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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ

ΕΙΣΑΓΩΓΉ

1.1 ΓΕΝΙΚΑ ΓΊΑ ΑΠΟΠΤΩΣΗ

1.1.1 Ο όρος ισπόπτω ση»

Η απόπτωση είναι μια από τις ευρύτερα χρησιμοποιούμενες λέξεις στη 
σύγχρονη ιατρική και βιολογία, αφού μέχρι σήμερα έχουν εντοπιστεί περί πς 
20000 σχετικές αναφορές. Ο όρος εισήχθη στη σύγχρονη επιστημονική ορολογία 
το 1972 από τους Kerr. Wyllie και Currie (Kerr και συν. 1972) για την περιγραφή 
μιας μορφής κυτταρικού θανάτου, που εμφανίζει όκχρορές από τη νέκρωση.

Πρόκειται για αρχαία ελληνική λέξη που σημαίνει την πτώση των φύλλων 
από τα δέντρα ή των πετάλων από τα λουλούδια. Συνώνυμο της απόπτωσης 
είναι ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, που εκφράζει τη ρυθμιζόμενη 
ενεργοποίηση ενός προϋπάρχσντος προγράμματος θανάτου κωδικοποιημένου 
στο γενεπκό υλικό.

Ιστορική αναδρομή

Στην πραγματικότητα ο όρος «απόπτωση» χρησιμοποιήθηκε για πρώτη 
φορά από τον Ιπποκράτη, τον πατέρα της Ιατρικής. Σε ένα από τα συγγράμματά 
του ο Ιπποκράτης χρησιμοποιεί τον όρο «οστέων σποπτωσίες» αναφερόμενος 
στα περιστατικά γάγγραινας ύστερα από αντιμετώπιση των καταγμάτων με 
επιδέσμους. Η λέξη απόπτωση, επομένως, επινοήθηκε για να περιγράφει δομικές 
μεταβολές (στην συγκεκριμένη περίπτωση οσπκές διαβρώσεις), οι οποίες 
σχετίζονταν με τον κτηκό και κυτταρικό θάνατο.

Αργότερα, ο Έλληνας ιατρός Γαληνός αναφέρει στα συγγράμματά του τον 
όρο «αποτττωσίες εσχάρων». Μαζί με άλλους ρωμαίους ιατρικούς συγγραφείς ο
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Γαληνός αποδείχθηκε διορατικός, αν λάβουμε υπόψη το ρόλο της απόπτωσης 

στην επούλωση τραυμάτων και στη φλεγμονή.

Η λέξη απόπτωση χρησιμοποιήθηκε, όμως, και σε φιλοσοφικά 

συγγράμματα, όπως αυτά του αυτοκράτορα-φιλοσόφου Μάρκου Αυρηλίου. 

Αξιοσημείωτες είναι και οι χρήσεις του όρου σε πολιτικά και κοινωνικά κείμενα, 

όπου η απόπτωση γίνεται συνώνυμο της αποτυχίας και της παρακμής.

Τον κυπαρικό θάνατο κατά τη φυσιολογική ανάπτυξη περιέγραψε για 

πρώτη φορά ο Glucksmann το 1951 (Glucksmann 1951). Το 1965, ο Kerr 

μελέτησε το θάνατο των ηπατοκυττάρων, μετά από απολίνωση κλάδου της 

πυλαίας φλέβας, όπου διέκρινε εστίες νέκρωσης, αλλά παρατήρησε και 

διάσπαρτα, μονήρη ηπατοκύπαρα με συρρικνωμένους πυρήνες και πυρηνικές 

μάζες, χωρίς ένδειξη λύσης των λυσοσωμάτων ή στοιχεία φλεγμονής (Kerr 1965). 

Το 1971, μετά από παρατηρήσεις στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, διαπίστωσε ότι 

οι πυρηνικές μάζες ήταν σωματίδια περιβαλλόμενα από μεμβράνη, που περιείχαν 

τμήματα συμπυκνωμένης χρωματίνης και κυτταροπλασματικά οργανίδια και 

αποκάλεσε το φαινόμενο «νέκρωση εκ συρρικνώσεως». Το 1972, οι Kerr και 

Searle, εμπνεόμενοι από την Ιλιάδα, θεώρησαν ότι η εκλεκτική και 

προγραμματισμένη απομάκρυνση των κυττάρων από τον οργανισμό 

προσομοιάζει με «τα φύλλα που ο άνεμος χαμάδις χέει» και πρότειναν να 

ονομαστεί το φαινόμενο «απόπτωση» (Kerr 1972).

Συμπερασματικά, δεν θα ήταν δυνατή η επιλογή καταλληλότερης λέξης για 

την περιγραφή του προγραμματισμένου θανάτου των κυττάρων, που έχει ως 

στόχο τη διατήρηση της ομοιόστασης των ιστών (Degli Esposti 1998).

Παρόλο που η απόπτωση έχει περιγράφει εδώ και τρεις δεκαετίες ως 

ξεχωριστό βιολογικό φαινόμενο, μόνο πρόσφατα έγιναν σημαντικές πρόοδοι στην 

κατανόηση των θεμελιωδών μηχανισμών που τη ρυθμίζουν. Οι περισσότερες 

γνώσεις μας για τον αποπτωτικό μηχανισμό προέρχονται από τη μελέτη του 

νηματοειδούς σκώληκα Caenorhabdtitis elegans, ενώ η μεγαλύτερη πρόοδος 

συντελέστηκε από την ταυτοποίηση των «γονιδίων θανάτου» (death genes) πριν 

από μια δεκαετία (Ellis και συν. 1986).
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1.1.2 Απόπτωση και Νέκρωση

Είναι γνωστό ότι υπάρχουν δύο κύριοι τρόποι θανάτου των ευκαρυωτικών 
κυπάρων: η νέκρωση και η απόπτωση (Sen 1992, Mitas και συν. 1994, Steller 
1995, Ameisen 1996, Barinaga 1996). Η νέκρωση (accidental cell death) είναι η 
μορφή κυτταρικού θανάτου που προκαλείται από απότομες κυτταρικές βλάβες, 
όπως είναι η ισχαιμία, η υπερθερμία, η υποθερμία, η υποξία. ο φυσικός ή χημικός 
τραυματισμός. Χαρακτηρίζεται από ρήξη της κυτταρικής μεμβράνης, οίδημα του 
κυτταροπλάσματος και των μιτοχονδρίων, διαρροή κυπαροπλασμστικού 
περιεχομένου και πλήρη λύση του κυττάρου. Η νέκρωση, σε αντίθεση με την 
απόπτωση, οδηγεί συχνά σε οξεία φλεγμονώδη αντίδραση και παθολογική 
αντίδραση ιστού σε ομάδες παρακείμενων κυπάρων (Ameisen 1996) (εικόνα 1).

Η απόπτωση ή προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος (apoptosis o r 

programmed cell death - PCD) είναι φυσιολογική μορφή «αυτοκτονίας» του 
κυπάρου (Thompson 1995). που εμφανίζεται κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη 
(Abbadie και συν. 1993, Catlin και συν. 1993. Tata 1994. Coocouvanis και συν.
1995, Haanen and Vermes 1996, Roodman 1996. Lang 1997) και την εξέλιξη των 
οργάνων (Amsterdam και συν. 1997, Atwood και συν. 1995. Beh) και συν. 1995.
Bernal and Nunez 1995, Chun και συν. 1996, Evans-Storms and Cidlowski 1995,
Msueh και συν. 1994, Moulton και συν. 1997). Χαρακτηρίζεται από βιοχημικές και 
μορφολογικές αλλαγές, όπως την ταχεία δημιουργία μαλακής προσεκβολής της 
πλασματικής μεμβράνης (biebbing) χωρίς απώλεια της ακεραιότητάς της, την 
απώλεια των εξωτερικών χαρακτήρων της και την αλλοίωση της διαπερατότητας 
της μεμβράνης, την απώλεια επαφής με γειτονικά κύτταρα, τη διάλυση του 
πυρηνίσκου και του κυπαροσκελετού, την εκτεταμένη καταστροφή στη 
χρωματίνη, την κατάτμηση του DNA σε ολιγονουκλεοσώματα, τη συμπύκνωση 
του πυρήνα, την απώλεια μποχονδριακής λειτουργίας και τη συρρίκνωση του 
κυπάρου (πίνακες 1,2) (εικόνα 1). (

Κατά την απόπτωση γίνεται συμπύκνωση του κυτταροπλάσματος με 
διατήρηση, όμως, της ακεραιότητας των οργανιδίων του. Γίνεται, επιπλέον, j
διάτρηση της κυπαρικής επιφάνειας, με αποτέλεσμα τη δημιουργία {
«αποπτωτικών σωματιδίων» διαφόρων μεγεθών και σύστασης, τα οποία '

παραμένουν συνδεδεμένα με τη μεμβράνη (εικόνα 1). Αυτά τα σωματίδια

i
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Π ίνακας 1:

Μορφολογικά χαρακτηριστικά απόπτωσης και νέκρωσης

ΝΕΚΡΩΣΗ ΑΠΟΠΤΩΣΗ

Απώλεια ακεραιότητας μεμβράνης

Οίδημα κυτταροπλάσματος 
και μιτοχονδρίων

Πλήρης λύση του κυττάρου

•  Blebbing κυτταρικής 
μεμβράνης χωρίς απώλεια 
ακεραιότητας

•  Συσσωμάτωση χρωματίνης 
στην πυρηνική μεμβράνη

•  Συρρίκνωση 
κυτταροπλάσματος

•  Συμπύκνωση πυρήνα
•  Κατάτμηση κυπάρου σε 

μικρότερα τμήματα
•  Δημιουργία αποπτωτικών 

σωματιδίων

Π ίνακας 2 :

Βιοχημικά χαρακτηριστικά νέκρωσης και απόπτωσης

ΝΕΚΡΩΣΗ ΑΠΟΠΤΩΣΗ

•  Απορρύθμιση της ομοιόστασης ·  
ιόντων

• Παθητική διαδικασία ·
Δεν απαιτείται ενέργεια

•  Τυχαία πέψη του DNA ·
(smear DNA μετά από 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης) ·

•  Κατάτμηση του DNA μετά τη λύση
του κυπάρου ·

Ισχυρά ρυθμιζόμενη διαδικασία
με ενεργοποίηση ενζύμων
Ενεργητική διαδικασία
ΑΤΡ-εξαρτώμενη
Όχι τυχαία κατάτμηση του DNA
(ladder pattern μετά από
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης
Κατάτμηση DNA πριν τη λύση
του κυττάρου

Απελευθέρωση παραγόντων από 
τα μιτοχόνδρια στο κυπαρόπλασμα 
(κυτόχρωμα c, AIF)
Ενεργοποίηση αλυσιδωτής αντίδρασης 
των κασπασών 
Μεταβολές στη μεμβράνη 
(π.χ.μετατόπιση φωσφατιδυλοσερί- 
νης από την κυπαροπλασματική 
στην έξω λιπιδική στιβάδα της 
μεμβράνης)
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φαγοκυτταρώνονται από γειτονικά κύτταρα και διασπώνται από λυσοσωματικά 

ένζυμα.

Παρόλα αυτά έχουν εντοπισθεί και κύπαρα τα οποία κατά το θάνατό τους 

εμφανίζουν μίγμα αποπτωτικών και νεκρωτικών μορφολογικών χαρακτηριστικών. 

Η ενδιάμεση αυτή μορφή θανάτου φαίνεται ότι οφείλεται στη διαφορετική κάθε 

φορά έκφραση αλληλοεπικαλυπτόμενων νεκρωτικών και αποπτωτικών 

διαδικασιών και την κάλυψη της απόπτωσης από τη λεγόμενη « δ ευ τερ ο π α θ ή  

ν έκ ρ ω σ η »  (Papassotiropoulos και συν. 1996) (εικόνα 1). Αυτή η κατάσταση 

μπορεί να ονομασθεί « ν εκ ρ α π ό π τω σ η »  (necrapoptosis). Η μορφή του κυτταρικού 

θανάτου (νεκρωτική, αποπτωτική ή νεκραποπτωτική) εξαρτάται από την ένταση 

και τη διάρκεια των τραυματικών ερεθισμάτων και από τα ενεργειακά αποθέματα 

του κυττάρου. Σε αντίθεση με την απόπτωση, η νέκρωση δεν απαιτεί ενέργεια. 

Έτσι, κύπαρα που έχουν μπει στη διαδικασία της απόπτωσης, μπορεί στη 

συνέχεια να υποστούν νέκρωση λόγω ελλάτωσης των ενεργειακών επιπέδων, 

όπως υποστηρίζουν ορισμένοι ερευνητές (Saikumar 1998). Αυτή η 

αλληλοεπικάλυψη νεκρωτικών και αποπτωτικών φαινομένων είχε ως αποτέλεσμα 

τη λανθασμένη ερμηνεία μηχανισμών κυπαρικού θανάτου σε ιστούς που νοσούν 

και κυρίως σε ιστούς που εμφανίζουν ισχαιμία.

Πρέπει να αποδεχθούμε ότι ο όρος «νέκρωση» είναι ανακριβής, αφού 

αναφέρεται σε πληθώρα μεταβολών που εμφανίζονται τόσο στον 

«προγραμματισμένο» όσο και στον «τυχαίο» (accidental) κυπαρικό θάνατο. 

Επομένως, επειδή η απόπτωση είναι μια ισχυρά ρυθμιζόμενη και ενεργειακά 

εξαρτώμενη διαδικασία, ο όρος « μ η  α π ο π τω τικ ό ς  κ υ ττα ρ ικ ό ς  θά να το ς»  (non- 

apoptotic cell death) είναι πιο κατάλληλος σε σύγκριση με τον όρο «νέκρωση» 

(Ανδρίκουλα και Βαρθολομάτος 2001).

1.1.3 Η απόπτωση στην υγεία και στην ασθένεια

Ενώ μέχρι τώρα θεωρούσαμε τον πολλαπλασιασμό των κυπάρων ως την 

κύρια παράμετρο ελέγχου του κυτταρικού πληθυσμού, διαπιστώθηκε ότι το ίδιο 

σημαντικός είναι και ο κυτταρικός θάνατος.

Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος εμφανίζεται σπάνια σε 

προκαρυωτικούς οργανισμούς ή πρωτόζωα, ενώ έχει περιγράφει σε λίγους 

μονοκυττάριους οργανισμούς. Στα αμφίβια, η απόπτωση ευθύνεται για την εξέλιξη
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των ττρονυμφικών οργάνων κατά τη μεταμόρφωση. Επομένως, εξελικτικά η 
απόπτωση υπήρχε ως φαινόμενο και η πολυπλοκότητά του είναι αλληλένδετη με 
την εξέλιξη των όντων (Ameisen 1996).

Ο αποτπωτικός θάνατος έχει σημαντικούς βιολογικούς ρόλους στην 
ομοιόσταση και τη φυσιολογική ανάπτυξη των Θηλαστικών. Καλά μελετημένα 
μοντέλα απόπτωσης είναι η εξάλειψη των κυττάρων κατά την ανάπτυξη του 
εντερικού βλεννογόνου και του αμφιβληστροειδούς (HTanen and Vermes 1996).

Η ομοιόσταση διατηρείται στους πολυκύτταρους οργανισμούς με την 
ισορροπία κυτταρικού πολλαπλασιασμού -  κυτταρικού θανάτου. Η απόπτωση 
είναι η μορφή κυτταρικού θανάτου χάρη στην οποία γίνεται συνεχής ανανέωση 
των ιστών με κυτταρική διαίρεση, ενώ ταυτόχρονα διατηρείται το επίπεδο 
σταθερότητας των διαφόρων κπολογικών διαμερισμάτων (Ameisen 1996).

Χαρακτηριστικό παράδειγμα του ομοιοστστικού αυτού μηχανισμού 
αποτελεί το νευρικό σύστημα, αφού με τη νευρογένεση παράγεται ο διπλάσιος 
αριθμός νευρώνων από αυτόν που απαιτεί το ώριμο νευρικό σύστημα. Η μείωση 
του αριθμού των νευρώνων γίνεται με απόπτωση, που προκαλείται από την 
αλληλεπίδραση νευρώνα-ιστού (Rubin 1997).

Είναι σημαντικό να επισημανθεί ότι η φυσιολογική εξέλιξη των ενδο- 

κρινοεξαρτώμενων ιστών, που επάγεται από μεταβολές των συγκεντρώσεων των 
τροφικών ορμονών στο αίμα, επιτυγχάνεται μέσω απόπτωσης (π.χ ωοθυλακική 
ατρησία), όπως συμβαίνει και με άλλες φυσιολογικές διαδικασίες εξέλιξης (Evans- 
Storms and Cidlowski 1995. Hsueh και συν. 1994. Moufton και συν. 1997). Η 
παθολογική ατροφία ενδοκρινοεξαρτώμενων οργάνων, ύστερα από ελάττωση της 
τροφικής ορμονικής διέγερσης, συνοδεύεται από ένα μαζικό κύμα απόπτωσης.
Αυτό έχει παρατηρηθεί στον προστάτη, ύστερα από χειρουργική αφαίρεση των 
όρχεων (Sinowatz και συν. 1995) και στον φλοιό των επινεφριδίων, ύστερα από 
καταστολή της έκκρκτης της ετηνεφριδιοτρόπου ορμόνης (ACTH) μέσω >
εξωγενούς χορήγησης γλυκοκορτικοειδών (Ceocatetli και συν. 1995). I

Το ανοσοποιητικό σύστημα είναι ίσως το καλύτερο σύστημα μελέτης της 
απόπτωσης, γιατί ένας ιδιαίτερα μεγάλος αριθμός Τ- και Β-κυττάρων εισέρχεται 
φυσιολογικά σε μια διαδικασία προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε πολλά

I
στάδια της επιλογής και της διαφοροποίησής τους. Η εξάλειψη του 95% των Τ - J
λεμφοκυττάρων στο θύμο κατά τη διαδικασία επιλογής και ωρίμανσής τους είναι 2
αποτέλεσμα της επαγωγής του αποπτωπκού μηχανισμού σε αυτοσνηδρώντα !
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κύπαρα (Halevy 1995). Επιπλέον, η αύξηση της αντισωματικής συγγένειας των 

Β-κυττάρων στα βλαστικά κέντρα είναι αποτέλεσμα της επαγωγής του 

προγραμματισμένου κυπαρικού θανάτου σε Β-κύτταρα, τα οποία παρουσιάζουν 

ελαπωμένη συγγένεια για τα αντιγόνα. Επομένως, η επίτευξη της ωρίμανσης και 

του ελέγχου των Τ- και Β- λεμφοκυτταρικών ανοσολογικών αντιδράσεων είναι 

αποτέλεσμα της επαγωγής του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε 

αυτοαντιδρώντα ή μη-αντιδρώντα ανοσολογικά στοιχεία (εικόνα 2).

Η αποτυχία των κυπάρων να υποστούν προγραμματισμένο κυπαρικό 

θάνατο μπορεί να σχετίζεται με την παθογένεια ενός μεγάλου αριθμού ασθενειών 

του ανθρώπου, όπως ο κ αρ κ ίνο ς , τα  α υ το ά ν ο σ α  νο σ ή μ α τα  κα ι ο ι ιϊκές  λ ο ιμ ώ ξε ις  

(πίνακας 3). Επίσης, μεγάλος αριθμός ασθενειών που χαρακτηρίζονται από 

απώλεια κυπάρων, όπως οι ν ευ ρ ο εκ φ υ λ ισ τικ ές  δ ια τα ρ α χ ές , το A ID S , και η 

ο σ τεο π ό ρ ω σ η  μπορεί να προκαλούνται από επιταχυνόμενους ρυθμούς 

κυπαρικού θανάτου (πίνακας 4) (Thompson 1995).

Σε περιπτώσεις ισχαιμίας, όπως σε έμφραγμα μυοκαρδίου (Geng 1997) ή 

εγκεφαλικό επεισόδιο (Rubin 1997), τα κύπαρα πεθαίνουν τόσο με απόπτωση 

όσο και με νέκρωση. Κατά τον ίδιο τρόπο, ερεθίσματα όπως η θερμότητα, η 

ακτινοβολία, τα κυπαροτοξικά φάρμακα (Boesen-de Cock 1999) και η υποξία 

(Saikumar 1998) προκαλούν την απώλεια μεγάλων ομάδων κυπάρων και με τις 

δύο μορφές κυπαρικού θανάτου.

Οι π α θ ο γ ό ν ο ι μ ικ ρ ο ο ρ γ α ν ισ μ ο ί εμπλέκονται και αυτοί στην οδό του 

προγραμματισμένου κυπαρικού θανάτου. Ο HIV οδηγεί στο θάνατο τα Τ- 

βοηθητικά λεμφοκύπαρα, τα οποία είναι απαραίτητα για την ενεργοποίηση και 

την παρεμπόδιση του αποπτωτικού θανάτου των κυπαροτοξικών Τ- 

λεμφοκυπάρων, που χρησιμεύουν στην άμυνα του ξενιστή έναντι των ιών 

(Kalams and Walker 1998). Άλλοι παθογόνοι μικροοργανισμοί συμβάλλουν στην 

επιβίωση του ξενιστή τους αναστέλλοντας την επαγωγή του κυπαρικού θανάτου.

Πρόσφατα ερευνητικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι η απόπτωση παίζει 

σημαντικό ρόλο στη ρ ύ θ μ ισ η  τη ς  α ν ά π τυ ξη ς  ε ν ό ς  ό γ κ ο υ  και έχει σχέση με την 

α ν τα π ό κ ρ ισ ή  το υ  σ τη ν  α ντικα ρκ ιν ική  θ ερ α π ε ία  (εικόνα 3). Οι διάφορες μορφές 

θεραπείας του καρκίνου, όπως οι ποικίλοι χημειοθεραπευτικοί παράγοντες και οι 

μέτριες δόσεις ακτινοβολίας επάγουν εκτεταμένη απόπτωση σε ταχέως 

αναπτυσσόμενους κυπαρικούς πληθυσμούς. Η αποπτωτική ανταπόκριση είναι 

στενά συνδεδεμένη με την αποτελεσματικότητα της αντικαρκινικής θεραπείας. Το
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Πίνακας 3

Ασθένειες που σχετίζονται με μειωμένη απόπτωση

ΝΕΟΠΛΑΣΙΑ
•  Λεμφώματα, λευχαιμίες
•  Καρκινώματα με μεταλλάξεις ρ53
•  Ορμονο-εξσρτώμενοι όγκοι (Ca μαστού, Ca προστάτου. Ca ωοθηκών) 
ΑΥΤΟΑΝΟΣΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ
•  Αυτοάνοσο λεμφοϋπερπλαστικό σύνδρομο (σύνδρομο Cartale-Smith)
•  Συστηματικός ερυθημστώδης λύκος
• Σπειραματονεφρίτιδα ανοσοσυμπλεγμάτων 
ΕΝΔΟΚΡΙΝΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΚΑΙ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ
• Νόσος του Graves
• Θυρεοειδίτιδα Hashimoto
•  Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 1
•  Οστεοπόρωση 
ΙΙΚΕΣ ΛΟΙΜΩΞΕΙΣ
• Ερπητοϊοί
•  Ιοί Pox (Cowpox virus crmA)
•  Αδενοιοί
5. ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ

Πίνακας 4

Ασθένειες που σχετίζονται με αυξημένη απόπτωση
-

1. AIDS
2. ΝΕΥΡΟΕΚΦΥΛΙΣΤΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ
•  Νόσος Alzheimer
•  Νόσος Parkinson
•  Νόσος Huntington
•  Μελαχρωμστική αμφίβληστροειδοπάθεια
•  Παρεγκεψαλιδική εκφύλιση
3. ΜΥΕΛΟΔΥΣΠΛΑΣΠΚΑ ΣΥΝΔΡΟΜΑ
•  Απλαστική αναιμία
4. ΙΣΧΑΙΜΙΑ
•  Έμφραγμα μυοκαρδίου
•  Εγκεφαλικό επεισόδιο
5. ΗΠΑΤΙΚΗ ΝΟΣΟΣ ΑΠΟ ΤΟΞΙΝΕΣ (π .χ αλκοόλ)
6. ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ
7. ΑΛΛΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ
•  Θυρεοειδίτιδα Hashimoto (
•  Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 1
•  Συστηματικός Ερυθημστώδης Λύκος I
•  Ελκώδης κολίτιδα
•  Νόσος Wilson 1
•  Χρόνια ουδετεροπενία

g - I
r

i  · «
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Εικόνα 2
Η εξάλειψη ενεργοποιημένων Τ-λεμφοκυπάρων μέσω Fas/CD95 κατά τη λήξη

μιας ανοσολογικής αντίδρασης.

Τα ενεργοποιημένα κύπαρα με την έκφραση Fas/CD95 και FasL/CD95L αλληλοκαταστρέφονται 

(fratricide). Η διάσπαση του FasL/CD95L από μια μετταλοπρωτεϊνάση (ΜΡ) οδηγεί στην 

παραγωγή διαλυτού sFasL/sCD95L, ο οποίος μπορεί να οδηγήσει σε θάνατο το αρχικό κύτταρο 

(αυτοκρινική αυτοκτονία, autocrine suicide), ή άλλα ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα (παρακρινική 

δολοφονία).
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Fas/CD95

Καρκινικύ
αντιγόνο

Perforin gran/yme

FasL/CD95L Fas/CD95

Εικόνα 3  !

Αλληλεπιδράσεις T-κυττάρων με καρκινικό κύτταρα. I

Λ . Το Τ-κύπαρο αναγνώριζα το καρκινικό κύτταρο μέσω του υποδοχέα του TCR (T-cefl receptor) 

και το σκοτώνει μεσω της αλληλεπίδρασης Fas/FasL ή με την απελευθέρωση perform/granzyme.

Β. Το καρκινικό κύτταρο είναι ανθεκτικό στην απόπτωση λόγω της έκφρασης FasL Το Τ-κύτταρο 

αναγνωρίζα το καρκινικό κύτταρο, αλλά οδηγείται σε σποτπωτκό θάνατο από το καρκινικό 

κύτταρο μέσω αλληλεπίδρασης Fas/FasL ("tumor counterattack”). j

i 
i

. . Wxl%. j

B,
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γεγονός αυτό την καθιερώνει ως προγνωστικό δείκτη για την ανταπόκριση στη 

θεραπεία αυτή (Milas και συν. 1994).

Η ανταπόκριση στη θεραπεία με κυτταροτοξικά φάρμακα ή ακτινοβολία 

ποικίλλει μεταξύ των διαφόρων όγκων. Η ρύθμιση, επομένως, της απόπτωσης 

μπορεί να είναι ένας αποτελεσματικός και φυσικός τρόπος βελτίωσης της 

αντικαρκινικής θεραπείας. Ο θεραπευτικός στόχος θα μπορούσε να επιτευχθεί 

είτε με την επαγωγή της απόπτωσης σε ιστούς με καρκίνο, είτε με την αναστολή 

της απόπτωσης σε φυσιολογικούς ιστούς (Milas και συν. 1994).

Επίσης, είναι γνωστό ότι τα Τ-λεμφοκύτταρα και τα κύτταρα-φυσικοί φονείς 

(Natural Killer cells) είναι ικανά να προκαλέσουν απόπτωση (Duke και συν. 

