποιούσε 

και την γλουταθειόνη.  

Η eNOS αποτελεί  µέρος του συστήµατος του αντιοξειδωτικού µηχανισµού 

και θα ανέµενε κάποιος µια αύξηση, αντί της ελάττωσης, της δραστικότητας της.  

Η αντίφαση αυτή ερµηνεύεται από τη γνώση ότι η eNOS  µπορεί να λειτουργεί 

και ως προοξειδωτικός παράγοντας ενισχύοντας την αύξηση του ενδοκυτταρικού 

οξειδωτικού φορτίου. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω της αύξησης περοξυνιτρικών τα 

οποία οξειδώνουν την BH4 , συνένζυµο της eNOS,  και ελαττώνουν τη σύζευξη 

της µε την τελευταία [319] γεγονός που ακολουθείται από ελάττωση της 

σύνθεσης ΝΟ και συνεπώς µειωµένη εξουδετέρωση ROS.  

Συµπερασµατικά, τα ευρήµατα µας δείχνουν ότι η CRH, µέσω και των δύο 

CRH υποδοχέων,  επάγει στο ενδοθήλιο µια ήπια αύξηση του οξειδωτικού 

φορτίου, σε βαθµό που οι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί φτάνουν τον ουδό 

ενεργοποίησής τους. Η θεωρία της «ευαισθητοποίησης» των κυττάρων από προ-

οξειδωτικούς παράγοντες,  όπως η υποξία και η LPS δέχεται  πως στρεσογόνοι 
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παράγοντες «αφυπνίζουν» τις κυτταρικές αντιοξειδωτικές λειτουργίες που 

καθιστούν άµεση την αντίδραση του κυττάρου σε πρόσθετα βλαπτικά ερεθίσµατα 

ούτως ώστε να µη οδηγήσει  η αύξηση του οξειδωτικού φορτίου σε µη 

αναστρέψιµη βλάβη [218, 219]. 

 

 

CRH

↓∆ραστικότητας

eNOS

↑[ROS]

↑∆ραστικότητας

Καταλάσης

↑ ∆ραστικότητας

Καταλάσης

↓ ΝΟ

CRHR1
CRHR2

 

 

 

 

 

 

 

CRH – TNF-α 

Μετά την διαπίστωση της βραχυπρόθεσµης προ-οξειδωτικής δράσης της 

CRH, κρίθηκε σκόπιµο να µελετηθεί η απόκριση των ενδοθηλιακών κυττάρων 

στην CRH, αφού όµως προηγηθεί επαγωγή του οξειδωτικού τους φορτίου µε ένα 

γνωστό οξειδωτικό παράγοντα, τον TNF-α [304-308].  Η προεπώαση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε τον TNF-α, συνοδεύτηκε, όπως αναµενόταν, από 

σηµαντική αύξηση του οξειδωτικού τους φορτίου και παράλληλα από σηµαντική 

Σχήµα 1: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης της CRH στα  αντιοξειδωτικά 
ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου 

↓ ΝΟ 

↓ ∆ραστικότητας 
eNOS 
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ελάττωση της δραστικότητας της eNOS και των επιπέδων  του ΝΟ [271, 272]. 

Στη συνθήκη αυτή,  η CRH λειτούργησε αντισταθµιστικά, µέσω αµφοτέρων των 

υποδοχέων της, εξουδετερώνοντας το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο, µέσω 

της κινητοποίησης της eNOS και της αύξησης του ΝΟ. Το εύρηµα αυτό 

υπογραµµίζει τη δράση της CRH ως τοπικού ρυθµιστικού παράγοντα στην 

εξέλιξη της ενδοθηλιακή φλεγµονής. Είναι άλλωστε γνωστό πως το εκλυόµενο 

ΝΟ, σε φυσιολογικά επίπεδα,  εξουδετερώνει ποσότητες ROS και η eNOS είναι 

ένα από τα σηµαντικά ένζυµα που εξασφαλίζουν την οµαλή λειτουργία του 

ενδοθηλίου έχοντας όµως το χαρακτηριστικό να είναι ιδιαίτερο ευαίσθητο στα 

υψηλά επίπεδα ROS. Κατά συνέπεια, η CRH µοιάζει να δρα ρυθµιστικά-

προστατευτικά όταν στο ενδοθήλιο ασκείται δράση παράγοντα που αυξάνει το 

ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο, εξασφαλίζοντας την οµαλή του λειτουργία. 