1983). Η απόπτωση που επάγεται από κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος 

μπορεί να εμπλέκεται στην ο γ κ ο γ έν εσ η  και σε α υ το ά ν ο σ ες  α σ θ έν ε ιες  όπως η 

αυτοάνοση θυρεοειδική νόσος και ο σακχαρώδης διαβήτης (Li και συν. 1996).

Επιπλέον, στην π ο λυ κ υ σ τική  νεφ ρ ικ ή  νόσ ο  έχουμε απώλεια νεφρικού 

ιστού σε συνδυασμό με προοδευτική έκπτωση της νεφρικής λειτουργίας. Στους 

πολυκυστικούς νεφρούς και πιο συχνά σε πολυκυστικούς νεφρούς ασθενών με 

νεφρική ανεπάρκεια, ανιχνεύτηκε αποπτωτικός τεμαχισμός του DNA, ενώ κάτι 

τέτοιο δεν παρατηρήθηκε σε ασθενείς χωρίς νεφρική νόσο (Kiess 1998).

Συμπερασματικά, λοιπόν, ειδικές θεραπείες σχεδιασμένες να εξαλείψουν ή 

να ελαττώσουν την ευαισθησία των κυπάρων να υποστούν απόπτωση θα 

μπορούσαν να αποτελέσουν τη βάση για την αντιμετώπιση πολλών από τις 

προαναφερθείσες ασθένειες.

1.1.4 Ανίχνευση της απόπτωσης

Η πιο κατάλληλη τεχνική για ανίχνευση της απόπτωσης εξαρτάται κάθε 

φορά από τον τύπο του κυπάρου ή του ιστού που αναλύεται και τις μεθόδους 

επαγωγής απόπτωσης.

Οι τεχνικές εντόπισης των αποπτωτικών κυπάρων βασίζονται σε 

μορφολογικές παρατηρήσεις, βιοχημικές και ανοσοϊστοχημικές μεθόδους και στην 

ανίχνευση του κατακερματισμένου DNA in situ.

Από τις πιο σημαντικές και συχνά χρησιμοποιούμενες τεχνικές είναι η 

μέθοδος T U N E L  (Terminal deoxynucleotidyl transferase TdT-mediated dUTP 

Nick End Labeling) με την οποία μπορεί να διαπιστωθεί in situ η κατάτμηση του
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DNA. Η τεχνική αυτή βασίζεται στη σύνδεση του ένζυμου TdT με τα 3*-ΟΗ άκρα 
των θραυσμάτων του DNA και στην προσθήκη βιοττνυλιωμένου νουκλεοτιδίου 
στις θέσεις εντομής. Παραλλαγή της μεθόδου είναι η τεχνική ISNT (In Situ Nick 
Translation), στην οποία χρησιμοποιείται το ένζυμο πολυμεράση I. Ο» τεχνικές 
αυτές εφαρμόζονται σε τομές ψυκτικού μικροτόμου και παραφίνης.

Η απόπτωση είναι δυνατό να διαπιστωθεί και με τη μελέτη της έκφρασης 
ειδικών πρωτεϊνών που σχετίζονται με την απόπτωση, όπως είναι οι κασπάσες. 
Επίσης, η αννεξίνη V χρησιμοποιείται για την ανίχνευση των σποτπωτικών 
κυττάρων με κυτταρομετρίσ ροής, επειδή συνδέεται με τη φωσφστιδυλοσερίνη. η 
οποία έχει μετατοπιστεί στην εξωτερική στοιβάδα της κυτταρικής μεμβράνης, κατά 
τη διάρκεια της σποπτωπκής διεργασίας. Με την τεχνική Comet (ή Single-cell gel 
electrophoresis, SCGE) ανιχνεύεται το κερμστισμένο DNA σε μεμονωμένα 
κύτταρα, με ηλεκτροφόρηση.

Αλλος δείκτης της απόπτωσης είναι η διάσπαση των «υποστρωμάτων 
θανάτου» (death substrates) σε τεμάχια χαμηλού μοριακού βάρους, που 
διαπιστώνεται με τη μέθοδο αποτύπωσης κατά Western, καθώς και η απώλεια 
τη ς . ακεραιότητας του DNA (π.χ ανεύρεση υποδτπλοειδικού DNA), που 
διαπιστώνεται με κυτταρομετρία ροής (Ashkenazi and Dixit 1998).

1.1.5 Caenorhabitis elegans ω ς τηιραμαπκός οργανισμός

Από την εισαγωγή του στην ερευνητική κοινότητα μέσω του Sydney 
Brenner (1974) το νηματοειδές C.elegans έχει σποτελέσει ένα καλό μοντέλο 
οργανισμού για τη μελέτη πολύπλοκων βιολογικών φαινομένων (Kimble and 
Simpson 1997). Η αξία του οργανισμού αυτού για τέτοιες μελέτες προέρχεται 
κατά ένα μέρος από την εξαιρετική απλότητα που τον χαρακτηρίζει σε ανατομικό 
και αναπτυξιακό επίπεδο.

Παρά τη μεγάλη απλότητά του όμως, δεν πρέπει να μας δκκρύγει όπ το 
C.elegans ανήκει στα μετάζωα, είναι πολυκύτταρος οργανισμός, οπότε διαθέτει 
παρόμοιους θεμελιώδεις μοριακούς και κυτταρικούς μηχανισμούς με τα 
θηλασπκά. Αυτή η ομοιότητα στο επίπεδο γονιδίων και βιοχημικών οδών 
επιτρέπει τη χρήση του νηματοειδούς αυτού σκώληκα ως ισχυρού μοντέλου για 
την κατανόηση βιολογικών διαδικασιών συμπεριλαμβανομένης της απόπτωσης.



C.elegans
EGL-1

€
CED-3

κηβη6οη-9

To αποπτοσω ματικό μοντέλο της ρύθμισης του κυπαρικού θανάτου

Στο νηματοειδές C.elegans, οι ρυθμιστές του κυπαρικού θανάτου CED-9, CED-4 και 

TTpoCED-3 είναι τταρόντες στα ζώντα κύπαρα ως ανενεργό, τριμοριακό σύμπλεγμα. Σε κύπαρα 

που προορίζονται να πεθάνουν, η πρωτεΐνη EGL-1 συνδέεται στην CED-9 και προκαλεί την 

αποσύνδεσή της από το σύμπλεγμα CED-4AnpoCED-3. Οταν απελευθερώνεται η CED-9, η 

πρωτεΐνη CED-4 ολιγομερίζεται, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της CED-3 με μια διαδικασία 

που δεν έχει διευκρινιστεί απόλυτα.

Στα θηλαστικά, έχει ταυτοποιηθεί ένα σύμπλεγμα που μοιάζει με το αποπτόσωμα και 

περιέχει τις πρωτεΐνες Bcl-xL, Apaf-1 και προκασπάση-9. Στην αποσύνδεσή και αυτού του 

συμπλέγματος είναι πιθανόν να μεσολαβούν πρωτεΐνες που περιέχουν μόνο ΒΗ3 περιοχή, όπως 

οι πρωτεΐνες Bad, Bid και Bik.
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Ο π ω ς  προκύπτει α π ό  π ς  μελέτες π ο υ  έχουν γίνει μέχρι σήμερα, τα στάδια 

του α ποπτω πκού  μηχανισμού και τα γονίδια π ο υ  τα ελέγχουν έχουν διατηρηθεί 

στο  γενετικό υλικό κατά την εξέλιξη α π ό  το  νηματοειδές C.o tegans  σ τον ά ν θ ρ ω π ο  

(Yuan 1996) (εικόνα 4).
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1.2 ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΟΣ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ 
ΟΔΟΙ ΜΕΤΑΔΟΣΗΣ ΣΗΜΑΤΩΝ

Η ττολυττλοκότητα του αττοτττωτικού μηχανισμού οφείλεται στο γεγονός ότι 

οι ίδιες οδοί χρησιμοποιούνται και για τη μετάδοση σημάτων αύξησης και 

διαφοροποίησης. Για παράδειγμα, εξωκυπάρια σήματα, όπως τροφικοί 

παράγοντες και ορμόνες, καθώς και σήματα από γειτονικά κύτταρα, μπορούν 

τόσο να ενεργοποιήσουν όσο και να καταστείλουν τα προγράμματα θανάτου.

Η απόπτωση, όπως προκύπτει από τις μελέτες που έγιναν μέχρι σήμερα, 

επιτελείται σε τρία διαδοχικά στάδια. Αυτά είναι : α) ο προγραμματισμός σε 

θάνατο από εξωκυπάρια ή ενδοκυττάρια σήματα, β) η ολοκλήρωση του 

κυπαρικού θανάτου μέσω ενεργοποίησης των κασπασών και γ) η απομάκρυνση 

των διαλυμένων κυπάρων με φαγοκυπάρωση και η διάσπασή τους από τα 

λυσοσωματικά ένζυμα των φαγοκυπάρων (Sen 1992).

Για την ενεργοποίηση, επομένως, της αποπτωτικής διαδικασίας θα πρέπει 

το εξωκυπάριο σήμα να μεταφερθεί από την κυπαρική μεμβράνη στο 

κυπαρόπλασμα με τελικό αποδέκτη τον πυρήνα. Ένα συγκεκριμένο αποπτωτικό 

σήμα μπορεί να τροποποιηθεί, να ενισχυθεί ή ακόμη και να ανασταλεί υπό την 

επίδραση διαφόρων παραγόντων. Πολλές ορμόνες (όπως π.χ κυπαροκίνες και 

παράγοντες ανάπτυξης) δρουν ως γενικοί ή ειδικοί (για συγκεκριμένο ιστό) 

παράγοντες επιβίωσης παρεμποδίζοντας έτσι την έναρξη της απόπτωσης. 

Αντίθετα, άλλοι ορμονικοί παράγοντες επάγουν ή ενισχύουν τις αποπτωτικές 

διαδικασίες, όπως για παράδειγμα τα γλυκοκορτικοειδή και ο παράγοντας 

νέκρωσης των όγκων TNF (Tumor Necrosis Factor) (Πίνακας 5) (εικόνες 5,6).

1.2.1 Βιοχημικοί και μοριακοί μηχανισμοί

Η διαδικασία του PCD περιλαμβάνει έναν επιγενετικό 

αναπρογραμματισμό του κυττάρου, ο οποίος επιφέρει μια ενεργειακά εξαρτώμενη 

αλυσίδα βιοχημικών μεταβολών. Αυτές οι μεταβολές οδηγούν σε ενδοκυττάριες 

μορφολογικές αλλαγές, που έχουν ως αποτέλεσμα τον κυτταρικό θάνατο.
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Μεταβολές σ π ς  ενδοκυττάριες και κυρίως στις ενδοπυρηνικές 

συγκεντρώσεις Ca2+ και Mg2+ είναι π ιθανόν να σχετίζονται με την ενεργοποίηση 

της κατάτμησης του ΟΝΑ α π ό  τις νουκλεάσες κατά τη διάρκεια του PCD (Nicotera 

and Rossi 1994). Η κατάτμηση του DNA είναι φαινόμενο π ο υ  προηγείται του 

θανάτου του κυττάρου σε αντίθεση με τη νέκρωση, ό π ο υ  η αποσύνθεση  του DNA 

συμβαίνει μετά το θάνατο του κυττάρου, α π ό  την απελευθέρω ση τω ν 

λυσοσωμικών ένζυμων.

Τα περισσότερα σ ποπ τω π κ ά  κύτταρα απαιτούν σύνθεση RNA και 

πρω τεϊνώ ν (Tomei and  C ope 1994, Thom pson 1995). Είναι ευρέω ς γνω στή  η 

καθυστέρηση ή η παρεμπόδκτη της α π ό π τω σ η ς  μέσω  αναστολής της 

μακρομοριακής σύνθεσης. Τα "ετοιμοθάνατα" κύτταρα εκφράζουν μεγάλες 

ποσότητες mRfsiA για διάφορα ένζυμα. Επιπρόσθετα , ενεργοποιούνται διάφορα 

ένζυμα σποδόμησης (degradative enzym es), ενώ  οι ρυθμιστικές πρω τεΐνες 

διατηρούν τον έλεγχο της σποτπω τικής αλυσίδας αντιδράσεω ν (A m eisen 1996).

1.2.2 Μηχανισμός και ρύθμιση της απόπτωσης

Κ ύπαρα α π ό  πολυκύτταρους οργανισμούς συτοκστσστρέφονται όταν 

έχουν παραχθεί σε αυξημένο αριθμό, όταν έχουν αναπτυχθεί με ακατάλληλο 

τρόπο, ή όταν έχουν υποστεί γενετική καταστροφή (Abbadie και συν. 1993. Cattin 

και συν. 1993, C oucouvanis και συν. 1995, H aanen  and  V erm es 1996, R oodm an

1996). Η επιβίωσή τους εξαρτάται α π ό  τη συνεχή καταστολή αυτού του 

προγράμματος αυτοκτονίας με σήματα π ο υ  προέρχονται α π ό  άλλα κύτταρα. Η 

α πόπτω σ η  αφορά συνήθω ς διάσπαρτα  εξστομικευμένα κύτταρα σε έναν ιστό.

Υ πάρχουν δύο κύριοι οδοί π ο υ  οδηγούν σε α π όπ τω σ η : α) η  θετική  

ε π α γ ω γ ή  μέσω  της σύνδεσης ενός προσδετικού μορίου (ligand) σ ε υπ ο δο χέα  

της κυτταρικής μεμβράνης και β) η α ρ νη τικ ή  ε π α γ ω γ ή  με την απώ λεια  ενός 

κατασταλτικού σήματος, ό π ω ς  για παράδειγμα  με την ελάττωση μιας τροφικής 

ορμόνης (εικόνες 5,6).

Πολλές ορμόνες, κυτταροκίνες και π αράγοντες ανάπτυξης, είναι γνω σ τό  ό π  

δρουν ω ς  γενικοί ή ειδικοί για κάθε ιστό παράγοντες επ ιβ ίω σης πα ρεμ π οδίζοντα ς 

την έναρξη της α π ό π τω σ η ς. Αντίθετα, πολλοί ορμονικοί π α ρά γοντες επ ά γο υ ν  ή 

ενισχύουν π ς  α π ο π τω π κ ές  διαδικασίες (Πίνακας 5).



Κυτταροκίνη/ >i 
j  Παράγοντας 
f ανάπτυξης | Κυτταρική

μεμβράνη

Εικόνα 5

Ενεργοποίηση της απόπτω σης από έλλειψη κυπαροκίνης

Στο σχήμα 2α φαίνεται το κύτταρο παρουσία κυπαροκίνης και στο 2β απουσία αυτής.

Η αρνητική επαγωγή της απόπτωσης είναι μία πολύπλοκη διαδικασία μετάδοσης σημάτων με 

πολλά στάδια, κατά τα οποία είναι απαραίτητη η σύνθεση πρωτεϊνών. Στην περίπτωση αυτή, τα 

κύπαρα προγραμματίζονται να πεθάνουν όταν σταματούν να λαμβάνουν σήματα επιβίωσης από 

το περιβάλλον τους. Η αρνητική επαγωγή της απόπτωσης με την απώλεια κατασταλτικού 

σήματος αφορά τα μιτοχόνδρια. Η απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια στο 

κυπαρόπλασμα πυροδοτεί την ενεργοποίηση των κασπασών. Η διαπερατότητα της εξωτερικής 

μεμβράνης των μιτοχονδρίων παίζει σημαντικό ρόλο στην επαγωγή απόπτωσης μέσω αυτής της 

οδού. Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια Bcl-2 φαίνεται να ρυθμίζουν τη μεμβρανική 

διαπερατότητα για τα ιόντα και πιθανότατα και για το κυτόχρωμα c.
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Em 0w6
Η απομάκρυνση μιος κυτταροκίνης που otram frci  γιο την κυπαρκή ετηβωση οδηγεί στο 

ακόλουθα αλληλοδιάδοχα γεγονότα:

L την απώλεια της δραστηριότητας της κινόσης ΑΚΤ.

i .  την αποψωσφορυλίωση της πρωτινής Bad ή άλλων ρε6μκπών της δράσης Bd-2/Bd-x.

Μ . τη σύνδεση της πρωτινής Bad στην ττρωπΜ) Bd-x ή Bd>2.

IV . τη διαταραχή της φυσιολογκής λειτουργίας των μποχσνδρίων,

V. την απελευθέρωση του κυτοχρώμστος c.

V I. τη σύνδεση του κυτοχρώματος c  με τον ΑραΜ  με επακόλουθη ενεργοποίηση της

κασττάσης-9,

V II. ενίσχυση του «καταρράκτη» των κοσποσών.

VIN. τη διάσπαση ζωτικών κυτταρκών πρωτεϊνών,

IX. τη δημιουργία αττοτττωπκών σωματιδίων των κυττάρων και τελκά

X. την εξαφάνιση κάθε «Ιχνους» των κυττάρων με την εγκόλττωση των αποτπωηκών 

σωματιδίων από γειτονικά κύτταρα ή φαγοκύτταρα.
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Πίνακας 5

Ο ρμ ο νικ ο ί π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  π ο υ  ρ υ θ μ ίζο υ ν  τη ν  α π ό π τ ω σ η

ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΠΙΘΑΝΟΙ ΠΡΟΑΓΩΓΕΙΣ

Τεστοστερόνη Γλυκοκορτικοειδή

Οιστραδιόλη Προγεστερόνη

Προγεστερόνη Θυρεοειδικές ορμόνες

Παράγοντες ανάπτυξης Ελάττωση παραγόντων

(EGF, IGF-1, NGF, PDGF) ανάπτυξης

Ιντερλευκίνες TGF-β

GH TNF

Προλακτίνη Fas ligand

Γοναδοτροφίνες
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Παράγοντες ό π ω ς  η ιονίζουσα ακτινοβολία ή τοξίνες π ο υ  προκαλούν 

καταστροφή του DNA, ενεργοποιούν άμεσα την "κοινή οδό* επ α γω γή ς 

αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου, μηχανισμός π ο υ  προστατεύει τα κύτταρα α π ό  

ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό ή ανάπτυξη και σχηματισμό νεοπλασμάτω ν 

(Hermeking 1994, Sheikh και συν. 1995).

Η θετική επαγω γή της α π ό π τω σ η ς επιτυγχάνεται με κυτταρικούς 

υποδοχείς ή/και διαλυτά προσδεπκά μόρια (ligands). Ο  περισσότεροι α π ό  αυτούς 

τους « υ π ο δ ο χ ε ίς  θανάτου»  έχουν δομικές ομοιότητες με την υπεροικογένεια 

υποδοχέα  του TNF (tumor necrosis factor receptor superfamily). Με τη σύνδεση 

των προσδεπκώ ν μορίων σε τέτοιους υποδοχείς, ό π ω ς  στον TNFR1 ή στον F as, 

τα αποπτω τικά σήματα μεταβιβάζονται σε μόρια-προσαρμοστές (adaptor 

m olecules) και οδηγούν στην ενεργοποίηση ενζύμω ν π ο υ  έχουν δομική ομοιότητα 

με το μετστρεπτικό ένζυμο της Ιντερλευκίνης 1β (ICE, Interleukin-1β Converting 

Enzym e) (Lee και συν. 1995, N agata 1996, Akcali και συν. 1996. Muller και συν. 

1995, Parrizas and  LeRoith 1997).

Ο λες αυτές οι οδοί σημάτω ν ρυθμίζονται σε διάφορα επ ίπεδα . Στους 

υποδοχείς θανάτου μπορούν να συνδεθούν προσδεπκά  μόρια ή και 

ανταγωνιστικές πρω τεΐνες κυττάρων ή ιών και να αναστείλουν τον κυτταρικό 

θάνατο μέσω των οδώ ν σημάτω ν τω ν TRAOO και FADD και μέσω  

ανενεργοποίησης τω ν ICE-iike πρω τεα σ ώ ν (Wilson και συν. 1994, R otonda και 

συν. 1996, Porter and  Janicke 1997, Cryns an d  Yuan 1998).

Η «κοινή οδός» π ο υ  επάγει τον κυτταρικό θάνατο περιλαμβάνει ομάδα 

πρω τεολυπκώ ν ενζύμων π ο υ  ονομάζονται κ α σ π ά σ ε ς . Τα ένζυμα αυτά 

ενεργοποιούν με τη σειρά τους διάφορα συστήματα ενζύμω ν και τελικά τις 

νουκλεάσες π ο υ  προκαλούν κατάτμηση του χρω μοσω μικού DNA (Xue and  

Horvitz 1997, C heng και συν. 1997). Αλλη σημαντική επ ίδραση τω ν κα σ π α σ ώ ν 

είναι η μεταβολή της μποχονδριακής λειτουργίας, π ο υ  οδηγεί σε ελάττωση της 

πα ραγω γής ενέργειας (Thom berry και συν. 1997). Το σύνολο αυτώ ν τω ν 

επ ιδράσεω ν οδηγεί στις χαρακτηριστικές φαινοτυπικές αλλαγές της α π ό π τω σ η ς , 

τη δημιουργία μαλακής προσεκβολής (blobbing) στην κυτταρική μεμβράνη, τη 

συμπύκνω ση του πυρήνα και την κατάτμηση του DNA.

Η αρνητική επα γω γή  της α π ό π τω σ η ς  με την απώ λεια  κατασταλπκού 

σήματος αφορά τα μιτοχόνδρια (G reen and  R eed  1998). Η α πελευθέρω σ η  του 

κυτοχρώματος c  α π ό  τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα πυροδοτεί την
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ενεργοποίηση των κασπασών (Liu και συν. 1996). Η διαπερατότητα της 

εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων παίζει σημαντικό ρόλο στην επαγωγή 

απόπτωσης μέσω αυτής της οδού. Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια 

Bcl-2 φαίνεται να ρυθμίζουν τη μεμβρανική διαπερατότητα για τα ιόντα και 

πιθανότατα και για το κυτόχρωμα c (Reed 1997). Παρόλο που οι πρωτείνες αυτές 

μπορούν από μόνες τους να σχηματίσουν διαύλους σε μεμβράνες, οι ουσιαστικοί 

μοριακοί μηχανισμοί μέσω των οποίων ρυθμίζουν τη διαπερατότητα των 

μιτοχονδρίων και την απελευθέρωση ουσιών δεν είναι απόλυτα διευκρινισμένοι. 

Κάποια από τα μέλη της οικογένειας Bcl-2 (αντι-αποπτωτικά), όταν 

υπερεκφράζονται, αναστέλλουν την απόπτωση, ενώ άλλα (προ-αποπτωτικά), 

στην ίδια περίπτωση, προκαλούν επαγωγή του προγραμματισμένου κυτταρικού 

θανάτου (Rheaume και συν. 1997, Hakem και συν. 1998, Kuida και συν. 1998). Η 

αναλογία αυτών των δύο ομάδων πρωτεϊνών είναι αυτή που καθορίζει κάθε φορά 

την ευαισθησία των κυττάρων στην επαγωγή απόπτωσης.

Η αρνητική επαγωγή της απόπτωσης είναι μία πολύπλοκη διαδικασία 

μετάδοσης σημάτων με πολλά στάδια, κατά τα οποία είναι απαραίτητη η σύνθεση 

πρωτεϊνών. Στην περίπτωση αυτή, τα κύτταρα προγραμματίζονται να πεθάνουν 

όταν σταματούν να λαμβάνουν σήματα επιβίωσης από το περιβάλλον τους 

(Jacobson και συν. 1997). Το γεγονός αυτό είναι πολύ σημαντικό αφού εμποδίζει 

την ανάπτυξη κυττάρων εκτός της κατάλληλης γι’ αυτά περιοχής και εξαλείφει 

κύτταρα με λειτουργίες που δε συμβάλλουν στην επιβίωση του οργανισμού. Το 

φαινόμενο αυτό παρατηρείται στους νευρώνες, οι οποίοι οδηγούνται αυτόματα σε 

απόπτωση όταν σταματούν να λαμβάνουν ηλεκτρικά ερεθίσματα ή όταν 

υποβληθούν σε στέρηση νευροτροφικών παραγόντων (Marsters και συν. 1999). 

Επίσης, εκτός από τα εξωτερικά σήματα, τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να 

λαμβάνουν και εσωτερικά σήματα. Όταν συμβεί μια εσωτερική βλάβη η οποία δεν 

είναι δυνατόν να διορθωθεί, το κύτταρο οδηγείται σε απόπτωση. Παρόμοιος 

μηχανισμός παρατηρείται και όταν το κύτταρο λαμβάνει ταυτόχρονα αντιφατικά 

σήματα για κυτταρικό πολλαπλασιασμό ή διακοπή του κυτταρικού κύκλου 

(Jacobson και συν. 1997).

Κατά τη θετική επαγωγή της απόπτωσης (instructive  ap o p to s is ), οι 

μηχανισμοί σημάτων οδηγούν το κύπαρο άμεσα στο θάνατο. Αυτό 

πραγματοποιείται κατά την εξάλειψη των ενεργοποιημένων περιφερικών Τ-
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κυπά ρω ν π ο υ  έχει ω ς  αποτέλεσμα τη διατήρηση της ομοιόστασης τω ν 

λεμφοκυττάρων στην περιφέρεια (N agata 1997).

1.2.3 Ορμονική ρύθμιση της απόπτωσης

Η απόφαση ενός κυπάρου  να υποστεί προγραμματισμένο κυπαρικό 

θάνατο μπορεί να επηρεαστεί α π ό  ποικίλα ερεθίσματα, ό π ω ς  είναι: μια ιϊκή 

λοίμωξη, μεταβολικές διαταραχές (ό π ω ς απότομες μεταβολές στις συγκεντρώσεις 

Glc), η θερμότητα, η ακτινοβολία, οι τοξίνες, τα φάρμακα, οι κυπαροκίνες. οι 

στεροειδικές και οι πεπτιδικές ορμόνες (Van dor Bosch και συν. 1992. Fletcher- 

Chiappini και συν. 1993, Jo  και συν. 1993, H enriksen και συν. 1995. iw ahashi και 

συν. 1996. Cutoio και συν. 1996, A m sterdam  και συν. 1997).

Στη ρύθμιση της α π ό π τω σ η ς μεσολαβούν πολλοί παράγοντες σε πολλά 

επ ίπεδα  του κυπαρικού μεταβολισμού και της κυπαρικής βιολογίας.

Πολλές ορμόνες, ό π ω ς  οι κυπαροκίνες και παράγοντες ανάπτυξης, δρουν 

ω ς  γενικοί ή ειδικοί για κάθε κ π ό  παράγοντες επιβ ίω σης παρεμποδίζοντας την 

έναρξη της α π ό π τω σ η ς (εικόνες 5.6). Αντίθετα, κάποιοι παράγοντες ανάπτυξης
φ

και ορμόνες προκαλούν ή διευκολύνουν τον προγραμματισμένο κυπαρικό  θάνατο 

κάτω α π ό  φυσιολογικές ή και παθολογικές συνθήκες (πίνακας 5). Αντίστροφα, η 

α π όπ τω σ η  τροποποιεί τη λειτουργία και τη λειτουργική ακεραιότητα πολλώ ν 

ενδοκρινών αδένω ν και κ υ π ά ρ ω ν  π ο υ  είναι ικανά να συνθέσουν και να εκκρίνουν 

ορμόνες. Επιπλέον, η παράταση της πρώ ιμης φυσιολογικής διαδικασίας του 

προγραμματισμένου κυπαρικού θανάτου παίζει ρόλο-κλειδί στην πσθογένεια  

ασθενειών που  αφορούν ενδοκρινείς αδένες (K eiss and  G altaher 1998).