Η CRH εξουδετέρωσε, επίσης, τη σηµαντική αύξηση της ενεργότητας της 

καταλάσης, που προκλήθηκε από τον TNF-α και ήταν παράλληλη µε την αύξηση 

του ενδοκυτταρικού οξειδωτικού φορτίου. Η ελάττωση της ενεργότητας της 

καταλάσης φαίνεται να ασκείται, κατά ένα µέρος τουλάχιστον, µε άµεση δράση 

της CRH, µέσω του CRHR1 υποδοχέα, χωρίς να µπορεί να αποκλεισθεί η έµµεση 

προσαρµογή του  ενζύµου στην προκαλούµενη από την eNOS ελάττωση του 

οξειδωτικού φορτίου µε άλλους µηχανισµούς. Αξίζει να σηµειωθεί ότι, σε 

αντίθεση µε την καταλάση,  η δράση της CRH στη δραστικότητα της eNOS και 

την ελάττωση του αυξηµένου  κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου ασκείται διαµέσου 

αµφοτέρων των CRH υποδοχέων.  Η εικόνα αυτή είναι αντίστροφη σε σύγκριση 

µε την δράση της CRH στα ενδοθηλιακά κύτταρα χωρίς την επίδραση του TNF-α, 

όπου η αύξηση των ROS έλαβε χώρα µέσω του CRHR1 υποδοχέα και η 

επαγωγική δράση της CRH στη δραστικότητα της καταλάσης ασκήθηκε διαµέσου 

και των δύο υποδοχέων.  

Η κυτταρική απόκριση στον TNF-α όσον αφορά τη συγκέντρωση της GSH 

και του λόγου GSH/GSH+GSSG,  χαρακτηρίστηκε, όπως  αναµένονταν,  από 

εξάντληση των αποθεµάτων GSH  και κατά συνέπεια, µείωση της τιµής του 

λόγου GSH/GSH+GSSG. Η εικόνα αυτή περιγράφει το γρήγορο ρυθµό 

κατανάλωσης της GSH στην αντιοξειδωτική απόκριση στον TNF-α. Η 

αποκατάσταση των επιπέδων  της GSH και του λόγου GSH/GSH+GSSG που 

επέφερε η CRH, ενεργώντας µέσω του CRHR1 υποδοχέα, υποσηµαίνει την 

ουσιώδη προστατευτική της δράση σε συνθήκες στρες. Η θέση αυτή ενισχύεται 
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από την παρατήρηση ότι η  ελάττωση των επιπέδων GSH αποτελεί σηµαντικό 

πρώιµο δείκτη δυσλειτουργίας και απόπτωσης των κυττάρων [320].  

Συµπερασµατικά, ενώ σε συνθήκες ηρεµίας η CRH δρα ως στρεσογόνος 

παράγοντας, σε συνθήκες στρες που επάγουν  υψηλό ενδοκυτταρικό οξειδωτικό 

φορτίο, δρα ευωδωτικά, µέσω της ενεργοποίησης των αντιοξειδωτικών 

µηχανισµών. 

TNF-α 
+

CRH

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS] 

↑∆ραστικότητας 
Καταλάσης

↑ GSH

↑ GSH/GSH+GSSG

↑ ΝΟ ↑ ΝΟ

↑∆ραστικότητας

eNOS

↓[ROS]

CRHR1
CRHR2

↓ NO
↓ ∆ραστικότητας 
eNOS
↑ [ROS]
↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH
↓ GSH/GSH+GSSG

 

 

 

  

  

 

Μακροφάγα +CRH 

 Η παρουσία µακροφαγικού πληθυσµού στο ενδοθήλιο συνοδεύεται 

από δυσλειτουργία του. Τα µακροφάγα έχουν την ικανότητα να παράγουν 

µεγάλες ποσότητες ROS µέσω της NADPH οξειδάσης,  και να προάγουν το προ-

οξειδωτικό προφίλ. Εκτός από την άµεση παραγωγή ελευθέρων ριζών, τα 

µακροφάγα εκλύουν προφλεγµονώδεις παράγοντες, όπως η IL-1β, η IL-6 και ο 

TNF-α, που µεγεθύνουν τη φλεγµονώδη αντίδραση του ενδοθηλίου [277, 278].  