Το π ιο  σημαντικό είναι όπ , σύμφω να με νέα δεδομένα, σε συτοάνοσες 

ασθένειες του ενδοκρινικού συστήματος, ό π ω ς  η αυτοάνοση θυρεοειδοπάθεια  και 

ο  ΣΔ τύπου 1, το ανοσολογικό σύστημα δεν έχει μόνο του την τελική "ευθύνη* της 

καταστροφής του οργάνου (Ανδρίκουλά και Τσατσούλης 2000, Ανδρίκουλα και 

Τσατσούλης 2001). Είναι π ιο  π ιθανό  ό π  τα κύπαρα-σ τόχος (θυρεοειδικά ή β- 

κύτταρα τω ν νησιδίων του παγκρέατος) "αυτοκτονούν" μέσω  α π ό π τω σ η ς  (Arscott 

and Baker 1998, Foulis και συν. 1996, Chervonsky και συν. 1997).

Η κατανόηση του τρόπου με τον οπο ίο  οι ορμόνες επη ρεάζουν την 

επαγω γή α ποπτω υκού  κυπαρικού θανάτου και αντίστροφα, του τρόπου  με τον 

οπο ίο  η α π ό π τω σ η  επηρεάζει τη λειτουργία τω ν ενδοκρινώ ν α δένω ν είναι βασική
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για την πρόληψη και αντιμετώπιση ασθενειών που αφορούν σε ιστούς του 

ενδοκρινικού συστήματος.

1.2.4 Γονίδια που σχετίζονται με την απόπτωση

Ο  μεγάλος αριθμός των γο ν ιδ ίω ν  π ο υ  σ χ ετίζο ντα ι μ ε  τη ρ ύ θ μ ισ η  της  

α π ό π τω σ η ς  μπορούν να ταξινομηθούν σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: α̂  τα  

επ α γ ω γ ικ ά , όπως η οικογένεια των γονιδίων ICE που κωδικοποιούν το 

μετατρεπτικό ένζυμο Ιντερλευκίνης-1β ((lnterleukin-1 β Converting Enzyme) 

(Steller 1995), τα γονίδια ced-3, ced-4, bax, bcl-xS, bad κ.α, β) τα  ανα σ τα λτικά , 

όπως τα bcl-2, bcl-xL, bcl-w, nrl3 κ.α, και γ) το υ ς  π α ρ ά γ ο ν τες  μ ετα γ ρ α φ ή ς  c-myc, 

ρ53, p21/waf-1, c-fos, jun, cdc25 κ.α (πίνακας 6).

Κεντρικό ρόλο στην απόπτωση παίζουν και τα γονίδια fas και fas ligand, τα 

οποία κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες Fas και Fas ligand (Nagata 1996). In vivo 

αλλά και in vitro μελέτες έδειξαν συμμετοχή των πρωτεϊνών Fas/Fas ligand στην 

κλωνική εξάλειψη αυτοαντιδρώντων Τ-κυττάρων σε περιφερικά λεμφικά όργανα 

και στην εξάλειψη ενεργοποιημένων Τ-κυπάρων μετά από την αντίδρασή τους με 

ξένα αντιγόνα (Crispe 1994) (εικόνα 2). Τελευταία διαπιστώθηκε έκφραση των 

πρωτεϊνών Fas/Fas ligand και σε θυρεοειδικά κύπαρα και πιθανολογείται η 

συμμετοχή της οδού Fas στην παθογένεια αυτοάνοσων θυροειδικών αλλά και 

άλλων παθήσεων του ενδοκρινικού συστήματος (Winqvist και συν. 1996, 

Chervonsky και συν. 1997, Mitsiades και συν. 1998).

Από τους πιο σημαντικούς τελεστές (effectors) της απόπτωσης είναι και η 

οικογένεια γονιδίων IC E  (εικόνα 7). Η πρωτεΐνη ICE εμφανίζει ομολογία με την 

πρωτεΐνη CED3 (Cell Death protein 3) του νηματοειδούς σκώληκα C. elegans 

από τη μελέτη του οποίου προέκυψαν οι περισσότερες γνώσεις μας πάνω στην 

απόπτωση. Όταν τα γονίδια ced3 (cell death gene 3) ή ced4 (cell death gene 4) 

του C.elegans απενεργοποιούνται, τα κύπαρα, τα οποία φυσιολογικά πεθαίνουν 

κατά την ανάπτυξη, επιβιώνουν. Η υπερέκφραση του γονιδίου ICE διαπιστώθηκε 

ότι προκαλεί απόπτωση ινοβλαστών και νευρικών κυττάρων. Η αποπτωτική 

δράση του γονιδίου ICE αναστέλλεται από την έκφραση του bcl-2 και του γονιδίου 

crmA (cow-pox virus gene, Cytokine response modifier A). Η πρωτεΐνη που 

κωδικοποιείται από το γονίδιο crmA είναι ειδικός αναστολέας της πρωτεΐνης ICE. 

Επομένως, μπορούμε να υποθέσουμε ότι στην απόπτωση που παρατηρείται
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κατά την ανάπτυξη τω ν σπονδυλω τώ ν, η πρω τεΐνη  ICE παίζει παρόμοιο  ρόλο με 

αυτό της CED3 στην ανάπτυξη του C .elegans (Strobe! και συν. 1996, B oudreau 

και συν. 1995, Pronk και συν. 1996). Έ να  δυνητικό υπόσ τρω μ α  για τις πρω τεά σ ες 

ICE/CED3 κατά τη διαδικασία της α π ό π τω σ η ς  είναι η πολυ-Α Ο Ρριβο- 

πολυμεράση PARP (poiy-ADP-ribose polym erase), ένζυμο π ο υ  σχετίζεται με την 

επιδιόρθωση του DNA και την προστασία της ακεραιότητας του γενώ ματος. Η 

πρω τεόλυση του ένζυμου PARP α π ό  ένα ένζυμο της οικογένειας ICE έχει ω ς  

αποτέλεσμα την μη επιδιόρθωση του DMA και την έναρξη της α π ό π τω σ η ς  

(Tanaka και συν. 1984).

Εκτός όμω ς α π ό  τα π α ρ α π ά νω  γονίδια, π ο υ  η έκφρασή τους προκαλεί 

ενεργοποίηση της α π ό π τω σ η ς, ενδιαφέρον παρουσ ιάζουν και γονίδια τω ν 

οπο ίω ν η έκφραση αναστέλλει τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, τα 

λεγάμενα ανασ ταλτικά  σ π οπ τω τικά  γονίδια.

Στην κατηγορία αυτή σημαντική θέση κατέχουν τα γονίδια π ο υ  

κωδικοποιούν μέλη της οικογένειας πρω τεϊνώ ν Bd~2 (P am z a s  and  LeRoith 1997,

Kumar 1997). Η οικογένεια των πρω τεϊνώ ν B d-2  έχει έναν κεντρικό ρόλο στην 

ρύθμιση της α π ό π τω σ η ς και συσχετίζεται με την παθογένεια  πολλώ ν ασθενειώ ν.

Μελέτες του γονιδίου b d -2  αποκάλυψ αν ότι αλληλεπιδρό και με ένα άλλο γονίδιο, 

π ο υ  ονομάζεται b ax  και κωδικοποιεί την πρω τεΐνη  Bax (B d-2 a sso c ia te d  χ 

protein). Η πρω τεΐνη αυτή, π ο υ  ανήκει στην ίδια οικογένεια πρω τεϊνώ ν με την B d- 

2, σχηματίζει ετεροδιμερή με αυτή. Η αναλογία των ετεροδιμερώ ν B d-2/B ax 

καθορίζει την επιβίω ση τω ν κυττάρων ύστερα α π ό  ένα σ ποπτω τικά  ερέθισμα, 

ό π ω ς  για παράδειγμα ύστερα α π ό  την ελάττωση ενός παράγοντα  ανάπτυξης. 

Συγκεκριμένα, σε αναστολή της έκφρασης του γονιδίου bd-2 , η διέγερση της 

α π ό π τω σ η ς απαιτεί την έκφραση του γονιδίου bax. Ο τα ν ό μ ω ς συνεκφράζονται 

τα γονίδια b d -2  και bax. η πρω τεΐνη  Bax ενώνεται με την B d-2  και έτσι 

εξουδετερώνεται η δράση τω ν γονιδίω ν αυτώ ν στην α π ό π τω σ η . Η αποτυχία  

σύνδεσης της πρω τεΐνης Bax γύρω  α π ό  την B d-2  προκαλεί την έναρξη της 

α πόπ τω σ η ς, καθώ ς επ ίσης και τη δημιουργία Bax ομοδιμερώ ν (Ottvai και συν.

1993) (εικόνα 8).

Το πρω το-ογκογονίδιο c-m yc  και το γονίδιο ρ53  φαίνεται ό π  πα ίζουν 

σημαντικό ρόλο στην α π ό π τω σ η . To c-m yc φαίνεται ότι μπορεί να  διεγείρει τόσο 

τον πολλαπλασιασμό όσ ο  και την α π ό π τω σ η , η επιλογή ό μ ω ς ενός κυττάρου για 

την είσοδο σε μία α π ό  π ς  δύο  πορείες καθορίζεται α π ό  άλλα σήματα,
;.ΐ»ΒΑ/θΛι
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Εικόνα  7

Συμμετοχή της οικογένειας IC E  στην απόπτωση

Η οικογένεια πρωτεϊνών ICE (Interleukin-converting enzyme) παίζει κύριο ρόλο στην αποπτωτική 

διαδικασία. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν πολλαπλά υποστρώματα συμπεριλαμβανομένου του 

πρωταρχικού τους υποστρώματος, της IL-1 β. Η ενεργοποίηση των ενζύμων ICE ελέγχεται από 

την καταστροφή του DNA, την έλλειψη παραγόντων ανάπτυξης και από granzymes.
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.  EmPvo 8

Αλληλεπίδραση πρωτεϊνών B d-2/B ax

Η πρωτεΐνη Bd-2 ορο&ρερίζεται ή σχημστίζα ετεροδιρερή pc την πρωτεΜ) Bax pc την οποίο 

σχετίζονται στενά. Η αναλογία ρεταξύ ομο&μερών και ετερο&ρερών είναι αυτή που καθορίζει εάν 

τα κύτταρα θα εισίλθουν ή όχι στην αποπτωηκη tobm aoki
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Πίνακας 6

Γονίδια που ενέχονται στον αποπτωτικό μηχανισμό

• Επαγωγικά
Γονίδια οικογένειας ICE 
ced-3, ced-4 
fas, fas ligand 
bax, bak, bok, bik, 
bcl-xS, bad, bid 
bim, nip3, nix

•  Ανασταλτικά 
ced-9
bcl-2, bcl-xL, bcl-w 
mcl-1, crmA, nrl-3 

• Παράγοντες μεταγραφής 
p53
p21/waf
c-myc
c-fos
jun
cdc25

Πίνακας 7

Οι υποδοχείς της οικογένειας TNF και τα αντίστοιχα προσδετικά μόρια που
συνδέονται με αυτούς

Υποδοχέας
(Receptor)

Άλλη ονομασία Προσδετικά μόριο 
(Ligand)

Fas CD95, APO-1 Fas ligand, CD95L, APO-1 L
DR4 TRAIL-R1 TRAIL, APO-2L
DR5 TRAIL-R2 TRAIL, APO-2L
DR3 APO-3, WSL-1, 

TRAMP, LARD
APO-3L

DcR1 TRAIL-R3, TRID, LIT TRAIL, APO-2L
DcR2 TRAIL-R4 TRAIL, APO-2L
TNFR1 — TNFa, Lymphotoxin a
TNFR2 — TNFa, Lymphotoxin a
LT-PR — Lymphotoxin β
CD40 — CD40L, CD154, TRAP, gp39
CD30 — CD30L
CD27 — CD27L, CD70
NGF-R1 — NGF
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όπως η παρουσία αυξητικών παραγόντων. Η επαγωγή της απόπτωσης μέσω 

ενεργοποίησης του γονιδίου o-myc απαιτεί την παρουσία λειτουργικής πρωτεΐνης 

Ρ53. Η συνεχής έκφραση του γονιδίου c-myc αυξάνει την ευαισθησία των 

κυττάρων στην απόπτωση που επάγεται από πς πρωτεΐνες θερμικού shock (heat 

shock proteins), την κυκλοεξιμίδη καθώς επίσης και από μια σειρά ανηκαρκινικών 

παραγόντων (Hermeking and Eick 1994).

Το γονίδιο p53 χαρακτηρίζεται ως ογκοκαταστΓλτικό. γιατί η έκφρασή του 

και η παραγόμενη πρωτεΐνη Ρ53 έχει την ικανότητα να διακόπτει τον 

πολλαπλασιασμό και να κατευθύνει το κύτταρο στη διαδικασία διαφοροποίησης. 

Μεταλλάξεις του γονιδίου ρ53 είναι συχνές σε κάποιους τύπους καρκίνου, όπως 

στον καρκίνο του μαστού. Ενώ ο φυσιολογικός τύπος της πρωτεΐνης Ρ53 

παρεμποδίζει την κυτταρική ανάπτυξη in vitro, η Ρ53 πιστεύεται ότι δεν επηρεάζει 

άμεσα την επαγωγή της απόπτωσης σε πολλά είδη κυττάρων (Hermeking and 

Eick 1994, Harrington και συν. 1994). Μεταλλάξεις στο γονίδιο ρ53 μπορούν να 

προκαλέσουν «αθανασία» των κυττάρων με παρεμπόδιση της απόπτωσης και 

τελικά τη δημιουργία όγκων. Η πρωτεΐνη P21/WAF σπεδείχθη σημαντικός 

καθοδικός τελεστής (downstream effector) της Ρ53 και πιθανός αναστολέας των 

κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (Sheikh και συν. 1995).

1.2.5 Υπεροικογένεια υποδοχέων του Παράγοντα Νέκρω σης των

Όγκων TNF

Οι υποδοχείς θανάτου που γνωρίζουμε μέχρι σήμερα είναι μέλη της 

υπεροικογένειας του υποδοχέα του Παράγοντα Νέκρωσης των Όγκων TNF 
(Τumor Necrosis Factor Receptor Superfamity-TNFR) (πίνακας 7). Τα μέλη της 

οικογένειας αυτής χαρακτηρίζονται από την παρουσία παρόμοιων εξωκυττάριων 

περιοχών, οι οποίες είναι πλούσιες σε κυστείνη (εικόνες 9,10). Οι υποδοχείς 
θανάτου αποτελούν υποομάδα της υπεροικογένειας υποδοχέων TNFR, με μια 

ομόλογη κυτταροπλασμσπκή περιοχή 80 αμινοξέων, η οποία ονομάζεται 

«περιοχή θανάτου» DD (“death domain") (Τartaglia και συν. 1993) και συμμετέχει 

στην απόπτωση. Οι περιοχές θανάτου επιτρέπουν στους υποδοχείς θανάτου να 

συνδεθούν με τον αποτπωπκό μηχανισμό, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις είναι 

διαμεσολαβητές και σε λειτουργίες δκκρορεπκές από την απόπτωση, όπως στην
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Εικόνα 9
Ομολογία μελών της οικογένειας TNF

Τα εικονιζόμενα μέλη της οικογένειας TNF (tumor necrosis factor) περιέχουν μία ομόλογη 

κυτταροπλασματική περιοχή 80 αμινοξέων, η οποία ονομάζεται «περιοχή θανάτου» DD (death 

domain).
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Περιοχές κινάσης

Εικόνα 10

Ο  υποδοχέας Fas και άλλες π ρώ τευες μ ε περιοχές θανάτου

Η «περιοχή θανάτου» DO του υποδοχέα Fas/Apol/C095 βρέθηκε και στον υποδοχέα TNFR1, 

στο μόριο-προσαρμοστή FADD (Fas-assoaated Death Domain) και στην πρωτείνη RIP (Fas 

Receptor Interacting Protein). To μόριο FADD συνδέεται με τον υποδοχέα Fas/Apo1 μέσω των 

ομολόγων περιοχών θανάτου.
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ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ (nuclear factor-κΒ). Είναι 

ακόμη γνωστό ότι κάποια μ ό ρ ια -π ρ ο σ α ρ μ ο σ τές  (adaptor molecules) περιέχουν 

και αυτά περιοχές θανάτου προκειμένου να μεταβιβάζουν σήματα από τους 

υποδοχείς θανάτου.

Στη διεθνή βιβλιογραφία μέχρι σήμερα, αναφέρονται οι υποδοχείς F a s  

/C D 9 5 /A p o 1  και ο τύπου 1 υποδοχέας του TNF ή T N F R 1  (TNF-receptor 1, 

αναφερόμενος και ως CD120a ή ρ55), ο D R 3  (death receptor 3) ο οποίος 

αναφέρεται και ως Αρο3, TRAMP, LARD ή WSL-1 (Ashkenazi and Dixit 1998). 

Άλλοι τέτοιοι υποδοχείς είναι ο C A R 1  (Brojatsch και συν. 1996), ο D R 4  (death 

receptor 4, αναφερόμενος και ως TRAIL-R1) (Pan και συν. 1997) και ο D R 5  (που 

αναφέρεται και ως Αρο2, TRAIL-R2, TRICK 2 ή KILLER) (Sheridan και συν.

1997) (πίνακας 7).

Ο ρόλος των υποδοχέων Fas, TNFR1 και DR3 είναι να μεταβιβάζουν τα 

αποπτωτικά σήματα μέσω του μορίου-προσαρμοστή F A D D /M o r t  1 (Fas- 

associated Death Domain), που περιέχει «περιοχή θανάτου» (Boldin και συν. 

1996) (εικόνα 10). Ο υποδοχέας Fas συνδέεται στο FADD άμεσα, ενώ οι TNFR1 

και DR3 συνδέονται σ’αυτό έμμεσα μέσω ενός άλλου μορίου-προσαρμοστή που 

λέγεται T R A D D  (TNF-Receptor-associated Death Domain) (Hsu και συν. 1995). 

Επίσης, ο FADD περιέχει μια περιοχή θανάτου « d e a th  e ffe c to r  d o m a in »  (D E D ),  

που συνδέεται με ανάλογη περιοχή της προκασπάσης-8 (Boldin και συν. 1996) 

(εικόνα 11). Ύστερα από τη μετάδοση του σήματος μέσω του FADD, ο 

ολιγομερισμός της κασπάσης-8, που είναι και γνωστή ως F L IC E  (FADD-like ICE) 

ή M A C H  οδηγεί στην ενεργοποίησή της μέσω αυτο-διάσπασης (Muzio και συν.

1998) . Αυτό έχει ως αποτέλεσμα η κασπάση-8 να ενεργοποιεί καθοδικές 

(downstream) κασπάσες-τελεστές όπως είναι η κασπάση-9, οδηγώντας το 

κύτταρο στην απόπτωση. Μελέτες σε επίμυες, που δεν διαθέτουν το γονίδιο 

FADD (Zhang και συν. 1998), έδειξαν ότι αυτό το μόριο-προσαρμοστής είναι 

απαραίτητο για την επαγωγή της απόπτωσης μέσω των Fas, TNFR1 και DR3.

α. Υ π ο δ ο χ έ α ς  θ α ν ά το υ  F a s  (F as  D eath  R ec e p to r)

To γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Fas καταλαμβάνει κατά 

προσέγγιση 25kb στο μακρύ σκέλος του ανθρωπίνου χρωμοσώματος 10 (Liu και
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συν. 1995) και σποτελεΐται α π ό  εννέα εξόνκχ. τα ο πο ία  διαχωρίζονται α π ό  οκτώ  

ιντρόνια (εικόνα 12) (Behnmann και συν. 1994).

Το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνω σης κωδικοποιεί μια πρω τεΐνη  335 αμινοξέων. 

Αναφέρεται ότι η ώριμη πρω τεΐνη ξεκινά στο 17° αμινοξύ (Arg) σε σειρά α π ό  το 

εναρκτήριο κωδικόνιο. έτσι το ώ ριμο αντιγόνο F a s  θα  π ρ έπ ε ι να  αποτελείται α π ό  

319 αμινοξέα με MB 36000. Περιέχει μία επέκταση (stretch) 17 μη φορτισμένω ν 

αμινοξέων π ο υ  εκτείνεται α π ό  τη Leu-154 έω ς τη Val 170. και ακολουθείται α π ό  

τρία βασικά αμινοξέα. Αυτές οι ιδιότητες συμβαδίζουν με αυτές π ο υ  

παρατηρούνται στο διαμεμβρανικό τμήμα πολλώ ν πρω τεϊνώ ν (Sabatini και συν. 

1982) και υποδηλώ νουν ότι το αντιγόνο F a s  αποτελείται α π ό  μια εξωκυττάρια 

περιοχή 157 αμινοξέων. μια διαμεμβρσνική περ ιοχή  17 αμινοξέω ν και μια 

κυτταροπλσσμστική περιοχή 145 αμινοξέων.

Επομένω ς, η πρωτεΐνη F as  είναι διαμεμβρανική πρω τεΐνη  τύπου  I με MB 

45  kDa (N agata 1994). η οποία  διαθέτει μία σημστοδοτική αλληλουχία (signal 

seq u en ce) στο αμινοτελικό της άκρο (N-temninus), ένα εξω κυπάριο  τμήμα με 

τρεις πλούσιες σε κυστέϊνη υ ποπερ ιοχές. (subdom ains), ένα υδρόφ οβο  

διαμεμβρανικό τμήμα και μία κυτταροπλσσμστική ουρά στο καρβοξυτελικό της 

άκρο (C-terminusKItoh και συν. 1991). Ο» ιδιότητες αυτές είναι χαρακτηριστικές 

μιας μεμβρανικής πρω τεΐνης τύπου  1 και ανευρίσκονται σ υχνά  σε πολλούς 

υποδοχείς παραγόντω ν ανάπτυξης (W aterfieid 1989).

Ο υ π ο δο χέα ς F a s  (μέλος 6  της υπεροικογένειας TNFR) εμφανίζει 

αξιοσημείωτη ομοιότητα στην εξωκυττάρια περ ιοχή  του με την πρω τεΐνη  NGFR 

(Nerve Growth Factor R eceptor) (Johnson  και συν. 1986). ό π ω ς  και με τους 

υποδοχείς του TNF τόπου  1 και 2 (Schalt και συν. 1990, Smith και συν. 1990), το 

B-κυτταρικό αντιγόνο CD40 (Stam enkovic και συν. 1989) και το Τ-κυτταρικό 

αντιγόνο 0X 40 (Mallett και συν. 1990). Οι παράγοντες TNFRs, NGFR και CD 40 

έχουν τέσσερις πλούσιες σε κυστέϊνη υπο π ερ ιο χές , ενώ  τα αντιγόνα F a s  και 

0X 40  έχουν μόνο τρεις όμοιες υποπερ ιοχές . Ε π ίσης, η κυτταροπλασματική 

περ ιοχή  του αντιγόνου F as  εμφανίζει αξιοσημείωτη ομοιότητα με τις αντίστοιχες 

π ερ ιοχές τω ν α νπγόνω ν TNFR τόπου  1 και CD40 (Itoh και συν. 1991) (εικόνα 9).

Η πρω τεΐνη F as  εκφράζεται σε δ ιαφ όρους ιστούς (συμπεριλαμβανομένω ν 

των: θύμου αδένα, ήπατος, σπληνός, καρδιάς, π νευ μ ό νω ν  και θυρεοειδούς 

αδένα) και σε ποικιλία κυτταρικών τύπ ω ν , ό π ω ς  είναι τα ενεργοποιημένα  Τ- και Β- 

λεμφοκύτταρα (Itoh και συν. 1991).
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Εικόνα 11
Επαγωγή απόπτωσης μέσω αλληλεπίδρασης Fas-FasL

Μετά τη σύνδεση του Fas ligand/CD95L στον υποδοχέα Fas/CD95 και τον τριμερισμό του Fas, το 
αποτττωτικό σήμα μεταβιβάζεται μέσω του μορίου-προσαρμοστή FADD στην προκασπάση-8. 
Αυτή κατά την ενεργοποίησή της μετατρέπεται σε κασπάση-8 και ενεργοποιεί άλλες κασπάσες- 
τελεστές που οδηγούν τελικά το κύτταρο σε απόπτωση.
(FAOD: Fas-associated Death Domain, DD: Death domain, DED: Death Effector Domain)
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Μελέτες α π ό  διαφορετικές ερευνητικές ομάδες (Y onehara και συν. 1989, 

Trauth και συν. 1989, ttoh και συν. 1991) έδειξαν ότι ο  υ π ο δ ο χέα ς  F a s  επάγει 

σποτπω τικό θάνατο σε κύπαρσ  που  τον εκφράζουν στην εττκράνειά τους, μετά 

α π ό  σύνδεσή του με anti-Fas αντίσωμα, ή το προσδετικό του μόριο FasL.

Ο π ω ς  είναι γνω στό και για το σύστημα TNF, το προσδετικό μόριο F a s t ,  

(Banner και συν. 1993), είναι ομοτριμερές. Συνδέεται, δηλαδή, με τρεις υπ οδοχε ίς  

F as (Smith και συν. 1994) (εικόνα 11) και επάγει τον τριμερισμό του υπ ο δο χέα  

αυτού, ώστε να μεταδοθεί το σποτπω τικό σήμα. Η σύνδεση αυτή οδηγεί στη 

δημιουργία συμπλέγματος των περ ιοχώ ν θανάτου (DD) τω ν υ π ο δο χέω ν . 

Ακολουθεί η σύνδεση του μορίου-προσαρμοστή FADD μέσ ω  της δικής του 

περιοχής θανάτου (0 0 )  με το σύμπλεγμα τω ν περ ιοχώ ν θανάτου (DOs) τω ν 

υποδοχέω ν. Ο π ω ς  αναφέρθηκε πιο πάνω , η πρω τεΐνη FAOO διαθέτει και μια 

περιοχή, τη "death effector domain"(DED). Πρόκειται για τμήμα μιας περ ιοχής 

π ο υ  ονομάζεται C A R D  (C asp ase  Activation and  Recruitm ent Domain) και 

συναντάται σε διάφορες κασπάσες. ό π ω ς  η κασπάση-2. -8, -9 και -10 (Hofm ann 

και συν. 1997). Ο ολιγομερισμός της κασ πόσης-8  μέσω  του FADD οδηγεί σε 

ενεργοποίηση της ίδιας και των υ π ο λ ο ίπ ω ν  κ ο σ π α σ ώ ν με κατάληξη τον 

σποτπω τικό κυπαρικό θάνατο.

β. Προσδετικό μόριο Fas Ligand

Το προσδετικό μόριο του υ ποδοχέα  F as , το μόριο F a s  ligand (F a s t)  

(γνωστό και ω ς  C095L, ή C 0178) κωδικοποιείται α π ό  το γονίδιο fas ligand π ο υ  

βρίσκεται στο α νθρώ πινο  χρω μ όσ ω μ α  1 (Tum or N ecrosis F actor Ligand 

Superfamily, m em ber 6). Η πρω τεΐνη F a s  Ligand, π ο υ  κωδικοποιείται α π ό  το 

FasL mRNA (1909 bp), είναι διαμεμβρανική πρω τεΐνη  τύπου It με MB 40  kDa και 

εκφράζεται σε κυπαροτοξικά Τ -κύπαρα  ύστερα α π ό  ενεργοποίησή  τους (S u d a  

και συν. 1995) και σε κύτταρα ανοσολογικά προνομ ιούχω ν ιστώ ν (im m une- 

privileged tissues). Για την πρόκληση α π ό π τω σ η ς  είναι απαραίτητη η 

ενεργοποίηση της πρω τεΐνης F a s  είτε μέσω  an ti-F as αντισώ ματος είτε μέσ ω  της 

πρω τεΐνης FasL  (Y onehara και συν. 1989, S u d a  και συν. 1993) (εικόνες 2,3).

Το ανοιχτό πλαίσιο α νάγνω σ ης κωδικοποιεί μια πρω τεΐνη  281 αμινοξέω ν 

με MB 31138. Τα π ρ ώ τα  77 αμινοξέα της πρω τεΐνης είναι πλούσια  σ ε  κατάλοιπα 

(residues) προλίνης. Παρόλο π ο υ  λείπει μια σηματοδοπκή αλληλουχία σ το

•G*
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αμινοτελικό άκρο (N-terminus), η πλούσια σε προλίνη περιοχή ακολουθείται από 

22 υδρόφοβα αμινοξέα, τα οποία προφανώς λειτουργούν ως διαμεμβρανική 

«άγκυρα» (anchor). Η έλλειψη σηματοδοτικής αλληλουχίας και η παρουσία 

εσωτερικής υδρόφοβης περιοχής συνηγορούν στο ότι ο παράγοντας Fas Ligand 

είναι διαμεμβρανική πρωτεΐνη τύπου II. Η ονομαζόμενη εξωκυττάρια περιοχή, στο 

καρβοξυτελικό της άκρο, αποτελείται από 179 αμινοξέα (Suda και συν. 1993).

Η πρωτεΐνη Fas Ligand ανήκει κι αυτή στην υπεροικογένεια TNFR. Ο 

παράγοντας TNFa βρίσκεται, είτε ως τύπου II διαμεμβρανική πρωτεΐνη είτε ως 

διαλυτή κυτταροκίνη (Kriegler και συν. 1988). Τα προσδετικά μόρια των 

υποδοχέων CD40, CD27 και CD30 έχουν ταυτοποιηθεί ως τύπου II 

διαμεμβρανικές πρωτεΐνες σχετικές με τον TNF (Smith και συν. 1993). Η 

αλληλουχία αμινοξέων της πρωτεΐνης Fas Ligand εμφανίζει καθαρή ομολογία με 

τα μέλη αυτής της οικογένειας. Οι ομόλογες περιοχές περιορίζονται στην 

καρβοξυλική περιοχή, δηλαδή στην εξωκυττάρια περιοχή που αλληλεπιδρά με 

τον υποδοχέα. Η κατά ζεύγη σύγκριση των παραπάνω πρωτεϊνών αποδεικνύει 

ότι ο παράγοντας Fas Ligand έχει μεγαλύτερη ομοιότητα προς τους TNFa, ΤΝΡβ 

και ίΤβ , παρά με τα προσδετικά μόρια των υποδοχέων CD40, CD27 και CD30. 

Παρά τη μεγάλη αυτή ομοιότητα, η πρωτεΐνη Fas Ligand δεν έχει ικανότητα 

σύνδεσης με τον υποδοχέα του TNF. Οπως και οι πρωτεΐνες TNFa και ΤΝΡβ 

(Smith και Baglioni 1987), έτσι και η η πρωτεΐνη Fas Ligand λειτουργεί ως 

τριμερές.

Οι υποδοχείς Fas και FasL παίζουν σημαντικό ρόλο, κυρίως σε τρεις 

τύπους φυσιολογικής απότπωσηςια) στην περιφερική εξάλειψη ενεργοποιημένων 

ώριμων Τ-κυττάρων κατά τη λήξη μιας ανοσολογικής αντίδρασης, β) στην 

καταστροφή κυττάρων-«στόχων» (όπως κύτταρα προσβεβλημένα από ιούς ή 

καρκινικά κύτταρα) μέσω των Τ-κυτταροτοξικών κυπάρων και των κυττάρων- 

φυσικών φονιάδων (ΝΚ), και γ) στην εξάλειψη κυττάρων φλεγμονής σε 

ανοσολογικά προνομιακούς ιστούς όπως είναι οι οφθαλμοί και οι όρχεις (Nagata 

and Golstein 1995, Nagata and Suda 1995) (εικόνες 2,3).

Παρόλο που αρχικά εθεωρείτο ότι ο FasL είναι ειδικός για τους λεμφικούς 

ιστούς, οι έρευνες έδειξαν συνεχή έκφρασή του σε ποικιλία μη λεμφικών ιστών, 

όπως η καρδιά και το πάγκρεας (French and Tschopp 1996).

Σε επίμυες αλλά και ανθρώπους με ελλείματα των υποδοχέων Fas και 

FasL (όπως οι μεταλλάξεις Ipr και gld των υποδοχέων Fas και FasL αντίστοιχα σε
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επίμυες) παρατηρήθηκε συσσώ ρευση περιφερικών λεμ φ οκυπά ρω ν και ένα 

θανατηφόρο αυτοάνοσο σύνδρομο με μαζική διόγκω ση λεμφαδένω ν. Επίσης, 

αυτοί οι δύο υποδοχείς εμπλέκονται και στην παθολογική καταστολή του ελέγχου 

π ο υ  ασκεί το ανοσολογικό σύστημα (immune surveillance). Έ χει παρατηρηθεί 

πρόσφατα  η εξάλειψη ογκο-ανπδρασπκώ ν ανοσολογικώ ν κ α π ά ρ ω ν  α π ό  

κάποιους όγκους που  εμφανίζουν συνεχή έκφραση FasL (H ahne και συν. 1996) 

(εικόνα 3).

Αυξημένη έκφραση FasL  διαπιστώ θηκε σε ποικίλες δ ιαταραχές 

πολλαπλασιασμού (proliferative d isorders) (Kato και συν. 1998) και καρκίνους 

(ό π ω ς σε καρκίνο οισοφάγου, ορθοπρω κπκό . ηπστοκυπαρικό  καρκίνωμα, 

σάρκωμα κ.α) (Lee και συν. 1998, N akam oto και συν. 1999. O ’Connell και συν.

1999).

γ. Διαλυτή μορφή υποδοχέα Fas (sFas)

Έ χουν περιγραφεί τουλάχιστον οκτώ  παραλλάγματα (variants) του F a s  

mRNA (full length F as  mRNA: 2755 bp) π ο υ  προ κ ύπ το υν  ο π ό  εναλλακτικό 

μάπσμα (splicing) και κωδικοποιούν εφτά διακριτές ισομορφές της πρω τεΐνης 

F as. Οι ισομορφές, στις οπο ίες λείπει η δκτμεμβρσνική περ ιοχή , είναι ικανές για 

αρνητική ρύθμιση της α π ό π τω σ η ς  π ο υ  επάγεται α π ό  την π λ ή ρ ο υ ς μήκους 

ισομορφή 1 (εικόνα 12).

Οι C heng και συν. (1994) περ ιέγραψ σν αρχικά ένα F a s  mRNA, στο  ο π ο ίο  

λείπει ένα τμήμα 63  νουκλεοτιδίων και το οπ ο ίο  κωδικοποιεί τη διαμεμβρανική 

περιοχή του υποδοχέα  F as. Αυτό το mRNA (γνω στό ω ς  FasATM, 2692 bp), π ο υ  

προκύπτει α π ό  εναλλακτικό μάπσμα και εξάλειψη του εξονίου 6  (ισομορφή 2), 

κωδικοποιεί τη διαλυτή μορφή του F a s  (sF as) (314 αμινοξέα. MB 26 kO) (εικόνα 

12). Η διαλυτή πρω τεΐνη sF a s  έχει την ικανότητα να μπλοκάρει την an ti-F as- 

επαγόμενη α π ό π τω σ η  in vitro και να μεταβάλλει την ανάπτυξη  και τον 

πολλαπλασιασμό των λεμ φ οκυπάρω ν ω ς  απάντηση σε αυτοαντιγόνα in vivo. 

Παρεμποδίζει, σ υ νεπ ώ ς, την αλληλεπίδραση F as-F asL  και μπορεί να  

προστατέψει τα κύτταρα-στόχους α π ό  τη F a s -επσγόμενη α π ό π τω σ η  (εικόνα 13).

Έ να  χρόνο αργότερα, η ίδια ομάδα ερευνητώ ν περιγράφει τρεις νέες 

μορφές F as  mRNA παραγόμενες α π ό  εναλλακπκό μάπσμα και συγκεκριμένα α π ό  

εξάλειψη τω ν εξονίων 3 , 4 , 6  και 7 (Liu και συν. 1995). Τα τρία νέα  παραλλάγματα



του Fas mRNA (εικόνα 12), τα οποία ανιχνεύτηκαν με τη μέθοδο RT-PCR σε 

περιφερικά μονοπύρηνα φυσιολογικού ατόμου, κωδικοποιούν μη λειτουργικά 

πολυπεπτίδια, εξαιτίας της μεταβολής στο αυθεντικό πλαίσιο ανάγνωσης του 

γονιδίου Fas (Fas authentic open reading frame).

Πιο αναλυτικά, η ισομορφή FasA(4,7) χαρακτηρίζεται από την εξάλειψη 

του εξονίου 4 (109 νουκλεοτίδια, από το νουκλεοτίδιο 529-GC ΤΤΑ GAA έως το 

TGC ACC ΑΑ-637) και του εξονίου 7 (83 νουκλεοτίδια, από το νουκλεοτίδιο 763- 

TG AAG AGA έως το ΤΤΑ ΑΑΤ CCT-845). Το νέο πολυπεπτίδιο (ισομορφή 4) 

που κωδικοποιείται από αυτό το παράλλαγμα mRNA (2646 bp), αποτελείται από 

149 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 16646 Da.

Η ισομορφή FasA(3,4) χαρακτηρίζεται από εξάλειψη 247 νουκλεοτιδίων, 

από την αλληλουχία νουκλεοτιδίων 391-GT GAA AGG έως την αλληλουχία 

νουκλεοτιδίων TGC ACC ΑΑ-637, που αντιστοιχούν στα εξόνια 3 και 4. Αυτό το 

παράλλαγμα mRNA (2508 bp) κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο 103 αμινοξέων 

(ισομορφή 7) και έχει Μ.Β 11434 Da.

Η ισομορφή FasA(3,4,6) χαρακτηρίζεται από εξάλειψη 310 νουκλεοτιδίων 

(εξόνια 3,4,6), των περιοχών, δηλαδή, που έχουν εξαλειφθεί στις ισομορφές 

FasATM και FasA(3,4). Το παράλλαγμα αυτό mRNA (2445 bp) κωδικοποιεί ένα 

πεπτίδιο 86 αμινοξέων (ισομορφή 6) με Μ.Β 9389 Da.

Από τα υπόλοιπα δύο παραλλάγματα, mRNA transcript variant 3 (2730 

bp) και mRNA transcript variant 5 (2583 bp) προκύπτουν αντίστοιχα οι ισομορφές 

3 (πολυπεπτίδιο 220 αμινοξέων) και 5 (πολυπεπτίδιο 132 αμινοξέων), οι οποίες 

περιέχουν βραχύτερο καρβοξυτελικό άκρο σε σύγκριση με την πλήρους μήκους 

ισομορφή 1.

Οι μελέτες έδειξαν ότι τα πολυπεπτίδια που κωδικοποιούνται από τις 

ισομορφές FasA(4,7), FasA(3,4) και FasA(3,4,6) διατηρούν το υδρόφοβο οδηγό 

πεπτίδιο του φυσιολογικού μορίου Fas, αλλά στις παραλλαγμένες αλληλουχίες 

αμινοξέων τους λείπει η υδρόφοβη διαμεμβρανική περιοχή, η οποία 

«αγκιστρώνει» τον υποδοχέα Fas στην κυπαρική μεμβράνη. Κατά συνέπεια, θα 

υπέθετε κανείς ότι τα παραπάνω πολυπεπτίδια θα μπορούσαν να εκκριθούν ως 

διαλυτές μορφές της πρωτεΐνης Fas. Παρόλα αυτά δεν διατηρούν τη 

διαμόρφωση της δομής στην εξωκυττάρια περιοχή της πρωτεΐνης Fas, όπως 

έχει παρατηρηθεί στην ισομορφή FasATM, η οποία μπορεί να συνδεθεί στον 

υποδοχέα Fas Ligand. Επιπλέον, τα παραπάνω πολυπεπτίδια δε διαθέτουν το

38



Εξόνια Fas

195 225 391 529 «38 700 743 84« 871

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fas πλήρους μήκους (full length)

FasATM

v
ittflf.l- iTlIII Ml i~

Εξάλειψη 700-783

FasA (4,7)

Εξάλειψη 529-637 Εξάλειψη 763-645

FasA (3,4)

Εξάλειψη 391-637

FasA (3,4,6)

Εξάλειψη 391-637 Εξάλειψη 700-763

Εικόνα 12

Ισομορφές της πρω τύνης Fas



Αναστολή
Fas-ετταγόμενης απόπτωσης

s F a s

Εικόνα 13

Αναστολή Fas-επαγόμενης απόπτω σης μέσ ω  διαλυτής πρω τεΐνης sFas

Στη διαλυτή πρωτεΐνη sFas, η οποία προκύπτει από εναλλακτικό μάτισμα του Fas mRNA, λείπει η 

διαμεμβρανική περιοχή του υποδοχέα Fas. Η διαλυτή αυτή πρωτεΐνη έχει την ικανότητα να 

μπλοκάρει την αλληλεπίδραση Fas-FasL, προστατεύοντας μ' αυτόν τον τρόπο τα κύτταρα- 

στόχους από τη Fas-επαγόμενη απόπτωση.
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πεπτίδιο  π ο υ  αναγνωρίζεται α π ό  τα διαθέσιμα μονοκλωνικά αντισώματα, τα 

ειδικά για τον ανθρώ πινο  υποδοχέα  Fas. Αυτοί είναι οι λόγοι π ο υ  η ομάδα τω ν Liu 

και συν. (1995) θεωρεί ότι δεν κστάφεραν να  ανιχνεύσουν στη μελέτη τους τα 

πα ρα π ά νω  πρωτεϊνικά προϊόντα με κυτταρομετρία ροής ή ανοσοκστακρήμνιση 

με τη χρήση τέτοιων αντισωμάτων.

Αντίθετα, με τη χρήση της μεθόδου RT-PCR. έγινε δυνατή η ανίχνευση τω ν 

διαφόρω ν παραλλαγμάτω ν F as  mRNA σε περιφερικό μονοπύρηνα κύτταρα του 

αίματος (PBMCs). Διαπιστώθηκε ότι μετά α π ό  διέγερση τω ν PSM Cs. αυξήθηκε η 

έκφραση του υποδοχέα  F as  στην κυτταρική μεμβράνη (π ου  κωδικοποιείται α π ό  

το πλήρους μήκους F as mRNA) ενώ  ελαττώθηκε η έκφραση των ισομορφώ ν π ο υ  

προκύπτουν α π ό  εναλλακτικό μάτια μα mRNA και ειδικά της διαλυτής μορφής 

FasATM. Κατά την ά ποψ η  των Liu και συν. αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι 

το εναλλακτικό μάτισμα κατέχει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης του 

γονιδίου Fas. Οι τρεις ισομορφές (εκτός της FasATM) είναι πα ρ ο ύσ ες σε πολύ  

χαμηλές συγκεντρώσεις και κω δικοποιούν μη λειτουργική πρω τεΐνη  F as . η ο πο ία  

δεν μπορεί να συνδεθεί με τον υποδοχέα  FasL  Είναι άγνω στος, λο ιπόν, ο  ρόλος 

τους„ πιθανολογείται, όμω ς, ότι μπορεί να χρησιμεύουν ω ς  διακόπτες (on/off 

switch) στη ρύθμιση της έκφρασης τω ν άλλω ν δύο  ισομορφώ ν (F as  και FasATM).

Η διαλυτή πρω τεΐνη sF a s  βρέθηκε αυξημένη στον ο ρ ό  α σ θενώ ν με 

Συστηματικό Ερυθημστώ δη Λύκο (ΙΕ Λ ) και σνιχνεύτηκε και στο αρθρικό υγρό  

της προσβεβλημένης ά ρθρω σ η ς σε ρευματοειδή αρθρίτιδα (Jodo  και συν. 1997. 

«nipping και συν. 1997). Τα αυξημένα επ ίπ εδα  s F a s  συσχετίστηκαν α π ό  

κάποιους ερευνητές με τα κλινικά και εργαστηριακά ευρήματα της νόσου (Jodo  

και συν. 1997), άλλες μελέτες, όμω ς, δεν επ ιβεβαίω σαν τα ευρήματα αυτά (Goei 

και συν. 1995, «nipping και συν. 1997). Τα αποτελέσματα τω ν π α ρ α π ά ν ω  

ερευνώ ν αποτελούν ενδείξεις ό π  η πρω τεΐνη  s F a s  π ιθ α νό ν  να  αναστέλλει την 

α π ό π τω σ η  των αυτοαντιδρώ ντω ν Τ-κυττάρων και να προκαλεί έξαρση της 

αυτοόνοσης φλεγμονώ δους διεργασίας.

Αξιοσημείωτα αυξημένα επ ίπ εδ α  s F a s  αναφέρθηκαν, ακόμη, σε ασθενείς 

με μυοκαρδίτιδα (Toyozaki και συν. 1998), τα οπο ία  πα ρουσ ία σ α ν π τώ σ η  όταν οι 

ασθενείς εμφάνιζαν κλινική βελτίωση. Η ομάδα  π ο υ  διεξήγαγε τη μελέτη αυτή 

υποστηρίζει όπ  η αύξηση τω ν επ ιπ έδ ω ν  s F a s  π ιθα νόν  αναστέλλει την α π ό π τω σ η  

τω ν ενεργοποιημένω ν Τ-κυττάρων, οδηγώ ντας σε επ ίμονη  κυτταροτοξική 

καταστροφή τω ν μυοκυττάρων κατά τη μυοκαρδίτιδα.



Πρόσφατες μελέτες συσχετίζουν τα αυξημένα επίπεδα sFas με την 

παθογένεια αυτοάνοσων νοσημάτων του θυρεοειδούς αδένα, όπως η νόσος 

Graves και η θυρεοειδίτιδα Hashimoto (Shimaoka και συν. 1998, Hiromatsu και 

συν. 1999).

Οι Guillot και συν. (2001) διαπίστωσαν αυξημένα επίπεδα sFas σε 

διαβητικούς ασθενείς με νευροπάθεια, πιστεύουν, όμως, ότι η αύξηση αυτή 

οφείλεται στην απόπτωση των περιφερικών νευρικών κυττάρων που συμβαίνει σε 

αυτούς τους ασθενείς.

Δεδομένου του κυρίαρχου ρόλου του μορίου sFas στις αυτοάνοσες 

παθήσεις, η αφαίρεση της πρωτεΐνης sFas από τον ορό ασθενών, που πάσχουν 

για παράδειγμα από ΣΕΛ με πλασμαφαίρεση, θα μπορούσε να συντηρήσει τη 

φυσιολογική απόπτωση και να οδηγήσει σε ύφεση της αυτοάνοσης διεργασίας 

(Cheng και συν. 1994). Η αναστολή της Fas-επαγόμενης απόπτωσης in vivo με 

ανασυνδυασμένα μόρια sFas είναι πολύ πιθανόν να αποβεί κλινικά χρήσιμη σε 

καταστάσεις όπως οι προαναφερθείσες ασθένειες.

δ . Δ ια λ υ τή  μ ο ρ φ ή  π ρ ο σ δ ε τ ικ ο ύ  μ ο ρ ίο υ  F a s  L ig an d  (sF asL )

Η πρωτεΐνη FasL έχει κι αυτή διαλυτή μορφή (sFasL) με MB 26 kD, η 

οποία προκύπτει (όπως είναι γνωστό και για τον υποδοχέα TNF) από αποκοπή 

της πρωτεΐνης FasL από την κυτταρική μεμβράνη μέσω μιας 

μεταλλοπρωτεϊνάσης (Tanaka και συν. 1995) (εικόνα 14). Το μόριο sFasL έχει 

την ικανότητα επαγωγής απόπτωσης σε Fas-Θετικά κύτταρα-στόχους (Takashi 

και συν. 1995, Hosaka και συν. 1998) μέσω σύνδεσης με τον υποδοχέα Fas.

Όπως η διαλυτή μορφή του παράγοντα TNF κυκλοφορεί στον ορό 

ασθενών με σηπτικό shock από βακτηριακές ενδοτοξίνες ή με καρκίνο (Beutler 

και Cerami 1986, Old 1987), κατά τον ίδιο τρόπο η παραγωγή της διαλυτής 

πρωτεΐνης sFasL μπορεί να συνοδεύει ανθρώπινες παθήσεις.

Διαπιστώθηκε αξιοσημείωτη αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης sFasL 

στον ορό ασθενών με Τοξική Επιδερμική Νεκρόλυση (Viard et al, 1998), ασθενών 

με ρευματικά νοσήματα (Nozawa et al, 1997), LGL λευχαιμία (large granular 

lymphocytic leukemia) και NK λέμφωμα (natural killer cell lymphoma)(Sato et al, 

1996). Διαπιστώθηκε, ακόμη, παράλληλα με την αύξηση των επιπέδων sFasL,
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EmdvaU

Διαλυτή μορφή πρωΝάης Faa Ug&nd (aokibh FmL)

Η διαλυτή πρωτιΛη sFasL προκύπτει από αποκοπή της πρωτινής Fast από την κιπταρκή 
μεμβράνη μέσω μας μεταλλοπρωτϋνύσης Η σύνδεση της «Fm L με τον υποδοχέα Fas της 
κυπαρκής μεμβράνης οδηγεί ίο κύτταρο σε αποπιωπκό θάνατο.
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αύξηση της ηπατικής δυσλειτουργίας (Taieb et al, 1998), καθώς και της 

καταστροφής των νεφρών (Ortiz et al, 1999; Sano et al, 1998). Η αύξηση της 

συγκέντρωσης της sFasL πρωτεΐνης στον ορό αναφέρεται και ως καλός δείκτης 

για θεραπεία σε ασθενείς με νόσο μοσχεύματος-έναντι- ξενιστή (Das et al, 1999; 

Tannapfel et al, 1999). Τα επίπεδα sFasL στον ορό αναφέρονται, επίσης, 

αξιοσημείωτα υψηλά στον ορό ασθενών με συμφορητική καρδιακή ανεπάρκεια 

(Toyozaki et al, 1998) ή ανεπάρκεια πολλαπλών οργάνων (Hori et al, 1999), 

καθώς και στο υγρό βρογχοκυψελιδικού εκπλύματος ασθενών με οξύ τραύμα των 

πνευμόνων (Matute-Bello et al, 1999) σε σχέση με τα επίπεδα των φυσιολογικών 

ατόμων. Έχουν περιγράφει, επίσης, υψηλές συγκεντρώσεις sFasL στο 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό ασθενών με σοβαρό εγκεφαλικό τραύμα (Ertel και συν. 

1997), σε αιματολογικές διαταραχές (Hasegawa και συν. 1998) και λοιμώξεις από 

τον ιό HIV (Ηosaka και συν. 1998).

Αντίθετα, τα επίπεδα sFasL στον ορό διαβητικών ασθενών με 

νευροπάθεια, στους οποίους διαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων sFas, δε 

διέφεραν από αυτά των φυσιολογικών ατόμων (Guillot et al 2001).

Ενεργή ανθρώπινη πρωτεΐνη sFasL ανιχνεύτηκε από την ομάδα των 

Tanaka και συν. (1995) σε ενεργοποιημένα λεμφοκύπαρα επιμολυμμένα με FasL 

cDNA, γεγονός που πιθανολογεί τη λειτουργία της πρωτεΐνης sFasL ως 

παθολογικού παράγοντα στη συστηματική ιστική καταστροφή. Σύμφωνα με τους 

ίδιους ερευνητές, είναι πιθανό ότι η μη φυσιολογική ή εκτεταμένη ενεργοποίηση 

των Τ-κυττάρων προκαλεί την παραγωγή της πρωτεΐνης sFasL, η οποία μπορεί 

να έχει δηλητηριώδεις (καταστροφικές) επιδράσεις στον άνθρωπο. Η 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη sFasL θα αποτελέσει χρήσιμο εργαλείο για την 

εξέταση των παθολογικών επιδράσεών της σε ένα σύστημα ζωικού μοντέλου. Σε 

κάθε περίπτωση θα είναι ενδιαφέρουσα η διερεύνηση των επιπέδων της 

πρωτεΐνης sFas πρωτεΐνης στον ορό ασθενών με διάφορες παθήσεις.

ε. Μ ετά δο σ η  α π ο π τ ω τ ικ ώ ν  σ η μ ά τ ω ν  μ έ σ ω  το υ  υ π ο δ ο χ έ α  TNFR1

Οι πρωτεΐνες TNF-α και TNF-β αρχικά ταυτοποιήθηκαν ως παράγοντες με 

αντικαρκινική δράση, παραγόμενοι από ενεργοποιημένα μακροφάγα και 

λεμφοκύπαρα αντίστοιχα (Old 1985, Beutler και Cerami 1989). Στη συνέχεια
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αποδόθηκαν στον παράγοντα TNF ποικίλες βιολογικές δραστηριότητες, ό π ω ς  η 

προαγω γή της αύξησης, η ανπίική και σνοσορυθμισπκή δραστηριότητα 

(Sugarm an και συν. 1985, Beutler και Ceram i 1989). Αυτές οι δραστηριότητες του 

παράγοντα TNF φαίνεται ότι εκδηλώνονται με την αλληλεπίδρασή του με τον 

υποδοχέα  του στη μεμβράνη του κυττάρου (H ohm ann και συν. 1989).

Με τη σύνδεσή της πρω τεΐνης TNF στον αντίστοιχο υ π ο δο χέα  του TNFR1 

(MB ~55kDa) ενεργοποιούνται οι μετσγραφίκοί παράγοντες NF-κΒ και ΑΡ-1 

(εικόνα 15), οι οποίοι με τη σειρά τους επά γουν την έκφραση προ-φ λεγμονω δώ ν 

και σνοσοτροποποιητικών γονιδίων (Tartaglia and G oeddel 1992). Η σύνδεση 

όμ ω ς των TNF και TNFR1 σε κάποια κύτταρα μπορεί να οδηγήσει σε α π ό π τω σ η , 

γεγονός το οποίο  παρατηρείται σπάνια  όταν αναστέλλεται η πρω τεϊνοσύνθεση. 

Αυτό αποτελεί μια ένδειξη ότι π ρ ο ϋ π ά ρ χο υν  κυτταρικοί παράγοντες π ο υ  μ π ο ρ ο ύ ν  

να κσταστείλουν το σ π ο π τω π κ ό  ερέθισμα το οπο ίο  πυροδοτείται α π ό  τον TNF.