Σχήµα 2: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης της CRH στα αντιοξειδωτικά 
ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατόπιν προεπώασης των κυττάρων µε TNF-α. 
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 Κατά τη συγκαλλιέργεια ενδοθηλιακών κυττάρων µε µακροφάγα, 

παρατηρήθηκε κατακόρυφη αύξηση του εκλυόµενου ΝΟ, φαινόµενο που 

περιγράφεται στην βιβλιογραφία [321], σε συνδυασµό µε αύξηση του οξειδωτικού 

φορτίου και ενεργοποίηση των αντιοξειδωτικών συστηµάτων. Σήµερα γίνεται 

ευρέως δεκτό  πως η µετανάστευση των µακροφάγων στη φλεγµαίνουσα 

αγγειακή περιοχή συνοδεύεται από αγγειοχάλαση και αύξηση της 

διαπερατότητας των αγγείων η οποία επιτρέπει την προσκόλληση και διαπήδηση 

των µακροφάγων στον ενδοαγγειακό χώρο.  Σε τέτοιες συνθήκες  παρατηρείται 

αύξηση του ΝΟ στο εξωκυττάριο περιβάλλον που συνοδεύεται από ελάττωση της 

δραστικότητας της eNOS, [321] γεγονός που υποδηλώνει ότι πηγή του ΝΟ είναι  

τα µακροφάγα και όχι τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Είναι πιθανό ότι η υπερβολική 

παραγωγή NO οδηγεί σε σχηµατισµό RNS (reactive nitrogen species), τα οποία 

οξειδώνουν την ΒΗ4 [319] και αναστέλλουν τη δραστικότητα της eNOS. Η δράση 

της CRH στο ενζυµικό σύστηµα παραγωγής ΝΟ, χαρακτηρίζεται στην 

προκειµένη περίπτωση επαγωγική, καθώς επαναφέρει τη λειτουργικότητα της 

eNOS σε υψηλά επίπεδα µέσω και των δύο υποδοχέων της.  

 Όπως προαναφέρθηκε, η αύξηση των ενδοκυττάριων ROS στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα και η ενεργοποίηση της καταλάσης, είναι συνήθεις 

επιπτώσεις της παρουσίας των µακροφάγων [320]. Οι παρατηρήσεις της µελέτης 

αυτής συµφωνούν µε το γνωστό προ-οξειδωτικό προφίλ που προωθούν τα 

µακροφάγα. Στον αντίποδα, η CRH διατήρησε αυξηµένη τη δραστικότητα της 

καταλάσης στο πλαίσιο εξουδετέρωσης του οξειδωτικού φορτίου, ενεργώντας 

διαµέσου και των  δύο CRH υποδοχέων.  

Σε συµφωνία µε την άποψη  που αναφέρθηκε στην προ-επαγωγή των ROS από 

τον TNF-α, και τα µακροφάγα ελαττώνουν σηµαντικά την ανηγµένη µορφή της 

γλουταθειόνης, γεγονός που υποδηλώνει πως η αντίδραση H2O2 + 2 GSH →  

GSSG + H2O µετατοπίζεται µε γρήγορο ρυθµό προς τα δεξιά. Η επίδραση της 

CRH, στις δύο πρώτες ώρες, αποκαθιστά σε µεγάλο βαθµό την οξειδωτική 

ισορροπία των ενδοθηλιακών κυττάρων ενεργώντας µέσω και των δύο 

υποδοχέων. Πιθανόν η έντονη και παρατεταµένη ενεργοποίηση της καταλάσης, η 

οποία εκφράζει την άµεση κυτταρική αντιοξειδωτική απόκριση, να ευθύνεται για 

τη γρήγορη αποκατάσταση των αποθεµάτων GSH και της δραστικότητας της 

eNOS.  
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 Συµπερασµατικά, η δράση της CRH κατά την έκθεση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων σε µακροφάγα, προσοµοιάζει µε αυτήν κατά την οποία  τα κύτταρα 

προ-εκτέθηκαν στον TNF-α, και περιγράφεται ως άµεση και έντονη. 

 

Μακροφάγα 
+

CRH

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS]

↑∆ραστικότητας 
Καταλάσης

↑ GSH/GSH+GSSG

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS]

↑∆ραστικότητας 
Καταλάσης

↑ GSH

↑ GSH/GSH+GSSG

CRHR1
CRHR2

↑ NO
↓ ∆ραστικότητας 
eNOS
↑ [ROS]
↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH
↓GSH/GSH+GSSG

 

 

 

  

 

 

 

 

LPS-ενεργοποιηµένα µακροφάγα 

 Όπως προαναφέρθηκε, η ενεργοποίηση των µακροφάγων µε κάποιο 

προφλεγµονώδη παράγοντα, που στην προκειµένη περίπτωση είναι ο LPS, 

αλλάζει το εκκριτικό προφίλ τους. Ωστόσο, η επίδραση της CRH, στη µελέτη µας, 

ήταν παρόµοια µε αυτήν που παρατηρήθηκε κατά την έκθεση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων στα µη ενεργοποιηµένα µακροφάγα. 

Σχήµα 3: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης της CRH στα αντιοξειδωτικά 
ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατά τη συγκαλλιέργεια µε µακροφάγα. 
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 Η κατακόρυφη έκλυση ΝΟ από τα µακροφάγα και ο σχηµατισµός 

RNS στον εξωκυττάριο ενδοθηλιακό χώρο οδήγησαν σε  αναστολή της eNOS, 

ενώ η CRH αποκατέστησε τα επίπεδα της δραστικότητάς της µέσω και των δύο 

υποδοχέων της.  

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η απόκριση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων παρουσία της CRH και LPS-ενεργοποιηµένων µακροφάγων στα 

επίπεδα ROS και τη δραστικότητα της καταλάσης.  Η CRH, δρώντας διαµέσου 

και των δύο υποδοχέων,  δεν ελάττωσε αποτελεσµατικά τα ROS σε αντίθεση µε 

την δράση της   κατά τη συγκαλλιέργεια των ενδοθηλιακών κυττάρων µε µη 

ενεργοποιηµένα µακροφάγα. Αυτό πιθανώς οφείλεται στο σύντοµο χρονικό 

διάστηµα δράσης του πεπτιδίου, υπόθεση που ενισχύεται από την παρατήρηση 

ότι η δραστικότητα της καταλάσης παραµένει αυξηµένη, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η αντιοξειδωτική απόκριση συνεχίζεται σε υψηλό ρυθµό, µέσω 

και των δύο υποδοχέων.  

 Εντύπωση προκαλεί το ότι  ο ρυθµός ανακύκλωσης της 

γλουταθειόνης και τα επίπεδα της GSH, επανέρχονται στα προ της 

συγκαλλιέργειας µε διεγερµένα µακροφάγα επίπεδα παρόλο που το 

ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο παραµένει υψηλό. Είναι αξιοσηµείωτο πως το 

σύστηµα της GPx, αποκαταστάθηκε γρήγορα υπό την επίδραση της CRH και στις 

τρεις περιπτώσεις επαγωγής του οξειδωτικού φορτίου των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, ενώ δεν τροποποιήθηκε σηµαντικά όταν τα κύτταρα ήταν σε ηρεµία. 

Αυτή η παρατήρηση ενισχύει την άποψη πως η CRH, στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

που βρίσκονται σε µεταβολική ηρεµία, ευνοεί µια ήπια προ-οξειδωτική 

κατάσταση, ικανή να ενεργοποιήσει την αντιοξειδωτική απόκριση τους σε 

ισχυρούς στρεσογόνους παράγοντες. Αντίθετα, όταν τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

έχουν υποστεί την επίδραση στρεσογόνων παραγόντων που προκαλούν αύξηση 

του οξειδωτικού τους φορτίου, η δράση της CRH είναι έντονα προστατευτική και 

ευωδωτική για το ενδοθήλιο προάγοντας τους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 214

CRHR1
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↑ ∆ραστικότητας 
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Ουροκορτίνες 

Η UCN1 συµµετέχει στην απόκριση του οργανισµού τόσο σε τοπικό όσο 

και σε συστηµατικό στρες. Οι Weninger και συν [71] έδειξαν ότι για την απάντηση 

στο στρες, δεν είναι απαραίτητη η CRH, όσο ο υποδοχέας CRFR1, στον οποίο, 

απουσία της CRΗ, πιθανώς δρα κάποιο άλλο πεπτίδιο, όπως η UCN1. 

Αναφορικά µε τη δράση της στο συστηµατικό στρες, η UCN1 έχει πολλές από τις 

δράσεις της CRΗ [18] και πιθανώς, οι µικρές διαφορές που παρατηρούνται στις 

φαρµακολογικές δράσεις των CRΗ και UCN1 οφείλονται εν µέρει σε παράγοντες 

φαρµακοκινητικής ή στην µεγαλύτερη συγγένεια της UCN1 για τον CRΗR2 

υποδοχέα.  

Τα ucn-/- διαγονιδιακά ποντίκια παρουσιάζονται αγχώδη κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες,  παρατήρηση που υποδεικνύει κάποιο αγχολυτικό ρόλο 

για την UCN1 [74]. Οµοίως, αγχολυτικές ιδιότητες φαίνεται να έχουν και οι UCN2 

και UCN3, ενεργώντας µέσω του CRΗR2 [23].  