Φαίνεται, λοιπόν, όπ  η έκφραση τέτοιων κατασταλτικών πρω τεϊνώ ν 

ελέγχεται μέσω  τω ν πα ρα γόντω ν NF-κΒ και JNK/AP-1 (c-Jun N-terminal k inase), 

καθώ ς η αναστολή των ο δώ ν  αυτώ ν ευαισθητοποιεί τα κύτταρα στην επ α γω γή  

της α π ό π τω σ η ς μέσω  του TNF (Τartagiia and G oeddei 1992) (εικόνα 15).

Ο TNF προκαλεί τον τριμερισμό του TNFR1 μετά τη σύνδεσή  του σ ' αυτόν 

(Smith και συν. 1994) και αυτό έχει σαν αποτέλεσμα τη σύνδεση των «περ ιοχώ ν 

θανάτου» των υποδοχέω ν. Στη συνέχεια, το μόριο TRAOO συνδέεται στις 

περ ιοχές αυτές με τη δική του «περιοχή  θανάτου» (OD) λειτουργώντας, με αυτόν 

τον τρόπο, σαν διαμεσολαβητής μεταξύ του ενεργοποιημένου υπ ο δο χέα  και τω ν 

σημστοδοτικών μορίων (Hsu και συν. 1995). Ο  παράγοντα ς TRAF2 (TNFR- 

a sso d a te d  factor-2) με μοριακό βάρος 75kDa. ο  οπο ίο ς συνδέεται με τον TNFR 

και την πρω τεΐνη RIP (R eceptor-Interacting Protein) η οπο ία  αλληλεπιδρά με τον 

υποδοχέα , πυροδοτούν οδούς σημάτω ν οι οποίοι οδηγούν τελικά στην 

ενεργοποίηση τω ν μεταγρσφίκών παραγόντω ν NF-κΒ και JNK/AP-1, ενώ  η 

σύνδεση τω ν πρω τεϊνώ ν TRADD και FADD οδηγεί σε α π ό π τω σ η  (R othe και συν. 

1995, Hsu και συν. 1996). Επίσης, είναι γνω στό  ό π  ο  TRAF2 συνδέεται και με τις 

πρω τεΐνες cl ΑΡ-1 και clAP-2 (cellular Inhibitor of A poptosis Protein -1 an d  -2), oi 

οπο ίες ανήκουν σε μια οικογένεια πρω τεϊνώ ν θηλαστικών και ιώ ν π ο υ  εμφανίζουν 

ανπ-αποπτω πκή  δραστηριότητα (Shu και συν. 1996) (εικόνα 15).
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Εικόνα 15

Μ εταγω γή προ-αποπτω τικώ ν και αντι-αποτττωτικών σημάτω ν μέσω  
τω ν υποδοχέω ν TN FR 1 και D R 3

Ο τριμερισμός του υποδοχέα TNFR1 που επάγεται μέσω του TNF οδηγεί στη συσσωμάτωση των 

περιοχών θανάτου DDs και στην προσέλκυση του μορίου-προσαρμοστή TRADD. Αυτό με τη 

σειρά του προσελκύει τις κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες με περιοχές θανάτου, τις FADD, TRAF2 

και RIP που σχηματίζουν με τον TNFR1 ένα ενεργό σύμπλεγμα σηματοδότησης. Το σύμπλεγμα 

TNFR1-TRADD-FADD ενεργοποιεί την προκασπάση-8 σε κασπάση-8, η οποία προκαλεί την 

έναρξη της κασπασο-εξαρτώμενης απόπτωσης. Αντίθετα, η σύνδεση του μορίου TRADD με τις 

πρωτεΐνες TRAF2 και RIP έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των παραγόντων JNK και NF- 

kB και αναστολή της απόπτωσης.
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Οπως αναφέρθηκε ήδη, το μόριο FADD συνδέει το σύμπλεγμα TNFR1- 
TRADD με την κσσπάση-8, οδηγώντας το κύτταρο τελικά σε απόπτωση. Εκτός 
από το FADD, ο TNFR1 μπορεί να συνδεθεί και με ένα άλλο μόρκ>προσαρμοστή 
που αναφέρεται ως RAIDD (RIP associated lch-1/CED homologous protein with 
death domain) ή CRADD (Caspase and RIP adaptor with death domain). To 
μόριο αυτό συνδέεται με την περιοχή θανάτου (DD) που διαθέτει, στην περιοχή 
θανάτου της πρωτεΐνης RIP και σε ανάλογη περιοχή της κασπάσης-2 επάγοντας 
με αυτή την τριπλή σύνδεση τον σποτπωτικό κυτταρικό θάνατο (Duan and Dixit
1997).

στ. Μετάδοση αποπτωτικών σημάτων μέσω του υποδοχέα DR3

Ο υποδοχέας DR3, ο οποίος εμφανίζει μεγάλη δομική ομοιότητα με τον 
υποδοχέα TNFR1 (Ashkenazi and Dixit 1998), κατά την υπερέκφρασή του 
πυροδοτεί αντιδράσεις παρόμοιες με τον TNFR1, όπως την ενεργοποίηση του 
παράγοντα NF-κΒ και την απόπτωση (εικόνα 15). Οπως και ο TNFR1, έτσι και ο 
DR3 ενεργοποιεί τον NF-κΒ, μέσω της σύνδεσης με τα μόρια TRADD. TRAF2 
(TNF-Receptor Associated Factor-2) και RIP, ενώ την απόπτωση μέσω των 
πρωτεϊνών TRADD, FADD και της κσσπάσης-8. Ο υποδοχέας OR3 συνδέεται με 
το προσδετικό μόριο Apo3L, το οποίο σχετίζεται περισσότερο με τον παράγοντα 
TNF (Marsters και συν. 1998). Το προσδετικό μόριο Apo3L ενεργοποιεί τον 
παράγοντα NF-κΒ μέσω των πρωτεϊνών TRADD, TRAF2 και RIP, και πυροδοτεί 
την απόπτωση μέσω των μορίων TRADD. FADD αφού γίνει η σύνδεσή του με 
τον υποδοχέα DR3. Επομένως, το προσδετικό μόριο Apo3L έχει μεγάλη 
ομοιότητα με τον TNF, αν και υπάρχουν αξιοσημείωτες διαφορές στην έκφραση 
αυτών των προσδετικών μορίων και των αντίστοιχων υποδοχέων τους. Για 
παράδειγμα, ο παράγοντας TNF εκφράζεται κυρίως σε ενεργοποιημένα 
μακροφάγα και λεμφοκύτταρα (Tartaglia and Goeddel 1992), ενώ ο Apo3L 
εκφράζεται σε πολλούς ιστούς (Ashkenazi and Dixit 1998). Ομως, παρά την 
αληλοεπικάλυψη των μηχανισμών μετάδοσης των σημάτων, οι αλληλεπιδράσεις 
Apo3L-DR3 και TNF-TNFR1 έχουν πιθανότατα διαφορετικούς ρόλους.

; Λ3/α0(5>

i
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ζ. Μ ετάδοση αττοτττωτικών σημάτω ν μέσω του μορίου TRAIL και των 
υποδοχέω ν του DR4 και DR5

Πρόσφατα ταυτοποιήθηκε ένα μέλος της οικογένειας TNF με τη 

μεγαλύτερη ομοιότητα ως προς το προσδετικό μόριο FasL. Το νέο αυτό μόριο, 

που ταυτοποιήθηκε από δύο ανεξάρτητες ομάδες ερευνητών, ονομάστηκε A p o 2 L  

ή T R A IL  (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand). Όπως και η πρωτεΐνη FasL, 

το μόριο TRAIL πυροδοτεί ταχέως την απόπτωση σε πολλές κυπαρικές σειρές 

(Wiley και συν. 1995). Αν και ο υποδοχέας Fas εκφράζεται κυρίως σε 

ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα και ΝΚ κύπαρα, έχει διαπιστωθεί συνεχής έκφραση 

του μορίου TRAIL σε πολλούς ιστούς, καθώς και αύξηση της έκφρασής του κατά 

τον ίδιο τρόπο με τον υποδοχέα Fas, μετά από διέγερση των περιφερικών Τ- 

λεμφοκυττάρων του αίματος (Duan and Dixit 1997). Μια υποομάδα των Τ- 

κυττάρων αποκτά ευαισθησία στην TRAIL-επαγόμενη απόπτωση ύστερα από 

διέγερση μέσω της ιντερλευκίνης-2 (IL-2). Αυτό αποτελεί ένδειξη ότι το μόριο 

TRAIL παίζει ρόλο στην εξάλειψη των περιφερικών Τ-κυπάρων (Marsters και 

συν. 1996).

Έχουν ταυτοποιηθεί δύο νέοι υποδοχείς της οικογένειας TNFR, γνωστοί 

ως D R 4  και D R 5 , στους οποίους συνδέεται το προσδετικό μόριο TRAIL. Όταν οι 

υποδοχείς αυτοί υπερεκφράζονται, πυροδοτούν την απόπτωση μέσω μιας οδού 

ανεξάρτητης του μορίου FADD, αλλά εξαρτώμενης από τις κασπάσες (Pan και 

συν. 1997, Sheridan και συν. 1997) (εικόνα 16).

Έχει διαπιστωθεί, όμως, και η ύπαρξη μηχανισμών που προστατεύουν τα 

κύπαρα από την επαγωγή της απόπτωσης μέσω του προσδετικού μορίου TRAIL. 

Μια μορφή προστασίας βασίζεται στη μοναδική ομάδα των λεγάμενων 

υποδοχέων «παγίδων» « D e c o y  R e c e p to rs »  (D c R s ), οι οποίοι ανταγωνίζονται 

τους DR4 και DR5 στη σύνδεσή τους με τον TRAIL (Golstein 1997) (εικόνα 16). Ο 

υποδοχέας DcR1 (που λέγεται και TRID, TRAIL-R3 ή LIT) είναι μια πρωτεΐνη της 

κυπαρικής επιφάνειας παρόμοια με τους DR4 και DR5, η οποία, όμως, στερείται 

της κυπαροπλασματικής περιοχής αυτών των υποδοχέων (Sheridan και συν. 

1997). Ο υποδοχέας αυτός φαίνεται να λειτουργεί ως "παγίδα- ασφαλιστική 

δικλείδα”, η οποία εμποδίζει το μόριο TRAIL να συνδεθεί στους αντίστοιχους
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Μετάδοση σποπτωτιχών σημάτων μέσω  των υποδοχέων DR4 tea D R 5 κ α  

τροποποίηση της οδού μετάδοσης αττά τους υποδοχείς DcR1 κ α  DcR2

Οι δύο νέοι υποδοχείς της οικογένειας TNFR που τουτσποκ)θηκον. γνωστοί ως OR4 και DR5, 

συνδέονται με το προσδεπκό μόριο TRAIL. Οταν οι υποδοχείς αυτοί υπερεκφράζονται 

πυροδοτούν την απόπτωση μέσω μιας οδού ανεξάρτητης του μορίου FADO. αλλά εξαριώμενης 

από πς κασπόσες. Έχει διαπιστωθεί, όμως, και η ύπαρξη των υποδοχέων «παγίδων» *Decoy 

Receptors» (DeRs), α  οποία ανταγωνίζονται τους DR4 και DR5 στη σύνδεσή τους με τον TRAIL. 

Ο υποδοχέας DcRl είναι μια πρωτε^η της κυτταρκής επιφάνειας παρόμοιο με τους DR4 και 

DR5, που στερείται, όμως, της κυπαροπλσσμσηκής περιοχής αυτών των υποδοχέων. Ο  

υποδοχέας DcR2, είναι ανάλογος με τους υποδοχείς DR4 και DR5. αλλά διαθέτει μια 

κυτταροπλασμσηκή περιοχή που μοιάζει με τις περιοχές θανάτου. Ο  υποδοχέας αυτός δε διαθέτει 

τέσσερις από τις έξι θέσεις αμινοξέων που είναι απαραίτητες για την απόπτωση και την 

ενεργοποίηση του μεταγραφκού παράγοντα NF-κΒ μέσω του υποδοχέα TNFR1 (Science 1998. 

281,1305-1308).



υποδοχείς θανάτου. Ο υποδοχέας DcR2 (που λέγεται και TRAIL-R4 ή TRUNDD) 

(Marsters και συν. 1997), είναι ανάλογος με τους υποδοχείς DR4 και DR5, αλλά 

διαθέτει μια κυτταροπλασματική περιοχή που μοιάζει με τις περιοχές θανάτου και 

έχει μήκος ίσο με το ένα τρίτο του μήκους μιας περιοχής θανάτου DD. Ο 

υποδοχέας DcR2 δεν διαθέτει τέσσερις από τις έξι θέσεις αμινοξέων που είναι 

απαραίτητες για την απόπτωση και την ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα NF-κΒ μέσω του υποδοχέα TNFR1 (Tartaglia και συν. 1993). 

Φαίνεται, όμως, ότι και αυτός λειτουργεί σαν «παγίδα» που ανταγωνίζεται με τους 

υποδοχείς DR4 και DR5 για τη σύνδεσή τους με το μόριο TRAIL. Τα γονίδια που 

κωδικοποιούν τους υποδοχείς DR4, DR5, DcR1 και DcR2 έχουν χαρτογραφηθεί 

όλα στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 8ρ21-22, γεγονός που αποτελεί ένδειξη ότι 

προέρχονται όλα από ένα κοινό αρχέγονο γονίδιο (Marsters και συν. 1997).

η. Μ ελλοντικές προοπτικές

Είναι πράγματι ελκυστική η ιδέα να χρησιμοποιήσουμε ως στόχους τους 

υποδοχείς θανάτου για την επαγωγή απόπτωσης σε όγκους, καθώς οι υποδοχείς 

αυτοί έχουν άμεση πρόσβαση στο μηχανισμό των κασπασών. Σε αντίθεση με 

πολλούς χημειοθεραπευτικούς παράγοντες ή την ακτινοθεραπεία, οι υποδοχείς 

θανάτου πυροδοτούν την απόπτωση ανεξάρτητα από το ογκοκατασταλτικό 

γονίδιο ρ53 το οποίο άλλωστε είναι απενεργοποιημένο από μεταλλάξεις σε 

αρκετούς καρκίνους στον άνθρωπο. Παρόλα αυτά, είναι περιορισμένη η 

χρησιμότητα των πρωτεϊνών TNF και FasL εξαιτίας των τοξικών περενεργειών 

τους. Η συστηματική χορήγηση κάποιων δόσεων TNF μπορεί να προκαλέσει 

σημαντική φλεγμονώδη αντίδραση που μοιάζει με σηπτικό shock, πιθανότατα 

από την επαγωγή έκφρασης προ-φλεγμονωδών γονιδίων στα μακροφάγα και τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω ενεργοποίησης του NF-κΒ. Η ένεση anti-Fas 

αντισώματος σε επίμυες με όγκο μπορεί να είναι θανάσιμη, προφανώς εξαιτίας 

της επαγωγής απόπτωσης στα ηπατοκύτταρα που εκφράζουν έντονα τον 

υποδοχέα Fas. Κάποιες διαφορές μεταξύ των TNF ή Fas και του Apo2L δείχνουν 

ότι ο τελευταίος μπορεί να είναι πιο ασφαλής παράγοντας. Ένας λόγος είναι, ότι 

παρόλο που οι DR4 και DR5 όταν υπερεκφράζονται μπορούν να ενεργοποιήσουν 

τον NF-κΒ, ο παράγοντας TRAIL από μόνος του προκαλεί ασθενώς αυτή την 

αντίδραση και η ενεργοποίηση αυτή απαιτεί πολύ μεγαλύτερες δόσεις από τις
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δόσεις του TNF (Thomberry and Lazebnik 1998). Επίσης, πολλοί ιστοί 
εμφανίζουν συνεχή έκφραση TRAIL mRNA. Άλλος ένας λόγος είναι επέιδή οι DR4 
και DR5 εκφράζονται σε φυσιολογικούς ιστούς και κάποιους τύπους καρκινικών 
κυττάρων, ενώ οι OcR1 και OcR2 εκφράζονται συχνά σε φυσιολογικούς ιστούς, 
αλλά σπάνια σε καρκινικά κύτταρα, γεγονός που όπως φαίνεται δίνει τη 
δυνατότητα στον TRAIL να επάγει απόπτωση σε καρκινικά κύτταρα, αλλά όχι σε 
φυσιολογικά. Οι αρχικές μελέτες σε επίμυες με καρκί'/ο υποστηρίζουν αυτή τη 
θεωρία. Παραμένει να διευκρινιστεί πλήρως ο βιολογικός ρόλος του TRAIL και η 
πιθανή χρήση της κυτταροκίνης αυτής ως θεραπευτικού παράγοντα για τον 
ανθρώπινο καρκίνο.

1 2 .6  Κασπάσες - Οι ιεκτελεσ τίς» της απόπτωσης
(Caspases *  Cysteinyl ASParUc acid proteASES)

Η ανακάλυψη της ομολογίας μεταξύ της CED-3 του C.elegans και του 
μετατρεπτικού ενζύμου της Ιντελευκίνης 1β (IL-Ιβ  converting enzyme, ICE), μιας 
κυστεινικής πρωτεάσης των θηλαστικών, αποτέλεσε την πρώτη ένδειξη όπ 
παρόμοιοι μηχανισμοί εμπλέκονται στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο σε 
διαφορετικούς οργανισμούς.

Κύριο συστατικό του σποπτωπκού μηχανισμού στα θηλαστικά είναι το 
πρωτεολυπκό σύστημα που αφορά μια οικογένεια πρωτεασών. που ονομάζονται 
κασπάσες.

Η απόπτωση ολοκληρώνεται σε δύο φάσεις: μια αρχική «δεσμευτική 
φάση» (initial commitment phase), η οποία ακολουθείται από μια «εκτελεστική» 
φάση (execution phase). Οι κασπάσες παίζουν κύριο ρόλο στην εκτελεστική 
φάση και είναι υπεύθυνες για πολλές από πς βιοχημικές και μορφολογικές 
μεταβολές που σχετίζονται με την απόπτωση. Έτσι, τα ένζυμα αυτά συμμετέχουν 
σε αλυσιδωτή αντίδραση που πυροδοτείται από προσποπτωτικά σήματα και 
οδηγεί στη διάλυση του κυττάρου. Επειδή γνωρίζουμε πολύ λίγα για τη ρύθμιση 
των κασπασών, η μελέτη ήδη γνωστών πρωτεολυπκών συστημάτων μπορεί να 
μας προσφέρει πολλά στοιχεία.

Το πρώτο μέλος της οικογένειας των κασπασών το οποίο ταυτοποιήθηκε 
είναι η πρωτεΐνη ICE ή κασπάση 1. Έχουν ταυτοποιηθεί 14 κασπάσες 
θηλαστικών μέχρι σήμερα με διαφορετικούς ρόλους στη φλεγμονή και στην



απόπτωση (Saikumar και συν. 1999) (πίνακας 8). Οι πρωτεΐνες αυτές 

χαρακτηρίζονται από σχεδόν απόλυτη ειδικότητα για το ασπαρτικό οξύ στη θέση 

Ρ1. Όλες οι κασπάσες περιέχουν μια διατηρημένη πενταπεπτιδική αλληλουχία 

ενεργούς περιοχής Gln-Ala-Cys-X-Gly (όπου X=Arg,Gln^ Gly).

Στην απόπτωση οι κασπάσες λειτουργούν είτε ως εν α ρ κ τές  « in itia tors», 

είτε ως τελ εσ τές  « e ffe c to rs »  της διαδικασίας διάλυσης του κυπάρου ως απάντηση 

σε προαποπτωτικά σήματα (εικόνα 15). Όπως και οι άλλες πρωτεάσες, οι 

κασπάσες συντίθενται ως ανενεργό προένζυμα και διαθέτουν 3 περιοχές : 1) μια 

προ-περιοχή (prodomain), ένα αμινοτελικό άκρο(-ΝΗ2) που ποικίλλει σε μήκος 

(από 23 έως 216 αμινοξέα) και σε αλληλουχία αμινοξέων και το οποίο σχετίζεται 

με την ενεργοποίηση των προενζυμων, 2) μια μεγάλη υποομάδα (MB ~20 kD) και 

3) μια μικρή υποομάδα (MB ~ 10 kD). Η ενεργοποίηση των προενζυμων οδηγεί 

σε συνένωση της μεγάλης και της μικρής υποομάδας, οι οποίες σχηματίζουν μ' 

αυτόν τον τρόπο ένα ετεροδιμερές. Από τη μελέτη των κασπασών 1 και 3 

προκύπτει ότι δύο διμερή συνενώνονται και σχηματίζουν ένα τετραμερές με δύο 

καταλυτικές περιοχές, οι οποίες φαίνονται να λειτουργούν ανεξάρτητα μεταξύ 

τους (Wilson και συν. 1994, Rotonda και συν. 1996). Η ενεργοποίηση των 

κασπασών κατά την απόπτωση οδηγεί σε διάσπαση σημαντικών κυτταρικών 

υποστρωμάτων, όπως η πολυ-ΑΡΡ-ριβοζο-πολυμεράση, οι κυτταροκερατίνες και 

λαμίνες, επιταχύνοντας τις δραματικές μορφολογικές μεταβολές της απόπτωσης.

Οι κασπάσες είναι από τις πιο ειδικές πρωτεάσες. Απαραίτητη 

προϋπόθεση για επαρκή κατάλυση είναι η αναγνώριση τεσσάρων τουλάχιστον 

αμινοξέων στο αμινοτελικό άκρο της περιοχής διάσπασης. Η τετραπεπτιδική 

χωροδιάταξη η οποία αναγνωρίζεται είναι διαφορετική για τους διάφορους τύπους 

κασπασών. Το γεγονός αυτό εξηγεί την ποικιλομορφία των βιολογικών τους 

λειτουργιών (Thornberry και συν. 1997). Επιπλέον, δεν διασπώνται όλες οι 

πρωτεΐνες με το συγκεκριμένο τετραπεπτίδιο, γεγονός που υποδηλώνει ότι 

στοιχεία τεταρτοταγούς δομής επηρεάζουν την αναγνώριση.

Η υψηλή ειδικότητα των κασπασών συμφωνεί με την παρατήρηση ότι στην 

απόπτωση δεν έχουμε αδιάκριτη πέψη πρωτεϊνών. Αντίθετα, επιλεγμένη ομάδα 

πρωτεϊνών διασπάται με συντονισμένο τρόπο, συνήθως σε μια μόνο περιοχή, κι 

αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια ή μεταβολή της λειτουργίας της πρωτεΐνης.
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Οι κασπάσες μπορούν να υποδιαιρεθούν με βάση έναν αριθμό 
διαφορετικών κριτηρίων, όπως η φυλογενετική ανάλυση, η ειδικότητα 
υποστρώματος και/ή το μέγεθος της προ-περκ>χής.

α. Ρόλος των κασπασών στην απόπτωση

Γενετικές μελέτες, οι οποίες έγιναν σε οργανισμούς με έλλειψη των 
γονιδίων που κωδικοποιούν πς κασπάσες, συνέβαλαν στην κατανόηση του 
πολύπλοκου ρόλου τους στην απόπτωση και στην ανάπτυξη των ζωικών 
οργανισμών.

Υπάρχουν ενδείξεις όπ η κασπόση-1 (ICE) παίζει σημαντικό ρόλο στη 
φλεγμονή μέσω της ενεργοποίησης κυτταροκινών όπως η ΙΙ_-1β και η 11-18, ενώ 
δεν φαίνεται να πυροδοτεί την απόπτωση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ούτε 
να παίζει ρόλο στην ανάπτυξη των οργανισμών.

Σε περιπτώσεις έλλειψης της κασπάσης-3 διαπιστώθηκε ελαττωμένη 
ανάπτυξη του εγκεφάλου των ζώων και πρώιμος θάνατος. Η λειτουργική 
κασπάση-3 είναι απαραίτητη για τη δημιουργία αποπτωτικών σωματιδίων, τη 
συμπύκνωση της χρωματίνης και την κατάτμηση του DNA σε όλους τους 
κυτταρικούς τύπους.

Φαίνεται όπ η κασπάση-8 είναι απαραίτητη για τον κυτταρικό θάνατο κατά 
την ανάπτυξη των θηλαστικών, καθώς η εξάλειψη του αντίστοιχου γονιδίου 
οδήγησε στο θάνατο του εμβρύου την 11 η εβδομάδα και σε ανώμαλο σχηματισμό 
της καρδιάς (Varfolomeev και συν. 1998). Παρόμοιο αποτέλεσμα είχε και η 
έλλειψη της πρωτεΐνης FADD, που απαιτείται για την ενεργοποίηση της 
κασπάσης-8 (Zhang και συν. 1998, Varfolomeev και συν. 1998). Σε κύτταρα με 
έλλειψη κασπάσης-8 δεν προκαλείται κυτταρικός θάνατος με σήματα μελών της 
οικογένειας TNFR (Varfolomeev και συν. 1998, Juo και συν. 1998).

Η κασπάση-9 φαίνεται να έχει κεντρικό ρόλο στην απόπτωση που 
επάγεται από ενδοκυπάρια σήματα, όπως σε περίπτωση βλάβης του DNA από 
διάφορους παράγοντες (Hakem και συν. 1998). Επίσης, παίζει σημαντικό ρόλο 
και στην ανάπτυξη, καθώς η αδρανοποίηση του αντίστοιχου γονιδίου προκάλεσε 
αποπτωτική ανεπάρκεια σε αναπτυσσόμενους νευρώνες και κρανιοπροσωπικές 
ανωμαλίες. Τα κύτταρα με έλλειψη κασπάσης-9 είναι ανθεκτικά στην ακτινοβολία,
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αλλά παραμένουν ευαίσθητα στην απόπτωση μέσω TNF-α ή Fas, καθώς 

διατηρούν την κασπάση-8, η οποία, όπως και η κασπάση-9, μπορεί να 

ενεργοποιήσει την κασπάση-3 (Hakem και συν. 1998, Kuida και συν. 1998) 

(εικόνα 17).

Έτσι, η κασπάση-8 είναι η κορυφαία κασπάση στην απόπτωση που 

επάγεται από υποδοχείς θανάτου, ενώ η κασπάση-9 στην απόπτωση που 

επάγεται από χημικές ουσίες ή stress. Όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις δείχνουν 

ότι διαφορετικές οδοί μετάδοσης σημάτων θανάτου καταλήγουν στην 

ενεργοποίηση των ίδιων τελεστών-κασπασών. Πράγματι, η κασπάση-3 θεωρείται 

εκτελεστικό μόριο-κλειδί που ενεργοποιείται από αποπτωτικά ερεθίσματα είτε 

μέσω υποδοχέων από εξωγενή μόρια, είτε από το εσωτερικό του κυττάρου 

ύστερα από επίδραση φαρμάκων, τοξινών ή ακτινοβολίας (Sun και συν. 1999).

β. Τρόπ ος δράσης τω ν κασπασώ ν

Δεν είναι πλήρως κατανοητός ο τρόπος με τον οποίο συμμετέχουν οι 

κασπάσες στην απόπτωση. Από τις κασπάσες που έχουν ήδη ταυτοποιηθεί, 

μόνο για λίγες έχει απόλυτα διευκρινιστεί η σχέση τους με τον προγραμματισμένο 

κυτταρικό θάνατο (Porter and Janicke 1997, Cryns and Yuan 1998).