Οι ουροκορτίνες λόγω του ότι ασκούν τη δράση τους κυρίως µέσω του 

CRHR2 υποδοχέα, έχουν ιδιαίτερη σηµασία σε περιφερικά όργανα και στην 

Σχήµα 4: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης της CRH στα αντιοξειδωτικά 
ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατά τη συγκαλλιέργεια µε LPS-
ενεργοποιηµένα µακροφάγα. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 17:28:04 EEST - 18.227.10.59



 215

καρδιά όπου επικρατεί η έκφραση τους. Αν και δεν έχει αποσαφηνιστεί το κατά 

πόσο η δράση τους είναι επιβλαβής ή ωφέλιµη, έχει βρεθεί πως η χορήγησή τους 

είναι κυτταροπροστατευτική σε ισχαιµικό τραύµα [80]. Επιπρόσθετα, τα επίπεδα 

έκφρασης της UCN1, στην καρδιά, αυξάνονται µετά από ισχαιµικό επεισόδιο [97], 

είναι υψηλότερα σε καρδιοµυοπάθειες [98] και βρίσκονται αυξηµένα στο πλάσµα 

και στο µυοκάρδιο, σε περιπτώσεις καρδιακής ανακοπής [99]. Οι UCNs, µεταξύ 

άλλων, προστατεύουν τα µυοκύτταρα της καρδιάς από απόπτωση ή νέκρωση 

που προκαλούνται από ισχαιµία, µέσω της ενεργοποίησης MAP κινασών 

(ΜΕΚ/ΕRΚ), Akt και επαγωγής της έκφρασης των καναλιών Κ (ATP) [97, 100].  

Υπάρχουν δεδοµένα που δείχνουν ότι οι ουροκορτίνες, σε φλεγµαίνουσες 

περιοχές, ενεργούν ως αντιφλεγµονώδεις παράγοντες που αντισταθµίζουν τη 

προ-φλεγµονώδη δράση της CRH. Σύµφωνα µε τους Tsatsani και συν, οι 

ουροκορτίνες δρουν παρακρινικά ως αντιφλεγµονώδη µόρια µέσω της επαγωγής 

της απόπτωσης των µακροφάγων ενεργώντας διαµέσου του CRHR2 υποδοχέα. 

[159].  

 

 

 

 UCNs 

 Η βιβλιογραφία που υποστηρίζει τον προστατευτικό ρόλο των 

ουροκορτινών στην περιφέρεια και ειδικότερα στο καρδιαγγειακό σύστηµα είναι 

σηµαντική [260-264]. Είναι πλέον αποδεκτό πως η δράση των ουροκορτινών 

ευνοεί την οµοιοστασία του ενδοθηλίου µέσω της έκλυσης ΝΟ [241-247]. Τα 

δεδοµένα της παρούσας µελέτης, που εκτίθενται συνοπτικά στον πίνακα 5, είναι 

σύµφωνα µε την επικρατούσα άποψη. Οι UCN1, 2 και 3 αυξάνουν τα επίπεδα 

του εκλυόµενου ΝΟ και τη δραστικότητα της eNOS, µε µηχανισµό εξαρτώµενο 

από τον CRHR2.  Άλλωστε, ο CRHR2 είναι ο ευρύτερα διαδεδοµένος CRH 

υποδοχέας στην περιφέρεια, συγκριτικά µε τον CRHR1, και οι UCNs έχουν 

µεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης σ’  αυτόν. Κατά συνέπεια, είναι εύλογο η κύρια 

ευωδωτική δράση τους να πραγµατοποιείται µέσω αυτού.  

 Η αντιοξειδωτική δράση των ουροκορτινών εντοπίζεται, σύµφωνα µε 

τη τρέχουσα βιβλιογραφία [86, 260], στην αναστολή της δράσης της Ang-II και 

της ET-1, οι οποίες είναι γνωστοί αγγειοσυσταλτικοί παράγοντες που ταυτόχρονα 

αυξάνουν τα ενδοκυττάρια επίπεδα των ROS. Η οικογένεια των ουροκορτινών, 
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στην µελέτη µας, διατήρησε τη συγκέντρωση των ελευθέρων ριζών στα επίπεδα 

ηρεµίας. Είναι ενδιαφέρον πως ενώ, παρουσία των UCN1, 2 και 3, δεν 

µεταβλήθηκαν σηµαντικά τα ενδοκυτταρικά ROS, οι UCN1 και  2 αύξησαν 

σηµαντικά τη δραστικότητα της καταλάσης, µέσω του CRHR2. Η ευνοϊκή δράση 

των ουροκορτινών στο ενδοθήλιο επεκτείνεται και στη διατήρηση υψηλών 

επιπέδων GSH, που είναι σηµαντικός δείκτης εύρυθµης κυτταρικής λειτουργίας.   

 Συµπερασµατικά, οι ουροκορτίνες, σε αντίθεση µε τη CRH,  

προάγουν στο ενδοθήλιο ένα αντι-οξειδωτικό και αγγειοδιασταλτικό προφίλ 

ενεργώντας διαµέσου του CRHR2-υποδοχέα. 

 

CRHR1
CRHR2

UCN1     UCN2     UCN3

↑ ΝΟ

↑ ∆ραστικότητας

eNOS

↑∆ραστικότητας

Καταλάσης

 

 

 

 

 

 

 

UCNs και TNF-α 

Σχήµα 5: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα 
αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου. 
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 Με δεδοµένο το ότι οι ουροκορτίνες ασκούν ευνοϊκή δράση  στο 

ενδοθήλιο, σε συνθήκες ηρεµίας, κρίθηκε σκόπιµη η µελέτη της επίδρασής τους 

σε συνθήκες αυξηµένου ενδοκυτταρικού φορτίου υπό την επίδραση του TNF-α,  

ο οποίος, όπως προαναφέρθηκε, αναστέλλει τη δραστικότητα της eNOS και το 

ποσό του εκλυόµενου ΝΟ, αυξάνει το ενδοκυτταρικό οξειδωτικό φορτίο και 

κινητοποιεί την απόκριση της καταλάσης και της GPx.  

 Η οικογένεια των ουροκορτινών αποκαθιστά άµεσα το οξειδωτικό 

ισοζύγιο των ενδοθηλιακών κυττάρων και επαναφέρει τα µελετηθέντα 

αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα σε φυσιολογικούς ρυθµούς λειτουργίας. Είναι 

ενδιαφέρον πως ενώ η δράση της UCN1, στη δραστικότητα της eNOS και τα 

επίπεδα GSH, σε συνθήκες ηρεµίας των ενδοθηλιακών κυττάρων, 

πραγµατοποιείται µέσω του CRHR2, στην περίπτωση οξειδωτικής φόρτισης τους 

συµµετέχει και ο CRHR1.  Οµοίως, η επαγωγική δράση της CRH στη 

δραστικότητα της eNOS, πραγµατοποιήθηκε µέσω και των δύο υποδοχέων, 

γεγονός που προσοµοιάζει τη δράση των δύο πεπτιδίων στην τοπική φλεγµονή, 

όσον αφορά τα εκλυόµενα επίπεδα ΝΟ. Η αποτελεσµατική επαναφορά του 

συστήµατος της eNOS από τους εκλεκτικούς αγωνιστές των CRH υποδοχέων σε 

συνθήκες στρες, επιβεβαιώνει τη σηµαντικότητα της eNOS στην οµοιοστασία του 

ενδοθηλίου. 

 Η δράση των UCN2 και 3 ασκείται ως αναµένονταν, µέσω του CRHR2 

µε σηµαίνοντα ρόλο στη ρύθµιση των ενδοκυττάριων ROS, τη δράση της 

καταλάσης και τη λειτουργικότητα της GPx.  
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CRHR1
CRHR2

↑ ΝΟ

TNF-α +      UCN1     UCN2     UCN3

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↑ GSH

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS]

↓ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↑ GSH

↑ GSH/GSH+GSSG

↓ NO
↓ ∆ραστικότητας 
eNOS
↑ [ROS]
↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH
↓ GSH/GSH+GSSG

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα 
αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατόπιν προεπώασης µε 
TNF-α.  
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UCNs και Μακροφάγα 

Η βραχυπρόθεσµη έκθεση του ενδοθηλίου σε µακροφάγα, όπως ήδη 

παρατηρήθηκε και σχολιάστηκε, αυξάνει το οξειδωτικό φορτίο. Η δράση των 

ουροκορτινών, στη µελέτη µας, ήταν ως επί το πλείστον ταυτόσηµη µε αυτή της 

CRH και οδήγησε σε άµεση αποκατάσταση της ελαττωµένης δραστικότητας της 

eNOS και την ελάττωση των ενδοκυττάριων ROS. Είναι ενδιαφέρον ότι οι 

ουροκορτίνες αύξησαν ακόµα περισσότερο την ήδη αυξηµένη δραστικότητα της 

καταλάσης που είχε προκληθεί από τα µακροφάγα. Σε αντιστοιχία µε την CRH  η 

δράση της UCN1 στα µελετηθέντα ενζυµικά συστήµατα ασκήθηκε µέσω και των 

δύο υποδοχέων,  γεγονός που υποδηλώνει παρόµοια δράση των πεπτιδίων στη 

βραχυπρόθεσµη τοπικής φλεγµονή του ενδοθηλίου.  Όσον αφορά τα επίπεδα 

GSH και στο ρυθµό ανακύκλωσης του τριπεπτιδίου, υπήρχε διαφορά στη δράση 

της CRH και των ουροκορτινών.   Ενώ η CRH προκάλεσε σηµαντική αύξηση της 

συγκέντρωσης της ανηγµένης µορφής της γλουταθειόνης και κατ’ επέκταση το 

λόγο GSH/GSH+GSSG,  οι UCN1, 2 και 3 δεν επηρέασαν τα επίπεδα τους. Είναι 

πιθανό η επίδραση των µακροφάγων να είναι αρκετά έντονη σε αντιδιαστολή µε 

µια ήπια αντιοξειδωτική δράση των ουροκορτινών, ώστε στο σύντοµο χρόνο του 

δίωρου να µην έχει επέλθει πλήρης αποκατάσταση όλων των ενζυµικών 

αντιοξειδωτικών συστηµάτων.  