Ένας τρόπος δράσης των κασπασών είναι η α π εν ερ γο π ο ίη σ η  π ρ ω τε ϊν ώ ν  

π ο υ  π ρ ο σ τα τεύ ο υ ν  το κ ύ π α ρ ο  α π ό  τη ν  α π ό π τω σ η . Παράδειγμα αποτελεί ο 

παράγοντας ICAD (Inhibitor of Caspase-Activated Dnase), ο οποίος είναι 

αναστολέας της νουκλεάσης CAD (caspase-activated deoxyribonuclease) που 

είναι υπεύθυνη για την κατάτμηση του DNA. Σε μη αποπτωτικά κύπαρα η 

νουκλεάση CAD είναι παρούσα ως ανενεργό σύμπλεγμα με τον παράγοντα 

ICAD. Κατά την απόπτωση, ο ICAD απενεργοποιείται από τις κασπάσες 

αφήνοντας την πρωτεΐνη CAD ελεύθερη να δράσει ως νουκλεάση (Enari και συν. 

1998, Liu και συν. 1997) (εικόνα 18).

Άλλος τρόπος δράσης των κασπασών είναι η ά μ εσ η  κ α τα σ τρ ο φ ή  

κ υ ττα ρ ικ ώ ν  σ κ ελετώ ν , όπως η πυρηνική lamina (Takahashi και συν. 1996, Orth 

και συν. 1996), που βρίσκεται κάτω από την πυρηνική μεμβράνη και συμβάλλει 

στην οργάνωση της χρωματίνης. Κατά την απόπτωση, οι λαμίνες (πρωτεΐνες που 

αποτελούν τη lamina) διασπώνται από τις κασπάσες σε μια μόνο περιοχή με 

αποτέλεσμα την καταστροφή της lamina και τη συμπύκνωση της χρωματίνης.
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Επιπλέον, οι κασπόσες σπορρυθμίζοσν τη δράση των πρωτύνών με 
διαχωρισμό των ρυθμιστικών και καταλυτικών περιοχών τους, που έχει ως 
αποτέλεσμα την απώλεια ή την απόκτηση κάποιας λειτουργίας. Παράδειγμα 
αποτελεί η απορρύθμιση της δράσης πρωτεϊνών που συμμετέχουν στην 
επιδιόρθωση βλαβών του DNA (όπως η DNA-PKcs, DNA-dependent protein 
kinase catalytic site), στην ωρίμανση του m-RNA (όπως η U1-70K) και στην 
αντιγραφή του DNA (όπως ο παράγοντας αντιγραφής C) (Cryns and Yuan 1998. 
Rheaume και συν. 1997). Παρόλο που η σχέση αυτών των διασπάσεων με τον 
κυτταρικό θάνατο δεν είναι πλήρως κατανοητή, είναι πιθανόν η δυσλειτουργία των 
ομοιοσταπκών και επιδιορθωπκών μηχανισμών να διευκολύνει τη διάλυση του 
κυττάρου.

Ολα τα παραπάνω οδηγούν στο συμπέρασμα όπ οι κασπόσες 
συμμετέχουν στην απόπτωση με έναν τρόπο καλά οργανωμένης "στρατιωπκής 
επιχείρησης". Διακόπτουν τις συνδέσεις με γειτονικά κύτταρα, αναδιοργανώνουν 
τον κυτταροσκελετό, σταματούν την αντιγραφή και επιδιόρθωση του DMA, 
διακόπτουν το μάτισμα του RNA (splicing), καταστρέφουν το DNA και τον 
πυρηνικό σκελετό. Επίσης, προκαλούν την αποστολή σημάτων από τα κύτταρα, 
τα οποία οδηγούν στη δημιουργία σποπτωπκών σωματιδίων και σε 
φαγοκυττάρωση.

1.2.7 Μιτοχόνδρια

Πολλά από τα γεγονότα-κλειδιά της απόπτωσης, όπως η απελευθέρωση 
ενεργοποιητών των κασπασών (του κυτοχρώμστος c, για παράδειγμα), οι 
μεταβολές στη μεταφορά ήλεκτρονίων. η απώλεια του διαμεμβρανικού δυναμικού 
των μιτοχονδρίων, η τροποποίηση της κυτταρικής οξειδοαναγωγής και η 
συμμετοχή προ- και αντί- σποπτωπκών Bd-2 πρωτεϊνών, συμβαίνουν στα 
μιτοχόνδρια. Αν και η απόπτωση είναι ανεξάρτητη της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης (δεν απαιτεί την ύπαρξη μιτοχονδριακού DNA). έχει 
αναγνωριστεί πλέον σε πολλά συστήματα ο κεντρικός ρόλος των μιτοχονδρίων 
σ’αυτή τη διαδικασία (Jacobson και συν. 1993).
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Κασπάση-9

Εικόνα 17

Ενεργοποίηση κασπ ασώ ν

Η ενεργοποίηση της κασπάσης-9 προκαλείται ύστερα από τη δημιουργία συμπλέγματος μεταξύ 

Apaf-1 και κυτοχρώματος c. Στη συνέχεια η κασπάση-9 μπορεί να ενεργοποιήσει άλλες κασπάσες 

(-3 ,-6 ,-7 ) μέσω πρωτεολυτικής διάσπασης.
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Γ.

Emdva f 8

Τρύπα δράσης των κσσπασών

» 1. η αττενεργοποίηση πρωτεϊνών που προστατεύουν το κύτταρο από την απόπτωση,1
|  2. η άμεση καταστροφή κυτταρικών σκελετών, όπως η πυρηνική lamina, που βρίσκεται κάνω

ϊ  από την πυρηνική μεμβράνη και συμβάλλει στην οργάνωση της χρωματίνης, και

τ 3. η σττορρύθμκτη της δράσης των πρωτεϊνών με διαχωρισμό των ρυθμιστικών και καταλυπκών

|  περιοχών τους, που έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια ή την απόκτηση κάποιος λειτουργίας

* (Science 1996,274.990-992).
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Πίνακας 8

Οι κασπάσες που είναι γνωστές μέχρι σήμερα

Όνομα Άλλες ονομασίες Λειτουργία MB

Κασπάση-1 ICE Φλεγμονή 45
Κασπάση-2 ICH-1, Nedd-2 Τελεστής απόπτωσης 51
Κασπάση-3 CPP32, Yama, apopain, 

SCA-1, LICE
Τελεστής 32

Κασπάση-4 TX, ICH-2, ICErel-ll Τελεστής 43
Κασπάση-5 TY, ICErel-lll Τελεστής 48
Κασπάση-6 Mch2 Τελεστής 34
Κασπάση-7 Mch3, ICE-LAP3, 

CMH-1
Τελεστής 35

Κασπάση-8 FLICE, Mach, Mch5 Εναρκτής 55
Κασπάση-9 ICE-LAP6, Mch6 Εναρκτής 46
Κασπάση-10 FLICE-2, Mch4 Εναρκτής 55
Κασπάση-11 mlCH-3, mCASP-11 Φλεγμονή,

Τελεστής απόπτωσης
43

Κασπάση-12 mlCH-4, mCASP-12 Τελεστής 50
Κασπάση-13 ERICE Τελεστής 43
Κασπάση-14 MICE Τελεστής 30



ο. Πυροδότηση σττοπτωτικού και μη σττοπτωτικού κυτταρικού θανάτου 

από τα μιτοχόνδρια

Είναι γνωστοί τουλάχιστον τρεις γενικοί μηχανισμοί πυροδότησης 

κυτταρικού θανάτου από τα μιτοχόνδρια, που πιθανόν σχετίζονται μεταξύ τους:
1) η διακοπή της μεταφοράς ηλεκτρσνίων. της οξειδωυκής φωσφορυλίωσης και 
της παραγωγής ΑΤΡ, 2) η απελευθέρωση πρωτεϊνών που ενεργοποιούν τις 
κασπάσες, όπως το κυτόχρωμα c. ο παράγοντας A1F (apoptosis-inducing factor) 
(εικόνα 17) και ενδομιτοχονδρκκές κασπάσες και 3) η μετατροπή του κυτταρικού 

δυναμικού οξειδοαναγωγής.
Έχουν προταθεί δυο γενικοί μηχανισμοί απελευθέρωσης πρωτεϊνών από 

τα μιτοχόνδρια. Πρώτος μηχανισμός είναι η διαταραχή της ωσμωτικής 
ισορροπίας, το οίδημα του μιτοχονδρίου και η επακόλουθη ρήξη της εξωτερικής 
του μεμβράνης και δεύτερος μηχανισμός η διάνοιξη διαύλων στην εξωτερική 
μεμβράνη (χωρίς οίδημα του οργανιδίου), με αποτέλεσμα την απελευθέρωση 
κυτοχρώματος c από τον ενδομεμβρσνικό χώρο των μιτοχονδρίων στο 
κυτταρόπλασμα.

Το κυτόχρωμα c ενεργοποιεί τις κασπάσες συνδεόμενο με τον παράγοντα 
Apaf-1 και προκαλώντας τη συνένωση του Apaf-1 με την προκοσπάση- 9 (ϋ  και 
συν. 1997). Κατ' αυτόν τον τρόπο πυροδοτείται ενεργοποίηση της κοσπόσης-9 
και έναρξη της πρωτεολυτικής αντίδρασης-κσταρρόκτη (cascade) των 
κασπασών. η οποία οδηγεί στην απόπτωση (εικόνα 17).

Είναι αξιοσημείωτο ότι οι αναστολείς των κασπασών δεν εμποδίζουν την 
απελευθέρωση κυτοχρώματος c που επόγεται από διαφόρους σποτττωτικους 
παράγοντες, όπως η UV ακπνοβολία ή η υπερέκφροση του γονιδίου bax (Bossy- 
Wetzel και συν. 1998, Vander Heiden και συν. 1997). Η απελευθέρωση 
κυτοχρώματος c "καταδικάζει* το κύτταρο σε θάνατο, είτε με έναν γρήγορο 
αποπτωπκό μηχανισμό (ενεργοποίηση των κασπασών μέσω Apaf-1). είτε με μια 
βραδύτερη νεκρωπκή διαδικασία, λόγω διακοπής της μεταφοράς ηλεκτρσνίων και 
μείωσης του ΑΤΡ.

Οι συνέπειες της απελευθέρωσης κυτοχρώματος c πιθανόν να εξαρτώνται 
από τον κυτταρικό τύπο. Στα κύτταρα με αφθονία κυτοχρώμστος c μπορεί να γίνει
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ενεργοποίηση των κασπασών και να συνεχιστεί η κατανάλωση οξυγόνου και η 

παραγωγή ΑΤΡ, ενώ οι κασπάσες οδηγούν το κύτταρο σε απόπτωση. Σε 

κύτταρα, όμως, που περιέχουν μεγάλες ποσότητες ενδογενών αναστολέων των 

κασπασών, η απελευθέρωση του κυτοχρώματος c μπορεί να αποτύχει στο να 

οδηγήσει σε κασπάσο-εξαρτώμενη απόπτωση και εξαιτίας της απώλειας 

ηλεκτρονίων τα κύτταρα μπορεί να οδηγηθούν σε νέκρωση.

Από τα μιτοχόνδρια απελευθερώνονται και άλλοι διαμεσολαβητές της 

απόπτωσης, όπως η προκασπάση-3 (Mancini και συν. 1998). Ο παράγοντας AIF 

είναι άλλη μία πρωτεΐνη ενεργοποίησης των κασπασών (Apoptosis Inducing 

Factor), η οποία φαίνεται ότι ενεργοποιεί in vitro την προκασπάση-3 (Susin και 

συν. 1996, Susin και συν. 1997). Η δραστηριότητά της πρωτεΐνης αυτής 

αναστέλλεται από τον zVAD-fmk (Benzyloxy-valine-alanine-aspartate-0-methyl- 

fluoromethylketone), ένα συνθετικό γενικό αναστολέα των κασπασών, γεγονός 

που αυξάνει την πιθανότητα η πρωτεΐνη AIF να είναι άλλη μια κασπάση.

Είναι πλέον αποδεκτός ο κυρίαρχος ρόλος των μιτοχοχδρίων στην 

αποπτωτική διαδικασία στους πολυκύτταρους οργανισμούς. Τα κύτταρα, όμως, 

δεν μπορούν να εξασφαλίσουν προστασία από τον αποπτωτικό θάνατο μόνο με 

την απώλεια μιτοχονδρίων, γιατί αυτά τα οργανίδια χρειάζονται και για τον 

επαρκή ενεργειακό μεταβολισμό, την παραγωγή λιπιδίων της μεμβράνης και την 

κυτταρική αύξηση. Ελλείμματα στην αποπτωτική οδό πέρα από τα μιτοχόνδρια 

(π.χ στις κασπάσες) είναι το ίδιο πιθανό να μην εξασφαλίσουν την επιβίωση και 

την ανάπτυξη των κυττάρων, εξαιτίας των επιδράσεων των μιτοχονδρίων.

1.2.8 Η οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2

Τα ανάλογα του ενζύμου CED-9 του C.elegans στα θηλαστικά ανήκουν 

στην οικογένεια των πρωτεϊνών Bcl-2. Σε αντίθεση με το ένζυμο CED-9, που έχει 

αποκλειστικά αντι-αποπτωτική δράση, τα μέλη της οικογένειας Bcl-2 μπορούν να 

έχουν τόσο προ-αποπτωτική όσο και αντι-αποπτωτική δράση (Reed 1998) 

(εικόνα 19).

Τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας (όπως οι πρωτεΐνες Bcl-2 και 

Bcl-xL) παρεμποδίζουν την ενεργοποίηση των κασπασών και κατ’ επέκταση την 

απόπτωση. Οι πρωτεΐνες, όμως, αυτές, δεν δρουν μόνο με άμεση σύνδεση και 

απενεργοποίηση του παράγοντα Apaf-1, αλλά και με σταθεροποίηση των
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μιτοχονδριακών μεμβρανών και παρεμπόδκτη της απελευθέρωσης του 
κυτοχρώματος c (εικόνα 20).

Η πρωτεΐνη Bcl-2 αρχικά ανακαλύφθηκε ως πρωτο-ογκογονίδιο και 
χαρακτηρίζεται από τη χρωμοσωμική αναδιάταξη t (14;18) στα λεμφώματα Β- 
κυπαρικής σειράς. ΠροκαλεΙ ογκογένεση με την καταστολή της απόπτωσης 
κυρίως, παρά με την διέγερση ταχείας κυτταρικής διαίρεσης.

Η υπερέκφραση των πρωτεϊνών Bd-2 ανασ.έλλει την απόπτωση που 
ττυροδοτείται από μία σειρά ερεθισμάτων, όπως ελάττωση των παραγόντων 
ανάπτυξης, θεραπεία με γλυκοκορτικοειδή. χημειοθερσπευτικούς παράγοντες, ή 
έλλειψη του παράγοντα NGF σε νευρώνες. Σε κάποιες μόνο κυτταρικές σειρές η 
πρωτεΐνη Bcl-2 φάνηκε να προστατεύει το κύτταρο από την απόπτωση που 
επάγεται μέσω των υποδοχέων TNFR ή Fes.

Τα γονίδια της οικογένειας Bd-2 είτε αναστέλλουν την απόπτωση (όπως 
τα bd-2, bd-xL, bd-w, m d-1, nr 13 και Α1/ΒΛ-1) είτε την επάγουν (όπως τα bax. 
bak, bok, diva, bd-xS, bik. bim, hrk. mp3, nix. bad και bid) (Reed 1998). Μεταξύ 
των μελών της οικογένειας Bd-2 υπάρχει ομολογία κατά τη μελέτη της 
αλληλουχίας των σμινοξέων και υπάρχουν μέχρι και τέσσερις περιοχές που 
διατηρούνται σταθερές και ονομάζονται ΒΗ: οι περιοχές ΒΗ1, ΒΗ2. ΒΗ3 και ΒΗ4.
Στα προ-αποπτωτικά μέλη γίνεται φανερό ότι η ΒΗ3 περιοχή είναι απαραίτητη 
τόσο για το σχηματισμό διμερών με άλλα μέλη, όσο και για την επαγωγή της 
απόπτωσης (Ketekar and Thompson 1998) (εικόνα 19).

α. Προ-σποπτωτικές B d-2 π ρω τινές

Σύμφωνα με τα ερευνηπκά δεδομένα, τα προ-αποπτωτικά μέλη της 
οικογένειας Bd-2 προκαλούν έναρξη της απόπτωσης μέσω του σχηματισμού 
πόρων στις εξωτερικές μεμβράνες των μποχονδρίων και την απελευθέρωση του 
κυτοχρώμστος c στο κυτταρόπλασμα.

Τα περισσότερα μέλη της οικογένειας διαθέτουν καρβοξυτελικές 
υδροφοβικές μεμβρανο-προσφυόμενες περιοχές που τους εττπρέπουν να 
εγκαθίστανται στις εξωτερικές μεμβράνες των μποχονδρίων. Τα μέλη στα οποία 
λείπουν τέτοιες περιοχές, όπως οι πρωτεΐνες Bad και Bid, είναι 
κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες, αλλά μπορούν να «μεταναστεύσουν» στα 
μιτοχόνδρια, καθώς έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν ετεροδιμερή με άλλα

w
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μέλη της οικογένειας. Αυτές οι ετεροδιμερείς συνδέσεις και μετατοπίσεις 

ρυθμίζονται από τη φωσφορυλίωση και την πρωτεόλυση. Για παράδειγμα, η 

φωσφορυλίωση αναστέλλει τη σύνδεση της πρωτεΐνης Bad με τις πρωτεΐνες Bcl-2 

και Bcl-xL, ενώ η διασπασμένη, μέσω κασπάσης-8, πρωτεΐνη Bid αλληλεπιδρά με 

την πρωτεΐνη Bax στη μιτοχονδριακή μεμβράνη. Τα περισσότερο μελετημένα 

προ-αποτττωτικά μέλη της οικογένειας είναι οι πρωτεΐνες Bax και Bid.

Η πρωτεΐνη Bax, η οποία είναι φυσιολογικά μια κυτταροπλασματική 

πρωτεΐνη, μετατοπίζεται προς τα μιτοχόνδρια ύστερα από έκθεση σε διάφορα 

αποπτωτικά ερεθίσματα ή stress (Hsu και συν. 1997). Διαπιστώθηκε ότι 

αλληλεπιδρά με μια πρωτεΐνη της εξωτερικής μεμβράνης και σχηματίζουν 

πόρους, απελευθερώνοντας με αυτόν τον τρόπο το κυτόχρωμα c. Δεν απαιτείται 

ενεργοποίηση των κασπασών ούτε για τη μετακίνηση της πρωτεΐνης, ούτε για το 

σχηματισμό πόρων.

Σε αντίθεση με την πρωτεΐνη Bax, η πρωτεΐνη Bid απαιτεί πρωτεόλυση 

μέσω της κασπάσης-8 για την προ-αποπτωτική της λειτουργία. Μετά τη 

διάσπασή της η πρωτεΐνη Bid «μεταναστεύει» από το κυτταρόπλασμα στα 

μιτοχόνδρια και απελευθερώνει το κυτόχρωμα c, αυξάνοντας εκλεκτικά τη 

διαπερατότητα της εξωτερικής μεμβράνης, πιθανόν λόγω της αλληλεπίδρασής 

της με την πρωτεΐνη Bax (Desagher και συν. 1999). Φαίνεται ότι μέσω της 

διάσπασης της Bid ενισχύονται τα καθοδικά εκτελεστικά γεγονότα της 

απόπτωσης που επάγεται μέσω υποδοχέων θανάτου. Οι πρωτεΐνες Bcl-2 και Bcl- 

xL δεν αναστέλλουν τη διάσπαση της Bid μέσω της κασπάσης-8, ούτε τη 

μετατόπισή της στα μιτοχόνδρια, παρεμποδίζουν, όμως, την απελευθέρωση 

κυτοχρώματος c μέσω Bid. Παρόλα αυτά, η απόπτωση εξελίσσεται μέχρι τέλους, 

καθώς υπάρχουν και άλλα εκτελεστικά βήματα που τίθενται σε λειτουργία μέσω 

της κασπάσης-8.

β. Αντι-αττοπ τω τικές Bcl-2 π ρω τεΐνες

Τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 που έχουν μελετηθεί πιο 

εκτεταμένα είναι οι Bcl-2 και Bcl-xL, οι οποίες εντοπίζονται κυρίως στη εξωτερική
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Η ευρύηρη omoytvoa ττρωπλών Bct-2

Αναφέρονται τρεις υποοκογένειες: οπτό αυτές η imooacoytvao Bd-2 προάγει την κυτταρκή 

επιβίωση, ενώ οι υποοικογένειες Bax και 8Η 3 διευκολύνουν την απόπτωση. Ο  ΒΗ1. ΒΗ2, ΒΗ3 

και ΒΗ4 είναι αλληλουχίες που διατηρούνται μεταξύ των μελών της οκογένειος Η υποο«ογέναα 

Bax μοιάζει με την υποοικογένεια Bd-2, της λείπει όμως η λειτουργική περιοχή ΒΗ4. Ολες οι 

πρωτεΐνες που συγκρίνονται ανήκουν στα θηλαστικά (συνήθως στον άνθρωπο), με εξαίρεση την 

πρωτεΐνη NR-13 (κοτόπουλου), πρ CEO-9 και EGL-1 (του νηματοειδούς C.alagans) και πς 4κές 

πρωτεΐνες BHRF1. LMW5-HL, ORF16. KS-Bd-2 και Ε1Β-19Κ (Am J Med 1999.107,489-506).



Εικόνα 20
Μοντέλο ρύθμισης του Apaf-1 από την οικογένεια Bcl-2

Η πρωτεΐνη Bcl-xL (ή άλλο αντι-αποπτωτικό μέλος της ίδιας οικογένειας) μπορεί να συνδεθεί με 

τον Apaf-1 και να εμποδίσει την ενεργοποίηση της προκασπάσης-9 (ή άλλης προκασπάσης- 

εναρκτή της απόπτωσης). Με την παρουσία κυτοχρώματος c και ATP ο Apaf-1 μπορεί να 

συνδεθεί στην προκασπάση-9 και να οδηγήσει στον διμερισμό και την αυτοκατάλυσή της (Science 

1998, 281, 1322-1326).
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μιτοχονδριακή μεμβράνη και λιγότερο στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στις 
πυρηνικές μεμβράνες. Οι δύο αυτές πρωτεΐνες μπορούν να συνδεθούν με το 
μόριο-προσαρμοστή Apaf-1 (που παρουσιάζει ομολογία με τη CED-4 του 
C.elegans) και να παρεμποδίσουν την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 (ομόλογη 
της CED-3) (Hu και συν. 1998) (εικόνα 20). Ο κύριος τρόπος δράσης των 
πρωτεϊνών Bd-2 και Bd-xL φαίνεται να είναι μιτοχονδριακός. Σπς περισσότερες 
περιπτώσεις φαίνονται να δρουν παρεμποδίζοντας τη μιτοχονδριακή 
διαπερατότητα και την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c, το οποίο απαιτείται 
για την ενεργοποίηση του παράγοντα Apaf-1. Έχει διατυπωθεί η άποψη όπ οι 
μιτοχονδριακές δράσεις των πρωτεϊνών Bd-2 και Bd-xL εξαρτώνται από την 
ικανότητά τους να δημιουργούν διαύλους ιόντων, δεν υπάρχει όμως ένα 
ικανοποιητικό μοντέλο που να λαμβάνει υπόψην τις αντικρουόμενες δράσεις των 
πρωτεϊνών Bd-2/Bd-xL και Bax (Schendei και συν. 1998).

Αρχικά, διατυπώθηκε όπ οι πρωτεΐνες Bd-2 και Bd-xL οσκούν την 
προστατευτική τους δράση σχηματίζοντας ετεροδιμερή με προ-σποπτωπκές 
πρωτεΐνες, όπως η Bax. αναστέλλοντας μ* αυτόν τον τρόπο την 
αποσταθεροποίηση των μεμβρανών από τις προ-σποπτωτικές πρωτεΐνες (Otter 
και συν. 1998). Πειραματικά δεδομένα, όμως, διαφόρων ερευνών θέτουν την

φ

άποψη αυτή υπό αμφισβήτηση. Για παράδειγμα, κατά το σχηματισμό 
ετεροδιμερούς μεταξύ της Bd-xL και ενός προ-αποπτωτικού μέλους (Bax. Bak ή 
Bik) προκαλείται απελευθέρωση του ετεροδιμερούς Apaf-1-προκασπάσης από 
την Bd-xL. Στη συνέχεια, ο παράγοντας Apaf-1 οδηγεί την προκασπόση σε 
ενεργοποίηση μέσω αυτοδιάσπασης (εικόνα 20). Έτσι, η ενεργοποίηση των 
κασπασών σ’ αυτήν την οδό εξαρτάται άμεσα από την κατάσταση διμερισμού των 
μελών της οικογένειας Bd-2, και αυτή με τη σειρά της εξαρτάται από τη 
διαθεσιμότητα προ-αποπτωπκών μελών (εικόνα 8).



1.3 ΘΥΡΕΟΕΙΔΗΣ ΑΔΕΝΑΣ

Ο θυρεοειδής αδένας είναι ο μεγαλύτερος ενδοκρινής αδένας του 

ανθρωπίνου σώματος. Η λειτουργία του είναι η έκκριση επαρκούς ποσότητας 

θυρεοειδικών ορμονών, κυρίως 3,5,3',5 '- \-τε τρ α ϊω δ ο θ υ ρ ο ν ίν η ς  (Τ4) και μικρότερη 

ποσότητα 3,5,3'-Ι-τρ ιϊω δ ο θ υ ρ ο ν ίν η ς  (Τ3).

Οι θυρεοειδικές ορμόνες προάγουν τη φυσιολογική αύξηση και ανάπτυξη 

και ρυθμίζουν έναν αριθμό ομοιοστατικών λειτουργιών, συμπεριλαμβανομένης 

της παραγωγής ενέργειας και θερμότητας. Επιπρόσθετα, τα παραθυλακιώδη 

κύτταρα του ανθρώπινου θυρεοειδούς αδένα εκκρίνουν καλσ ιτονίνη , που είναι 

σημαντική για την ομοιόσταση του ασβεστίου.

Καθώς, λοιπόν, ο θυρεοειδής αδένας ελέγχει το ρυθμό του μεταβολισμού 

σε πολλά όργανα και ιστούς, η υπο- ή υπερλειτουργία του αντιπροσωπεύουν τα 

συνηθέστερα ενδοκρινικά προβλήματα, έχουν εκτεταμένες εκδηλώσεις και 

απαιτούν συνήθως μακροχρόνια θεραπευτική αγωγή.

1.3.1 Ανατομία και ιστολογία του θυρεοειδούς αδένα

Ο φυσιολογικός θυρεοειδής ζυγίζει 15-25 gr. Στις γυναίκες είναι λίγο 

μεγαλύτερος και μεγαλώνει στην κύηση. Βρίσκεται μπροστά από την τραχεία και 

εκτείνεται πάνω από το μέσον του θυρεοειδή χόνδρου του λάρυγγα. Αποτελείται 

από δ εξιό  (Δ) και α ρ ισ τερ ό  (Α) λ ο β ό  (Δ>Α) που συνδέονται με ένα κεντρικό τμήμα 

τον ισ θ μ ό . Στην πίσω επιφάνεια του αδένα ανευρίσκονται οι παραθυρεοειδείς 

α δ έν ες  (εικόνα 21).