CRHR1
CRHR2

Μακροφάγα + UCN1     UCN2     UCN3

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↑ ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS]

↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

- GSH
- GSH/GSH+GSSG

↑ NO
↓ ∆ραστικότητας 
eNOS
↑ [ROS]
↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH
↓GSH/GSH+GSSG

 

 

Σχήµα 7: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα 
αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατά τη συγκαλλιέργεια µε 
µακροφάγα. 
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UCNs και LPS-ενεργοποιηµένα µακροφάγα 

Η ενεργοποίηση των µακροφάγων µε LPS, αλλάζει το εκκριτικό προφίλ 

τους µε αποτέλεσµα να µεταβάλλονται και οι αλληλεπιδράσεις τους µε το 

ενδοθήλιο.  Ειδικότερα,  ενώ οι ουροκορτίνες επανέφεραν την ελαττωµένη 

δραστικότητα της eNOS που είχε προκληθεί από τον TNF-α και τα µη 

διεγερθέντα µακροφάγα, δεν το επέτυχαν όταν τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

συγκαλλιεργήθηκαν µε LPS-διεγερθέντα µακροφάγα. Είναι πιθανό, η µεγάλη 

έκλυση ΝΟ από τα µακροφάγα και ο σχηµατισµός RNS να οξείδωσαν την BH4 σε 

τέτοιο βαθµό, ώστε η βραχυπρόθεσµη δράση των ουροκορτινών να µην ήταν 

αποτελεσµατική.  

 Σε αντίθεση µε την eNOS,  οι ουροκορτίνες προκάλεσαν σηµαντική 

ελάττωση της ενεργότητας της καταλάσης, στα επίπεδα GSH και στο λόγος 

GSH/GSH+GSSG.  

 

CRHR1
CRHR2

LPS/Μακροφάγα + UCN1     UCN2     UCN3

↓ [ROS]

↓ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH/GSH+GSSG

- ∆ραστικότητας 
eNOS

↓ [ROS]

↓ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

↓ GSH
↓ GSH/GSH+GSSG

↑ NO
↓ ∆ραστικότητας 
eNOS
↑ [ROS]
↑ ∆ραστικότητας 
καταλάσης

- GSH
- GSH/GSH+GSSG

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 8: Σχηµατική απεικόνιση της επίδρασης των UCN1, 2 και 3 στα 
αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα του ενδοθηλίου κατά τη συγκαλλιέργεια µε LPS-
ενεργοποιηµένα µακροφάγα. 
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Τα πεπτίδια του στρες είναι ο κύριοι ρυθµιστές της απόκρισης στο στρες 

µέσω της ενεργοποίησης του ΥΥΕ άξονα, αλλά και της πλειοτρόπου δράσης τους 

στην περιφέρεια.  Μάλιστα, είναι αποδεκτό πως και οι δύο υποδοχείς 

συµµετέχουν στους οµοιοστατικούς µηχανισµούς απόκρισης στο στρες [79]. 

Θεωρείται ότι στην συστηµατική απόκριση (του ΚΝΣ) στο στρες, επικρατούν 

δράσεις µέσω του  CRHR1 υποδοχέα, µε µικρότερη συµµετοχή του CRHR2 

υποδοχέα [59]. Στην περιφέρεια, τα στοιχεία που αφορούν στη δράση των 

πεπτιδίων και των υποδοχέων τους είναι περιορισµένα. 

Η CRH φαίνεται να παίζει κρίσιµο και ρυθµιστικό ρόλο στην αρχή της 

φλεγµονώδους αντίδρασης, µέσω  επαγωγής της έκκρισης προφλεγµονωδών 

κυτοκινών από τα µακροφάγα µε δράση που µεσολαβείται από τον CRHR1.  