Κάθε λ ο β ό ς  του θυρεοειδούς έχει μήκος περίπου 2,5-4 cm, πλάτος 1,5-2 

cm και πάχος 1-1,5 cm. Περιβάλλεται από συνδετικό ιστό που προεκβάλλει 

διαφραγμάτια προς τα εντός και χωρίζεται σε λό β ια . Κάθε λόβιο αποτελείται από 

20-40 θυλά κια . Υπολογίζεται ότι ο φυσιολογικός θυρεοειδής περιέχει 3.000.000 

θυλάκια, αριθμός που παραμένει σταθερός σε όλες τις ηλικίες. Τα θυλάκια έχουν 

μέγεθος από 50-500 μικρά. Το θυλάκιο αποτελεί τη μικρότερη πλήρη λειτουργική 

μονάδα του θυρεοειδούς. Έχει σχήμα σχεδόν σφαιρικό και αποτελείται από ένα 

στοίχο επιθηλιακών κυβοειδών κυπάρων, που περικλείουν στο κέντρο, αυλό 

γεμάτο με ιξώδη θυ ρ εο σ φ α ιρ ίνη  (κο λλο ειδ ές ). Χαμηλό ύψος κυπάρων
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Ε*όνα 21

Ανατομκές δομές too τραχήλου
ΔιακρΙνεται ο θυρεοειδής αδένας, με τους δύο λοβούς «οι «ον ισθμό, μπροστά από την τραχέα 

(Mosb/s medtesl. Nurting and ANed Health Dictionary. 4 *  edfcon. 1094)

Εικόνα 22

Ισταλογική εικόνα φυσιολογικού θυρεοειδούς αδένα 
Τα θυρεοαδικά θυλάκια επενδύονται από ένα απλό κυβοειδές επιθήλιο, το οποίο είναι υπεύθυνο 

για τη σύνθεση και έκκριση των ορμονών Τ3 και Τ4. Στο εσωτερικό τους τταρστηρείται ένα 

σύμπλεγμα γλυκοπρωπλης. η θυρεοσφαιρίνη ή κολλοειδές, το οποίο αποθηκεύει τις θυρεοαδκές 

ορμόνες πριν από την έκκρισή τους (χρώση αμστοξυλίνης-ηωσίνης χ 240) (W heeler PR, BurtdK 

HG, Daniels VG. Funclionai Histology. A Text and Colour Allas. C hurcfti Livingstone. T *  revised 

edition).
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χαρακτηρίζει τα ημιαδρανοποιημένα θυλάκια, ενώ υψηλά κυλινδρικά κύτταρα 

υπάρχουν σε υπερλειτουργούντα αδένα (εικόνα 22).

1.3 .2  Φ υ σ ιο λ ο γ ία  το υ  θ υ ρ εο ε ιδ ο ύ ς  α δ έν α

Από τα κύτταρα του θυρεοειδούς συντίθενται οι θυρεοειδικές ορμόνες 

θυροξίνη (Τ4) και τριϊωδοθυρονίνη (Τ3) κάτω από την επίδραση της 

θυρεοτροπίνης (TSH) που εκκρίνεται από την υπόφυση.

Η σ ύ ν θ εσ η  και ο ρ υ θ μ ό ς  π α ρ α γ ω γ ή ς  τω ν  θυ ρ εο ε ιδ ικ ώ ν  ο ρ μ ο ν ώ ν  εξαρτάται 

από το ανόργανο ιώδιο, που προσλαμβάνεται από τα θυρεοειδικά κύτταρα από 

την κυκλοφορία, την ακεραιότητα των ενδοθυρεοειδικών ενζυμικών συστημάτων 

που είναι υπεύθυνα για την ορμονοσύνθεση και τη σύνθεση της θυρεοσφαιρίνης 

και από την καλή λειτουργία του άξονα: υποθάλαμος-υπόφυση-θυρεοειδής.

Τα ιόντα ιωδίου (Γ) που μεταφέρονται στα θυρεοειδικά κύτταρα 

οργανοποιούνται ταχέως. Η αντίδραση καταλύεται από το ένζυμο θυρ εο ειδ ική  

υ π ερ ο ξε ιδ ά σ η  (Τ Ρ Ο ) , μία πρωτεΐνη μοριακού βάρους 110 kDa που περιέχει αίμη 

και βρίσκεται στην κυτταρική μεμβράνη των θυλακιωδών κυττάρων 

(=μικροσωμιακό αντιγόνο). Αποτελείται από μια αλυσίδα 933 αμινοξέων με ένα 

δισουλφιδικό δεσμό, η ακεραιότητα του οποίου είναι απαραίτητη για την 

αντιγονικότητα του μορίου της. Η ΤΡΟ καταλύει την αντίδραση οργανοποίησης 

του ανόργανου ιωδίου, όταν αυτό εισέρχεται ενδοκυττάρια παρουσία το 

οποίο παράγεται από το ένζυμο αναγωγάση NADPH του κυτοχρώματος c του 

θυρεοειδήούς. Επίσης, καταλύει την αντίδραση σύνδεσης του ιωδίου με τις ρίζες 

τυροσίνης που είναι προσκολλημένες στο μόριο της θυρεοσφαιρίνης και τη 

σύνδεση των ιωδιωμένων τυροσινών για την παραγωγή των ορμονών Τ3 και Τ4.

Η θ υ ρ εο σ φ α ιρ ίν η  (T g ) είναι υδατοδιαλυτή γλυκοπρωτεϊνη (με 5496 

αμινοξέα) μεγάλου μοριακού βάρους, που αποτελείται από δύο όμοιες 

υπομονάδες με MB 330 kDa η κάθε μία. Εκκρίνεται από τα θυλακιώδη κύτταρα, 

είναι το κυριότερο συστατικό του κολλοειδούς και αποτελεί πρόδρομο ουσία των 

θυρεοειδικών ορμονών. Η σύνθεσή της διεγείρεται από την TSH και ελέγχεται 

από το αντίστοιχο γονίδιο που βρίσκεται στο χρωμόσωμα 8, κοντά στο ο-ιπγο 

ογκογονίδιο. Σε κάθε μόριο Tg περιέχονται 110 τυροσίνες, από τις οποίες μόνο οι 

8 χρησιμοποιούνται στη σύνθεση των θυρεοειδικών ορμονών. Η αντιγονικότητα 

του μορίου της Tg εξαρτάται από το ποσοστό της ιωδίωσής της. Τα Τ και Β
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λεμφοκύπαρσ αναγνωρίζουν διαφορετικούς ετπτόττους στο μόριό της· Η Tg 
εισέρχεται στην κυκλοφορία σε ελάχιστα ποσά μέσω της λεμφικής οδού και 
χρησιμοποιείται σαν δείκτης παρακολούθησης των καρκινωμάτων του 
θυρεοειδούς. Τα επίπεδά της στο αίμα κυμαίνονται μέχρι 5ng/dl.

Οταν το ιώδιο συνδεθεί με τις ρίζες της τυροσίνης στη θυρεοσφαιρίνη 
προκύπτουν η μονοϊωδοτυροσίνη (ΜΙΤ) και η διϊωδοτυροσίνη (DIT). Με τη 
σύζευξη δύο μορίων DIT παράγεται η Τ4, ενώ με τη σύζευξη ενός μορίου ΜΙΤ και 
ενός μορίου DIT παράγεται η Τ3. Ο λόγος ΜΙΤ/ΟΓΤ εξαρτάται από το ποσόν του 
διαθέσιμου ιωδίου, γι'συτό σε περιπτώσεις έλλειψης ιωδίου σχηματίζεται 
περισσότερο ΜΙΤ από DIT, άρσ και περισσότερη Τ3 από ό.τι Τ4.

Η ρύθμιση της έκκρισης των θυρεοειδικών ορμονών γίνεται μέσω της 
κυκλοφορούσης στο πλάσμα θυρεοειδοτρόττου ορμόνης TSH (Thyrokl· 

Stimulating Hormone). Η TSH είναι γλυκοπρωτείνη. η οποία συντίθεται από 
βασεόφιλα κύτταρα του πρόσθιου λοβού της υπόφυσης και απαρτίζεται από δύο 
υπομονάδες. α και β. Συνδέεται με ειδικό υποδοχέα στην κυτταρική μεμβράνη 
των θυρεοειδικών κυττάρων (TSH-Receptor, TSH-R). ο οποίος έχει μοριακό 
βάρος, 87 kDa και σποτελείται από δύο υπομονάδες Α και Β. που συνδέονται με 
δισουλφίδικό δεσμό. Στη μεμβράνη των θυλακιωδών καπάρων υπάρχουν σχετικά 
λίγοι υποδοχείς TSH-R (περίπου 1000 υποδοχείς/κύπαρο). Η σύνδεση της TSH  
στον υποδοχέα επάγει τη σύνθεση των θυρεοειδικών ορμονών αυξάνοντας το C- 
ΑΜΡ και ενεργοποιώντας ενδοκυπάρια πρωτεϊνικές κινάσες.

Η σύνθεση και έκκρκτη της TSH εξαρτάται από την αρνητική παλίνδρομη 
δράση των θυρεοειδικών ορμονών που κυκλοφορούν στο αίμα και της εκλυηκής 

ορμόνης της ΘυρεοτροπΙνης TRH (Thyrotropin Releasing Hormone). Η TRH είναι 
τριπεπτίδιο που παράγεται στον υποθάλαμο και μεταφέρεται μέσω του πυλαίου 
συστήματος στην υπόφυση. Εκεί συνδέεται με υποδοχείς των θυρεοτρόφων 
κυττάρων και προκαλεί αύξηση του ενδοκυττάριου cAMP και του Ca++. Οταν 
αυξάνονται τα επίπεδα των θυρεοειδικών ορμονών στο αίμα, τότε μειώνεται η 
έκκριση της TSH και επακολούθως και η έκκρκτη των Τ3 και Τ4.

Οι θυρεοειδικές ορμόνες μετά την παραγωγή τους εναποθηκεύονται στο 
κολλοειδές συνδεδεμένες με την Tg. Η έκκρισή τους στο αίμα ρυθμίζεται από την 
TSH και γίνεται με τπνοκύπωση σταγονιδίων κολλοειδούς από τα θυρεοειδικά 
κύπαρα, πρωτεόλυση της Tg από πρωτεάσες και πεπτιδάσες που παράγονται 
από τα λυσοσώματα και απελευθέρωση των Τ4, Τ3, MIT, DIT, πεπτιδίων και
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αμινοξέων. Οι Τ3 και Τ4 απελευθερώνονται στην κυκλοφορία, οι ΜΙΤ και DIT 

αποϊωδιώνονται και το I ~ επαναχρησιμοποιείται. Τα φυσιολογικά επίπεδα της Τ4 

στον ορό κυμαίνονται από 5-12 pg/dl, ενώ τα φυσιολογικά επίπεδα της Τ3 

κυμαίνονται από 100-200 ng/dl. Στα φυσιολογικά άτομα το 80%-90% της ολικής 

Τ3 προέρχεται από την περιφερική μετατροπή της Τ4 με τη δράση του ένζυμου 

5*-αποϊωδινάση και μόνο το 10-20% παράγεται από το θυρεοειδή. Το 45% της 

εκκρινόμενης Τ4 μετατρέπεται σε Τ3.

Για να εκδηλώσουν τη δράση τους, οι θυρεοειδικές ορμόνες εισέρχονται 

στα κύτταρα και μεταφέρονται στον πυρήνα, όπου συνδέονται με τους υποδοχείς 

των θυρεοειδικών ορμονών (thyroid receptor-TR) που βρίσκονται στη χρωματίνη. 

Υπάρχουν δύο είδη υποδοχέων TR για την Τ3, οι άλφα και οι βήτα, καθώς και 

υπότυποι αυτών, τρεις για τους α και δύο για τους β. Η ανταπόκριση των ιστών 

στις θυρεοειδικές ορμόνες εξαρτάται από τον αριθμό των TR που εκφράζονται 

στα κύτταρα του συγκεκριμένου ιστού.

Οι υποδοχείς TR ενεργοποιούνται με τη σύνδεση με την Τ3 και ενώνονται 

με το DNA σε στοιχεία απόκρισης στη δράση των θυρεοειδικών ορμονών (TRE- 

Thyroid Hormone Responsive Elements), δρώντας, έτσι, ως μεταγραφικοί 

παράγοντες των γονιδίων που είναι ευαίσθητα στη δράση της Τ3.

1.3.3 Εργαστηριακή διερεύνηση του θυρεοειδούς αδένα 

α. Ο ρμονική διερεύνηση της θυρεοειδικής λειτουργίας

Καμία εξέταση δεν είναι από μόνη της επαρκής για την εκτίμηση του 

επιπέδου της θυρεοειδικής λειτουργίας, γι’ αυτό απαιτείται ο προσδιορισμός 

περισσοτέρων της μιας εργαστηριακών παραμέτρων.

Η μέτρηση των ορμονών Τ3 και Τ4 γίνεται με μεθόδους στις οποίες 

χρησιμοποιούνται ραδιοϊσότοπα, όπως η ρ α δ ιο α ν ο σ ο α ν ά λυ σ η  

(Radioimmunoassay-R/A), η α ν ο σ ο ρ α δ ιο μ ετρ ία  (Immunoradiometric assay- 

IR M A )  και η α νά λ υ σ η  υ π ο δ ο χ έω ν  (Receptor assay). Τα τελευταία χρόνια έχουν 

αναπτυχθεί και άλλες αξιόλογες μέθοδοι, όπως η α νο σ ο ενζυμ ική  μ έθ ο δ ο ς  

(E L IS A ), η Φ θ ό ρ ιο α ν ο σ ο α ν ά λ υ σ η  (F IA ) και η Χ η μ ε ιο φ ω τα υ γ ά ζο υ σ α  

α ν ο σ ο α ν ά λ υ σ η  (L IA ), με μικρότερο κόστος, οι οποίες, όμως, στερούνται της 

μεγάλης ακρίβειας των ραδιοϊσοτοπικών μεθόδων.
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H sTSH (ευαίσθητη-sensitive TSH) θεωρείται η τπο ευαίσθητη παράμετρος 
για την εκτίμηση της κατάστασης της θυρεοειδικής λειτουργίας και συνκχτάται σε 
όλους τους ασθενείς, καθώς πολλοί κλινικά ευθυρεοειδικοί ασθενείς 
παρουσιάζουν βιοχημικές ενδείξεις υπέρ· ή υποθυρεοειδισμού. Τα φυσιολογικά 
της επίπεδα κυμαίνονται μεταξύ 0.4-4 .8 μ ΐυ/ml.

Οι σύγχρονες μέθοδοι μέτρησης της sTSH, που χρησιμοποιούν 
μονοκλωνικά αντισώματα, έχουν δεκαπλάσια ευαισθησία από τις παλαιότερες και 
είναι: α) η ανοσοραδιομετρική (IRMA), β) η ενζυμική ανοσομέτρηση (ΕΙΑ) και γ) η 
χημειοφωταύγεια. η οποία έχει τη μεγαλύτερη ευαισθησία.

β. Αντισώματα κατά θυρεοειδικών αντιγόνων

Υπάρχουν τρία αρκετά καλά μελετημένα αντιγόνα του θυρεοειδούς: η 
θυρεοειδική υπεροξειδάση (μικροσωμιακό αντιγόνο. ΤΡΟ), ο υποδοχέας της TSH 
(TSHR) και η θυρεοσφαιρίνη (Tg).

Για την ανίχνευση των αυτοανησωμάιων κστό της υπεροξαδόσης (anti·
ΤΡΟ ή TPOAbs) πρόσφατα αναπτύχθηκαν μέθοδοι RIA και ELISA. Τα anb-TPO  
αντισώματα, αν και είναι το συχνότερο εύρημα σε όλες τις αυτοάνοσες 
θυρεοειδοπάθειες, δεν φαίνεται να αποτελούν τον εκλυτικό παράγοντα της νόσου, 
παίζουν, όμως, σημαντικό ρόλο στην παθσγένεια. Γ ενικά τα anti-ΤΡΟ αντισώματα 
χρησιμοποιούνται ως δείκτες των αυτοάνοσων θυρεοειδοπαθειών και 
ανιχνεύονται: α) σε 95% των ασθενών με θυρεοειδίτιδα Hashimoto (ΗΤ) και β) σε 
80% των ασθενών με νόσο του Graves' (GO).

Στην πλειονότητά τους τα αντισώματα κστό του υποδοχέα της TSH (anti- 
TSH-R antibodies ή TRAbs, Thyrotropin Receptor Antibodies) προκαλούν 
διέγερση της θυρεοειδικής λειτουργίας ανεξάρτητα από τον υποθάλαμο· 
υποφυσιο-θυρεοειδικό άξονα, οπότε και ανσφέρονται συχνά με τον όρο 75 /
(Thyroid Stimulating Immunoglobulins). Σε μερικές περιπτώσεις έχει διαπιστωθεί 
πως η σύνδεση TRAb στον υποδοχέα της TSH δεν οδηγεί σε υπερλειτουργία του 
θυρεοειδούς, οπότε τα αυτοαντισώματα θεωρείται πως έχουν ανασταλτική δράση 
και ανσφέρονται με τον όρο TBU (Thyroid Binding Inhibitory Immunoglobulins). Τα 
αντισώματα ΤΒΙΙ μπορούν να προκαλέσουν τη δημιουργία βρογχοκήλης, χωρίς, 
όμως, υπερέκκρκτη θυρεοειδικών ορμονών. Με ραδιοανοσολογική μέθοδο και με 
βιοδοκιμασία, τα TSI ανιχνεύονται: α) σε 80-100% των ασθενών με GD και β) σε

ϊΒΛ/ο̂.
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15-20% των ασθενών με ΗΤ, ενώ τα ΤΒΙΙ ανιχνεύονται: α) σε 80-90% των 

ασθενών με GD και β) σε 10-30% των ασθενών με ΗΤ.

Τα αντιθυρεοσφαιρινικά αντισώματα (anti-Tg) ανιχνεύονται στον ορό των 

ασθενών με έμμεσο ανοσοφθορισμό, παθητική αιμοσυγκόλληση, 

ραδιοανοσολογική μέθοδο (RIA) και ανοσοενζυμική μέθοδο ELISA. Τα TgAb 

ανευρίσκονται: α) σε ποσοστό 100% των ασθενών με ΗΤ, β) μέχρι και στο 67% 

των ασθενών με GD και γ) σε 10-15% των φυσιολογικών ηλικιωμένων ατόμων.

γ. Υπ ερηχογράφημα θυρεοειδούς αδένα

Η υπερηχοτομογραφία γενικά αποτελεί μια ασφαλή μέθοδο (δεν 

ακτινοβολείται ο ασθενής) και ευαίσθητη για ανακάλυψη αλλοιώσεων του 

θυρεοειδικού παρεγχύματος, με διακριτική ικανότητα 1-3 χιλιοστών. Θεωρείται 

αναγκαία εξέταση, καθώς τουλάχιστον το 50% των ασθενών έχει πολλαπλούς 

αψηλάφητους όζους. Το μειονέκτημα του υπερηχογραφήματος είναι η αδυναμία 

του να διαφοροδιαγνώσει με βεβαιότητα καλοήθεις από κακοήθεις όγκους του 

αδένα. Σαν όζος θεωρείται μία βλάβη που έχει διαστάσεις >6-8 mm (αναλυτικά η 

τεχνική στην παράγραφο 2.1.2 και τα χαρακτηριστικά ευρήματα παθήσεων του 

θυρεοειδούς στην παράγραφο 2 .1 .3).

δ. Σπ ινθηρογράφημα θυρεοειδούς αδένα

Το σπινθηρογράφημα απεικονίζει την κατανομή του ραδιενεργού ιχνηθέτη 

σε ένα όργανο-στόχο του ανθρωπίνου σώματος σε δύο ή και τρεις διαστάσεις. Το 

πλεονέκτημα του σπινθηρογραφήματος είναι ότι μπορεί να δώσει ταχεία 

απάντηση μορφολογικού και λειτουργικού περιεχομένου για τον θυρεοειδή αδένα, 

με τη χρήση, είτε ραδιενεργού ιωδίου 123Ι, είτε με τεχνήτιο 99mTc. Μία πλήρης 

μελέτη θα πρέπει να περιλαμβάνει τα παραπάνω και θα πρέπει να εκτιμάται 

πάντα με το ιστορικό του ασθενή, με τις in vitro και τις λοιπές διαγνωστικές 

δοκιμασίες.

Όταν ένας όζος προσλαμβάνει περισσότερο ισότοπο από τον γειτονικό 

φυσιολογικό ιστό, ή από τον σε καταστολή φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό, 

ονομάζεται «θερμός» ή «αυτόνομος λειτουργικός θυρεοειδικός» όζος (τοξικός ή
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μη). Ως «ψυχρός» χαρακτηρίζεται ο όζος που, είτε υπολειτουργεί, είτε στερείται 
λειτουργίας και φυσικό δεν συγκεντρώνει ισότοπο.

ε. Παρακέντηση θυρεοειδούς αδένα με αναρρόφηση δια λεπτής βελόνης 

(FNA) και κυτταρολογική διάγνωση

Η βιοψία δια βελόνης πολλαπλών περιοχών του σώματος για 
διαγνωστικούς σκοπούς εκτήχθη αρχικά από τους Martin και Bits το 1930 (Martin 
and Ellis 1930), οπότε σποφεύχθησαν έτσι μη απαραίτητες διεγχειρητικές 
διαδικασίες: η κπολογική-κυττσρολογική εξέταση προηγούνταν της χειρουργικής 
επέμβασης και συνέβαλλε στη σωστή διεξαγωγή της.

Η παρακέντηση με αναρρόφηση δια λεπτής βελόνης ενός θυρεοειδικου 
οζιδίου (fine-needle aspiration, FNA) έχει σποδειχβεί η καλύτερη μέθοδος για τη 
διαφοροδιόγνωση της καλοήθους από την κακοήθη θυρεοειδική νόσο (αναλυτικά 
η μέθοδος στην παράγραφο 2.12 και τα χαρακτηριστικά ευρήματα των 
θυρεοειδικών νόσων στην παράγραφο 2.1.3). Είναι διαγνωστικό εργαλείο-κλειδί 
για την προεγχειρητική επιλογή των οζιδίων που είναι σε κίνδυνο για κακοήθεια.

Οι διαγνωστικές ικανότητες και εφαρμογές της παραδοσιακής FNA του 
θυρεοειδούς έχουν επεκταθεί μέσω:

(1) της προσθήκης της ανοσοκποχημείας. για την ανίχνευση αντιγόνων 
σχεπζόμενων με τον καρκίνο και της κυτταρομετρίας για την ανάλυση του DNA 
του κυττάρου.

(2) της χρήσης σκληροθεραπείας με αιθσνόλη για την αγωγή καλοήθων 
κυσπκών αλλοιώσεων και

(3) της διαφοροδιάγνωσης μεταξύ θυρεοειδικών και παραθυρεοειδικών 
αλλοιώσεων και της ταυτοποίησης θυρεοειδικών καρκινικών μεταστάσεων σε 
αυχενικούς λεμφάδένες, με τη μέτρηση ειδικών για τον ιστό πρωτεϊνών (όπως η 
θυρεοσφαιρίνη ή παραθορμόνη) (Gharib 1996).

Η κυττταρολογική εξέταση (αναλυτικά στο κεφάλαιο 2.1.2) που βασίζεται 
σε υλικό FNA. είναι ένα εξαιρετικά αξιόπιστο διαγνωστικό εργαλείο για την 
εκτίμηση ενός οζιδίου του θυμοειδούς αδένα, ενώ ταυτόχρονα προκαλεί την 
ελάχιστη δυσανεξία για τον ασθενή (Greenspan 1997). Η ευαισθησία αυτής της 
διαδικασίας ποικίλλει από 83-99% και η ειδικότητα από 70-90% , εξαρτώμενη από
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την επάρκεια του λαμβανομένου δείγματος και την εμπειρία του κυτταρολόγου 

(Ridgway 1996).

Η βιοψία FNA υπό υπερηχογραφική καθοδήγηση επιτρέπει την εξέταση 

ακόμη και πολύ μικρών σε μέγεθος οζίδίων (έως 2 ιπιπ) (Yokozawa και συν. 

1995) και οδηγεί σε μία περισσότερο ακριβή και επαρκή δειγματοληψία οζιδίων 

του θυρεοειδούς αδένα (Danese και συν. 1998, Carmesi και συν. 1998).

Παρόλα αυτά σε έναν αξιόλογο αριθμό περιστατικών (10-25%), η 

παραπάνω εξέταση είναι μη διαγνωστική, κυρίως εξαιτίας ανεπάρκειας του 

δείγματος ή παρουσίας ακαθόριστης κυτταρολογικής μορφολογίας, που 

αναφέρεται συνήθως ως θυλακιώδης νεοπλασία (Oertel 1996, Gharib και συν. 

1984).

Αυτές οι περιοριστικές δυνατότητες της παρακέντησης FNA οδηγούν στην 

επιτακτική ανάγκη εξεύρεσης ευαίσθητων προεγχειρητικών διαγνωστικών 

τεχνικών. Θα ήταν ιδιαίτερης σημασίας εάν η κυτταρολογική διάγνωση με FNA 

μπορούσε να ισχυροποιηθεί με μια μοριακή ανάλυση.

στ. Μ οριακή γενετική ανάλυση σε υλικό FNA θυρεοειδούς αδένα

Στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί δεδομένα για την κλινική σπουδαιότητα 

της μοριακής ανάλυσης σε υλικό παρακέντησης FNA. Η χρήση εξαιρετικά 

ευαίσθητων τεχνικών, όπως αυτές που βασίζονται στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR) και στην ανάστροφη μεταγραφή-PCR (RT-PCR) (αναλυτικά 

οι τεχνικές στην παράγραφο 2.3.2), οι οποίες επιτρέπουν τη γενετική ανάλυση 

βιολογικών δειγμάτων με μικρό αριθμό κυττάρων, έκανε φανερό ότι τα 

αναρροφήματα του θυρεοειδούς αδένα αποτελούν ανεκτίμητη in vivo πηγή 

γενετικού υλικού, επιτρέποντας μια περισσότερο ακριβή γενετική ανάλυση 

ανωμαλιών της θυρεοειδικής λειτουργίας στο μοριακό επίπεδο.

Η PCR είναι μια τεχνική που παρέχει τη δυνατότητα παραγωγής πολλών 

αντιγράφων ενός τμήματος DNA μεταξύ δύο περιοχών με γνωστές αλληλουχίες. 

Παρόλο που η μέθοδος PCR είναι μια σχετικά καινούργια τεχνική, βρήκε 

εκτεταμένες εφαρμογές στη διάγνωση γενετικών διαταραχών (Engelke et al. 

1988), την ανίχνευση αλληλουχιών νουκλεϊκών οξέων παθογόνων οργανισμών 

σε κλινικά δείγματα (Kwok et al. 1987, Ou et al. 1988), τη γενετική ταυτοποίηση 

δειγμάτων στην Ιατροδικαστική (Higuchi et al. 1988), την ανάλυση μεταλλάξεων
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σε ενεργοποιημένα ογκογονίδια (Farr e l al. 1988). π) μοριακή κλωνοποίηση και 
πιν ανάλυση του DNA (Oste 1988).