Ωστόσο, υπάρχει έλλειψη δεδοµένων για ανάλογη  ρύθµιση της CRH και των 

µελών της οικογένειας των ουροκορτινών στην ενδοθηλιακή φλεγµονή.  Είναι 

πλέον αποδεκτό πως η φλεγµονή αποτελεί σταθερό χαρακτηριστικό της 

αθηροσκλήρωσης και συνδέεται άµεσα µε την ικανότητα του ενδοθηλίου να 

αντισταθµίζει τα υψηλά επίπεδα ROS, που είναι χαρακτηριστικά παρόντα σε 

αθηρωµατικές και φλεγµαίνουσες περιοχές. Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε 

για πρώτη φορά, η, in vitro, επίδραση των πεπτιδίων του στρες, CRH, UCN1, 2 

και 3, στα κυριότερα ενζυµικά αντιοξειδωτικά συστήµατα µακροαγγειακών 

ενδοθηλιακών κυττάρων. Τα αποτελέσµατα της µελέτης δείχνουν ότι: 

� Η CRH εκθέτει τα ενδοθηλιακά κύτταρα σε ένα ήπιο στρες, ούτως 

ώστε να ξεπεραστεί ο ουδός ενεργοποίησης των αντιοξειδωτικών µηχανισµών. 

Με αυτό τον τρόπο το «ευαισθητοποιηµένο» ενδοθήλιο ανταπεξέρχεται 

αποτελεσµατικότερα σε πιθανή µελλοντική έκθεση σε στρεσογόνους 

παράγοντες. Στις περιπτώσεις που το ενδοθήλιο προσβάλλεται από κάποιο 

στρεσογονο παράγοντα, η CRH λειτουργεί άµεσα και δραστικά ως αντι-

οξειδωτικός παράγων αποκαθιστώντας την ισορροπία του ενδοθηλίου, µε τον 

CRHR1 να αποτελεί το σηµαντικότερο κανάλι µεταγωγής της δράσης της CRH.  

� Οι UCN1, 2 και 3 διατηρούν το προφίλ των ενδοθηλιακών 

κυττάρων σε συνθήκες ηρεµίας µε δράση που είναι κυρίως CRΗR2– εξαρτώµενη. 

Παρουσία του στρεσογόνου διεγέρτη TNF-α, οι UCNs αποκαθιστούν τη 

λειτουργικότητα των αντιοξειδωτικών συστηµάτων, ενώ αυτό το επιτυγχάνουν 

µερικώς παρουσία µακροφάγων. Είναι πιθανό η δράση των ουροκορτινών σε 
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αυτήν την περίπτωση να εµπλέκει διαφορετικά σηµατοδοτικά µονοπάτια ή ακόµα 

και να είναι αποτελεσµατική µακροπρόθεσµα.  
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7. ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

Η παρούσα διατριβή πραγµατεύτηκε τον ρόλο της CRH και των UCN1, 2 

και 3 στην βραχεία απόκριση του ενδοθηλίου στα πεπτίδια αλλά και σε 

συνδυαστική δράση αυτών µε στρεσογόνους παράγοντες, όπως ο TNF-α, τα 

µακροφάγα και τα LPS-ενεργοποιηµένα µακροφάγα.  

Στην παρούσα µελέτη προσδιορίστηκε η βραχυπρόθεσµη δράση των 

πεπτιδίων στο ενδοθήλιο. Παρατηρήθηκε πως µόνο η CRH προωθεί ένα ήπιο 

προ-οξειδωτικό προφίλ στο ενδοθήλιο, ενώ οι ουροκορτίνες διατηρούν τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα σε κατάσταση ηρεµίας. Θα είχε ιδιαίτερο ενδιαφέρον η 

µελέτη της δράσης των πεπτιδίων στα αντιοξειδωτικά ενζυµικά συστήµατα 

µακροπρόθεσµα, καθώς σύµφωνα µε το µοντέλο της «προ-ευαισθητοποίησης» 

των κυττάρων, η συµπεριφορά του ενδοθηλίου πιθανόν να διαφοροποιείται όταν 

έχουν ήδη επαχθεί σηµατοδοτικά µονοπάτια του στρες. Επιπλέον, οι αποκλίσεις 

που παρουσιάζουν οι CRH υποδοχείς στα διαφορετικής φύσεως ερεθίσµατα, 

µπορούν να ερευνηθούν διεξοδικότερα µε τον έλεγχο ενεργοποίησης µορίων-

κλειδιών στα σηµατοδοτικά µονοπάτια των GPCR υποδοχέων. 

Επιπλέον, εφόσον η δράση των πεπτιδίων του στρες είναι χρονο- και 

δοσο-εξαρτώµενη, η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεών τους σε 

επιλεγµένα στρεσογόνα ερεθίσµατα και χρονικά διαστήµατα, θα διαλεύκανε τη 

δράση τους. Άλλωστε, το οξειδωτικό στρες και η απόκριση του ενδοθηλίου είναι 

µια συνεχώς µεταβαλλόµενη δυναµική ισορροπία, η οποία καθορίζει την εξέλιξη 

της φλεγµονής και κατά συνέπεια της αθηροσκλήρωσης. 
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