Οι Winzer και συν. (1998) δημοσίευσαν μία μέθοδο που παρέχει τη 
δυνατότητα δύο διαφορετικών αποτελεσμάτων από την (δια βιοψία FNA. της 
κυτταρολογικής διάγνωσης και πληροφοριών για την έκφραση συγκεκριμένων 
γονιδίων ενός όγκου. Η μέθοδος αυτή, που ονομάζεται αναρροφητική βιοψία- 
ανάστροφη μεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση πολυμε ρύσης (aspiration-biopsy 
RT-PCR, ABRP) μπορεί να οδηγήσει σε προεγχειρητική διάγνωση και να 
οδηγήσει σε μία περισσότερο ειδική θεραπευτική αγωγή. Η αξία της μοριακής 
ανάλυσης με FNA γίνεται φανερή και από άλλες δύο δημοσιεύσεις (Weiss και 
συν. 1996, Arturi και συν. 1997), στις περιπτώσεις αυτές, όμως, χρειάστηκαν δύο 
διαφορετικά δείγματα, ένα για κυτταρολογική και ένα για μοριακή ανάλυση.

Η ανάλυση με τη μέθοδο RT-PCR είναι μια πολύ ευαίσθητη τεχνική, ικανή 
να ανιχνεύει πολύ χαμηλά επίπεδα του mRNA. Αρχικά γίνεται απομόνωση του 
RNA. Από αυτό προκύπτει, μέσω ανάστροφης μεταγραφής, συμπληρωματικό 
DNA (cONA) και στη συνέχεια μέσω αντίδρασης PCR ενκτχύονται επιλεγμένες 
περιοχές των γονιδίων-στόχων. Η προσφορά της τεχνικής RT-PCR απεδείχθη 
ανεκτίμητη σε ποικίλα ερευνηπκά προβλήματα, όπως για παράδειγμα σε μελέτες 
έκφρασης γονιδίων, ανάλυση RNA αλληλουχιών, διάγνωση λοιμωδών 
παραγόντων, διάγνωση γενετικών ασθενειών κ.α.

Έτσι, ογκογονίδια και/ή ογκοκστασταλτικά γονίδια, καθώς και γονίδια που 
σχετίζονται με κρίσιμες κυτταρικές λειτουργίες (όπως πολλαπλασιασμό, κυτταρικό 
θάνατο, διαφοροποίηση, προσκόλληση, αγγεισγένεση και επιδιόρθωση DNA), 
μπορούν να αποτελέσουν στόχους για μοριακές διαγνωστικές προσεγγίσεις και 
παροχή κλινικά χρήσιμων πληροφοριών.

1.3.4 Οζώδης θυρ€οειδική νόσος 

α. Βρογχοκήλη

Ως βρογχοκήλη χαρακτηρίζεται η βραδέως αναπτυσσόμενη διόγκωση του 
θυρεοειδούς αδένα (αύξηση μεγέθους θυρεοειδούς >20g), η οποία προκύπτει 
από εκτεταμένο πολλαπλασιασμό επιθηλιακών κυττάρων με επακόλουθη
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δημιουργία νέων θυλακίων διαφορετικής δομής και λειτουργίας (εικόνες 23 α,β και 

24).

Η βρογχοκήλη διακρίνεται σε:

1) εν δ η μ ικ ή  (όταν η συχνότητα εμφάνισης στον πληθυσμό μιας περιοχής είναι 

άνω του 10%) ή σ π ο ρ α δ ικ ή  (όταν η συχνότητα εμφάνισης στον πληθυσμό μιας 

περιοχής είναι κάτω του 5%),

2) δ ιά χ υ τη  (ομοιόμορφη αύξηση των θυλακίων του θυρεοειδούς) ή  ο ζώ δ η  

(ανομοιόμορφη αύξηση των θυλακίων, με δημιουργία όζων διαφορετικού 

μεγέθους και λειτουργικότητας),

3) λ ε ιτο υ ρ γ ικ ή  ή μ η  λ ε ιτο υ ρ γ ικ ή  και

4) α π λ ή , μ η  το ξική  (όταν η διόγκωση του θυρεοειδούς δε συνοδεύεται από 

υπερθυρεοειδισμό και δεν οφείλεται σε φλεγμονή η νεοπλασία) ή τοξική  (όταν ο 

ασθενής γίνεται θυρεοτοξικός).

Η οζώδης θυρεοειδική νόσος (μονοοζώδης ή πολυοζώδης βρογχοκήλη) 

είναι μετά τη διάχυτη βρογχοκήλη η πιο συχνή ενδοκρινική νόσος (Hanna et al 

1999), καθώς υπολογίζεται ότι παγκοσμίως πάσχουν περίπου 600 εκατομμύρια 

άνθρωποι. Τα επιδημιολογικά στοιχεία ποικίλλουν ανάλογα με τη γεωγραφική 

περιοχή, τη μέθοδο ανίχνευσης και τα κριτήρια ορισμού των όζων.

Η ιωδοπενία θεωρείται παγκοσμίως ως ο πρωταρχικός αιτιολογικός 

παράγοντας της ενδημικής βρογχοκήλης (Delange και συν. 1968, Hetzel 1983), 

ενώ σε περιοχές με επάρκεια ιωδίου, ως κύρια αιτία της βρογχοκήλης θεωρείται η 

αυτοάνοση θυρεοειδίτιδα (Foley 1993). Επιδημιολογικές και μεταβολικές μελέτες, 

που διεξήχθησαν περισσότερα από 30 χρόνια πριν, έδειξαν ότι η βρογχοκήλη 

από ανεπάρκεια ιωδίου αποτελεί ενδημικό πρόβλημα στην Ελλάδα και ειδικότερα 

στην ορεινή περιοχή της Ηπείρου. Η επίπτωση της βρογχοκήλης σε παιδιά της 

σχολικής ηλικίας που κατοικούσαν σ’ αυτή την περιοχή διαπιστώθηκε στο 40-60%  

(Malamos, Miras και συν. 1966, Malamos, Koutras και συν. 1966). Δεν υπάρχουν 

δεδομένα πανελληνίως για την τρέχουσα επάρκεια της διατροφής σε ιώδιο στην 

Ελλάδα, παρά μόνο στοιχεία που αφορούν την Αθήνα και το νησί της Κρήτης, 

περιοχές όπου το πρόβλημα της ανεπάρκειας σε ιώδιο φαίνεται ότι έχει εξαλειφθεί 

και η κύρια αιτία βρογχοκήλης είναι η αυτοάνοση θυρεοειδίτιδα (Doufas και συν.

1998). Σε μια μελέτη περίπου 4000 παιδιών σχολικής ηλικίας στη Βορειοδυτική 

Ελλάδα, η επίπτωση της κλινικά ανιχνεύσιμης βρογχοκήλης βρέθηκε 21%
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(Tsatsoulis και συν. 1996). Πρόσφατα δκπηστώθηκε ότι εξακολουθεί να υπάρχει 
ήπια ανεπάρκεια σε ιώδιο στην Ιδια περιοχή, η οποία αποτελεί έναν από τους 
κύριους αιτιολσγικούς παράγοντες βρογχοκήλης στα παιδιά αυτά, ενώ στα παιδιά 
με επαρκή πρόσληψη ιωδίου η αυτοάνοση θυρεοειδίτιδα αποτελεί συχνό εύρημα 
(Tsatsoulis και συν. 1999).

Κλινικά ανιχνεύσιμα θυρεοειδικά οζίδια εμφανίζονται στο 4-10%  του 
πληθυσμού (γυνσ!κες:άνδρες 7:1). Η πλειοψηφία αυτών των οζιδίων είναι μη 
νεοπλασματικά, ενώ μόνο το 5-30% είναι κακοήθη και απαιτούν χειρουργική 
επέμβαση (Hermus and Huysmans 1998). Ο κύριος σκοπός της βιοψίας FNA 
είναι να ταυτοποιήσει τα οζίδια που χρειάζονται χειρουργική επέμβαση και να 
ελαττώσει στο σύνολο τον αριθμό των θυρεοειδεκτομών σε ασθενείς με καλοήθη 
διαταραχή του θυρεοειδούς.

Στο μικροσκόπιο, η βρογχοκήλη χαρακτηρίζεται από συνδυασμούς μικρών 
υπερπλαστικών θυλακίων, από τα οποία τα μεγαλύτερα έχουν άφθονο 
κολλοειδές. Κάποια από τα οζίδια μπορεί να υποστούν κυστική εκφύλιση (εικόνα 
24).

.Συμπερασμστκά. στις κυριότερες αιτίες βρογχοκήλης συμπεριλαμβάνονται 
η κυδοπενία, βρογχοκηλογόνες ουσίες (λίθιο, κυσνκχ/χα κ α). η όοσορμονογένεση 

και μια αυτοάνοση δ*εργασία. Ανεξάρτητα από το γενεσιουργό αίτιο, η αρχή στην 
οποία στηρίζεται η παθσγένεια της μη τοξικής βρογχοκήλης είναι ίδια. Στην 
προσπάθεια να διατηρηθεί η βιοσύνθεση των θυρεοειδικών ορμονών στα 
φυσιολογικά πλαίσια υπερεκκρίνεται TSH, που αρχικά προκαλεί διάχυτη 
υπερπλασία του θυρεοειδούς. Αν με την υπερπλασία αυτή παραμένουν 
φυσιολογικά τα επίπεδα έκκρισης των θυρεοειδικών ορμονών, τότε ο ασθενής 
είναι ευθυρεοα&κός. Αν, παρά την υπερπλασία, δεν επαρκούν τα επίπεδα των 
θυρεοαδικών ορμονών που εκκρίνονται. ο ασθενής γίνεται υποθυρεοε&κός. 

Μετά την αρχική διάχυτη υπερπλασία του θυρεοειδούς, η επιμονή της 
βρογχοκηλογόνου δράσης οδηγεί σε κατά τόπους εμφάνιση υπερπλασίας 
(εστιακή ή οζώδης). Με την πάροδο των ετών αναπτύσσεται σε πολλές 
περιπτώσεις αυτονομία των όζων και ο ασθενής μπορεί να γίνει 
υπερθυρεοαδικός.
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Εικόνες 23 A  και B

Δ ι ό γ κ ω σ η  θυρεοειδούς αδένα στην ο ζ ώ δ η  βρογχοκήλη 

Mosby's medical, Nursing and Allied Health Dictionary, 4th edition, 1994).
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Βκόνο24

ΙστοΑογική εκόνα βρογχοκήλης

Στη βρογχοκήλη ο αρΛμός των θυρεοοδκών θυλακίων έχα αυξηθώ κ α ι10 π ιΛ η λ ***  κύτταρα 

cfvoi μεγάλα και κυλινδρκά. Στη συγκεκριμένη ακόνα διακρίνεται π ιρβχή της βρογχοκήλης 

πλούσιο σε κολλοειδές. Τα ετπθηλιαχά κύπαρα που επενδύουν τα θυλάκιο είναι επίπεδα Σε ένα 

μεγάλο θυλάκιο έχει προκληθεΙ ανορραγία. όπως φαίνεται στο επάνω τμήμα π>ς εκόνος (χρώοη 

αιματοξυλίνης-ηωσίνης χ 60) (Curran RC, Colour αθΜ  of Hklop^holoay. Harvey l y ^  

Pubfeher», Oxford University Proas. 3 "  revised edtton).
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Εικόνα 25

Ιστολογική εικόνα θυρεοειδίτιδας Hashim oto

Διακρίνονται θυλάκια με ελάχιστο κολλοειδές, υπαλειφόμενα από οξύφιλα κύπαρα (κύτταρα 
Hurthle) (χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης, μεγέθυνση χ 100, Άτλας και εγχειρίδιο των παθήσεων 
του θυρεοειδούς με FNA βιοψία, Δεληγιώργη-Πολίτη 2000).

Β0



β. Θυρεοειδίτιδα Hashimoto (HT)

Οι θυρεοειδίτιδες αποτελούν ετερογενή ομάδα φλεγμονωδών διαταραχών 
του θυρεοειδούς διαφορετικής απιοπαθογένειας (από αυτοόνοση μέχρι και 
λοιμώδη) και ξεχωριστών κλινικών χαρακτηριστικών.

Η θυρεοειδίτιδα Hashimoto. όπως ονομάζεται η χρόνια λεμφοκυττάρου) 

θυρεοειδίτιδα, χαρακτηρίζεται κπολογικά από διήθηση του θυρεοειδούς αδένα 
από λεμφοκύτταρα και πλσσμστοκύπαρα. ίνωση. καταστροφή των θυλακίων και 
εξαφάνιση του κολλοειδούς (εικόνα 25).

Πρόκειται για αγνώστου αιτιολογίας αυτοόνοση καταστροφή του 

θυρεοειδούς. Η επικρατούσα έως τα τελευταία χρόνια άποψη ήταν ότι οφείλεται 
σε μια διαταραχή της κυτταρικής ανοσίας, που εκδηλώνεται με μια γενετική 
ανωμαλία στη λειτουργία των Τ-κατασταλτικών κυττάρων. Έτσι τα Τ-βοηθητικά 
κύτταρα δεν καταστέλλονται επαρκώς. με αποτέλεσμα να ενεργοποιούν και να 
συνεργάζονται με τα Β-λεμφοκύτταρα για παραγωγή αντιθυρεοειδκών 
αυτοαντισωμάτων.

•Η ΗΤ είναι η πιο συχνή αιτία υποθυρεοειδισμού. Στην αρχική φάση της 
νόσου οι ασθενείς είναι ευθυρεοειδικοί. ενώ ο υποθυρεοειδισμός εμφανίζεται 
αργότερα, με την εξέλιξη της νόσου.

Η διόγκωση του θυρεοειδούς είναι ανώδυνη και συνήθως έχει μέση 
διάρκεια 2-4 χρόνια προτού διαγνωσθεί. Μερικές φορές παρατηρείται ασυμμετρία 
των λοβών. Ο αδένας είναι συμπαγής, όχι σκληρός και συμφύεται χαλαρά με τον 
περιβάλλοντα συνδετικό κπό. Συχνά προβάλλουν όζοι στην επιφάνεια ή σπάνια 
ανευρίσκονται στον περιβάλλοντα συνδετικό κπό.

Στους ασθενείς αυτούς ανιχνεύονται υψηλά επίπεδα ανπθυρεοειδικών 
αντισωμάτων (αντιμικροσωμιακών και ανπθυρεοσφαιρινικών). Προσβάλλονται 
άτομα της ίδιας οικογένειας, κυρίως αυτά με HLA-OR5 και HLA-BW30, και 
συχνότερα γυναίκες μέσης ηλικίας. Συχνά συνυπάρχει με άλλα αυτοάνοσα 
νοσήματα, όπως Σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1. νόσο του Addison, ρευματοειδή 
αρθρίτιδα, λεύκη, αλωπεκία κ.α.
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1.4 Fas-FasL-ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΚΑΙ 
ΘΥΡΕΟΕΙΔΗΣ ΑΔΕΝΑΣ

Ασθένειες του ενδοκρινικού συστήματος όπως η θυρεοειδίτιδα Hashimoto 

(ΗΤ), η νόσος Graves’ (GD) και ο Σακχαρώδης Διαβήτης, θεωρούνται πλέον ότι 

έχουν αυτοάνοση αιτιολογία (Andrikoula and Tsatsoulis 2001, Ανδρίκουλα και 

Τσατσούλης 2001). Πρόσφατα, οι ασθένειες αυτές, όπως και άλλα αυτοάνοσα 

νοσήματα συσχετίστηκαν με διαταραχές της Fas-επαγόμενης απόπτωσης. Έχουν 

διαπιστωθεί μεταλλάξεις των Fas και FasL, αλλά μόνο σε λίγους ασθενείς με 

αυτοάνοσα νοσήματα, ενώ πιο συχνή φαίνεται η δυσλειτουργία της οδού Fas 

(εικόνα 26) και η παραγωγή διαλυτών παραγόντων, όπως οι πρωτεΐνες sFas και 

sFasL (Mountz και συν. 1999) (εικόνες 13,14).

1.4.1 Σ υ μ β ο λ ή  α π ό π τω σ η ς  σ τη ν  ιτα θ ο γ έ ν ε ια  α υ το ά ν ο σ ω ν

θ υ ρ ε ο ε ιδ ικ ώ ν  ν ό σ ω ν

Η θυρεοειδική αυτοάνοση νόσος (autoiiOmune thyroid disease, AITD) 

αντιπροσωπεύει ένα φάσμα καταστάσεων που παρουσιάζουν αξιοσημείωτη 

κλινική επικάλυψη: στο ένα άκρο βρίσκεται η GD, που χαρακτηρίζεται από 

υπερθυρεοειδισμό και στο άλλο άκρο η ΗΤ, που χαρακτηρίζεται από βαθμιαία 

καταστροφή του θυρεοειδούς αδένα και επακόλουθο υποθυρεοειδισμό. Αυτές οι 

καταστάσεις οφείλονται σε μια αυτοάνοση διαδικασία με κυκλοφορούντο 

αυτοαντισώματα έναντι του υποδοχέα της TSH, τα οποία είναι υπεύθυνα για την 

κλινική εκδήλωση της GD και με αντισώματα έναντι της θυρεοσφαιρίνης ή της 

θυρεοειδικής υπεροξειδάσης, τα οποία αποτελούν δείκτες αυτοανοσίας για τη ΗΤ 

και για τη GD (Weetman και McGregor 1994).

Οι ακριβείς μηχανισμοί με τους οποίους η αυτοάνοση διαδικασία οδηγεί σε 

υπερπλασία των θυλακίων στη GD, ή σε θάνατο των θυρεοειδικών κυπάρων 

στην ΗΤ, δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως, παρουσιάζονται συνεχώς, όμως, νέα 

στοιχεία, καθώς η απόπτωση έχει γίνει μείζον αντικείμενο έρευνας.

Έχουν αναπτυχθεί ποικίλες τεχνικές για την ανίχνευση της απόπτωσης στο 

θυρεοειδή αδένα (Mirakian και συν. 2002). Η πρώτη οριστική παρατήρηση ότι τα 

θυρεοειδικά κύπαρα ασθενών με ΗΤ υφίστανται αποπτωτικό θάνατο
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Εικόνα 26

Οδός Fas-Fas Ugand

Το προσθετικό μόριο FaeL d v a  ομοτριμερές. δηλαδή συνδέεται pc τρος υποδοχείς Fa* και εττάγει 
τον τριμεριομό του ώστε να μεταδοθεί το αττοτττωτκό σήμα. Η σύνδεση αυτή οδηγεί στη 

δημιουργία συμπλέγματος των περιοχών θανάτου (DO) των υποδοχέων. Ακολουθεί η σύνδεση 
του μορίου-προσαρμοστή FADD μέσω της δκής του περιοχής θανάτου (DO) με το σύμπλεγμα 

των περιοχών θανάτου (DOs) των υποδοχέων. Η πρωτεΐνη FADD διαθέτει και μια άλλη περιοχή, 
τη ‘death effector domain*(DED). Πρόκειται για τμήμα μιας περιοχής που ονομάζεται CARD 
(Caspase Activation and Recruitment Domain) και συναντάται σε διάφορες κοσττάσες, όπως η 

κασττάση-2, -8, -9 και -10. Ο ολιγομερισμός της κασπάσης-8 μέσω του FADO οδηγεί σε 
ενεργοποίηση της ίδιας και των υπολοίπων κασττοσών με κατάληξη τον σποτπωτκό κυπαρκό 
θάνατο.

c
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επιτεύχθηκε με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο (Kotani και συν. 1995). Η 

μορφολογική εξέταση τόσο με το ηλεκτρονικό, όσο και με το οπτικό μικροσκόπιο 

θεωρείται σημαντική τεχνική για την ανάδειξη των κλασσικών χαρακτηριστικών 

της απόπτωσης (προσεκβολές μεμβράνης, συμπύκνωση πυρήνα κ.α). Εξίσου 

αξιόπιστη είναι και η τεχνική DNA laddering για την ανάδειξη του 

ολιγονουκλεοσωματικής κατάτμησης του DNA. Στις μελέτες της απόπτωσης στο 

θυρεοειδή αδένα συνέβαλαν σημαντικά και πρόσφατα ανεπτυγμένες μέθοδοι, 

όπως η τεχνική TUNEL, η κυτταρομετρία ροής, η χρήση της αννεξίνης V, η μελέτη 

της έκφρασης προ- και αντι-αποπτωτικών γονιδίων με ανοσοϊστοχημεία και RT- 

PCR κ.α (Mirakian και συν. 2002). Καθώς κάθε μέθοδος από αυτές έχει τα 

πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματά της, για κάθε εξειδικευμένη μελέτη σχετικά 

με την απόπτωση, συνιστάται η χρήση περισσοτέρων της μιας τεχνικών.

Απόπτωση μπορεί να προκληθεί in vitro σε θυρεοειδικά κύπαρα κάτω από 

ποίκιλλες συνθήκες καλλιέργειας: με στέρηση TSH και ορού (Dremier και συν.

1994), προσθήκη κυπαροκινών (Kawakami και συν. 1996, Bretz και συν. 1999), 

άμεση έκθεση σε Η2Ο2 (Riou και συν. 1999) και με περίσσεια ιωδίου (Feldkamp 

και συν. 1999, Vitale και συν. 2000). Ακόμη, η απόπτωση επάγεται και από την 

απώλεια των φυσιολογικών αλληλεπιδράσεων ιντεγρίνης-φιμπρονεκτίνης 

(anoikis) (Di Matola και συν. 2000) και αναστέλλεται από την TSH (Li και συν. 

1999, Sato και συν. 1999).

Σε φυσιολογικούς θυρεοειδείς αδένες φαίνεται ότι υπάρχει ένα βασικό 

επίπεδο απόπτωσης, που συμβάλλει στην ανανέωση των κυπάρων και τη 

διατήρηση των κυτταρικών πληθυσμών (Tanimoto και συν. 1995, Kotani και συν. 

1995, Hammond και συν. 1997). Η απόπτωση περιγράφηκε για πρώτη φορά στο 

θυρεοειδή αδένα σε επίμυες στους οποίους χορηγήθηκε ιώδιο μετά από 

πρόκληση δημιουργίας βρογχοκήλης (Mahmoud και συν. 1986). Στη συνέχεια 

διαπιστώθηκε ότι τα θυρεοειδικά κύπαρα οδηγούνται σε απόπτωση όταν 

απουσιάζουν οι αυξητικοί παράγοντες και ειδικά με την ελάπωση της TSH 

(Dremier και συν. 1994). Αντίθετα, τα μετασχηματισμένα κύπαρα FRTL-5 

απαιτούν παρουσία ορού για τον πολλαπλασιασμό τους και όχι της ορμόνης TSH 

(Di Jeso και συν. 1995).

Το κεντρικό παθογενετικό γεγονός στην ανάπτυξη αυτοά νόσων 

ενδοκρινικών νόσων είναι η ανοσολογική καταστροφή των ενδοκρινικών 

κυπάρων. Η θυρεοειδίτιδα Hashimoto προκαλείται από κυτταροτοξική
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καταστροφή των θυρεοειδικών θυλακιωδών κυττάρων. Με παρόμοιο μηχανισμό 
πιστεύεται όπ προκαλείται και η νόσος του Addison (καταστροφή ετηνεφριδιακών 
κυττάρων που οδηγεί σε επινεφρίδιακή ανεπάρκεια) (Winqvist και συν. 1996), 
καθώς και ο Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 1 (καταστροφή β-κυττάρων. 
ανεπαρκής παραγωγή ινσουλίνης και υπεργλυκαιμία) (Foulis και συν. 1996, 
Ανδρίκουλα και Τσστσούλης 2001). Συγκεκριμένα, διαπιστώθηκε απόπτωση β- 
κυττάρων τόσο σε ζωικό μοντέλα με διαβήτη, όσο κη  σε ανθρώπους με ΣΔ 
τύπου 1, ενώ επίμυες στους οποίους παρεμποδίστηκε η Fas-επσγόμενη 
κυπαροτοξική καταστροφή των β-κυττάρων. δεν ανέπτυξαν τη νόσο (Chervonsky 
και συν. 1997). Είναι, λοιπόν, πολύ πιθανό η απόπτωση μέσω της οδού Fas 
(εικόνα 26) να είναι σημαντική και στην πσθογένεια της ΑΠΌ.

Πρέπει να επισημανθεί ότι ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος 
ρυθμίζεται σε πολλούς ιστούς και ειδικά σε ενδοκρινκούς. από ορμόνες του 
φύλου (Vinatier και συν. 1996, McCloskey και συν. 1996). Στο θυρεοειδή υπάρχει 
λειτουργικός υποδοχέας οκπρσγόνων είναι, επομένως, πολύ πιθανόν οι 
ορμόνες αυτές να μπορούν να τροποποιήσουν τις σποτπωτικές οδούς στο 
θυρεοειδή και να συμβάλλουν έτσι στην αυξημένη επίπτωση ΑΪΤΟ σε γυναίκες. 
Μπορούμε, ακόμη, να υποθέσουμε ότι η μεταβολή του μεγέθους του θυρεοειδούς 
σε καταστάσεις όπως η υπερπλασία κατά την εγκυμοσύνη, οφείλεται σε 
ελαττωμένη απόπτωση σε συνδυασμό με αυξημένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό 
(Rasmussen και συν. 1989). Σύμφωνα με τα παραπάνω, η θυρεοειδική αύξηση 
και η ανανέωση των κυττάρων πρέπει να σχετίζονται με τη ρύθμιση της 
απόπτωσης.

Με ανοσοιστοχημικές μελέτες σε τομές θυρεοειδικού ιστού διαπιστώθηκε 
αυξημένος αριθμός αποπτωπκών θυλακιωδών κυττάρων σε ΗΤ και καρκίνο 
θυρεοειδούς (Okayasu και συν. 1995). Τα περισσότερα αποπτωτικά κύτταρα 
ανιχνεύονται σε περιοχές ρήξης θυλακίων στην περιφέρεια διηθητικών 
λεμφοκυττάρων, ενώ σε άθικτα θυλάκια πέρα από τα λεμφοκυτταρικό βλαστικά 
κέντρα τα αποπτωτικά κύτταρα είναι λίγα (Kotani και συν. 1995. Hammond και 
συν. 1997). Στη GD, όπου είναι τηο ήπια η διήθηση λεμφοκυττάρων, ο αριθμός 
των αποπτωπκών κυττάρων είναι ελαττωμένος (Tanimoto και συν. 1995). Ολα 
αυτά συγκλίνουν στην άποψη όπ στην ισπκή καταστροφή της ΗΤ λόγω 
απόπτωσης διαμεσολαβεί το ανοσολογικό σύστημα. Δεν έχουν διευκρινιστεί 
απόλυτα, όμως, οι μηχανισμοί αυτής της διαμεσολάβησης.

. .11
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Πολλές μελέτες στη διεθνή βιβλιογραφία αναφέρουν αυξημένους αριθμούς 

αποτττωτικών πυρήνων σε θυρεοειδείς αδένες ασθενών με ΗΤ σε σχέση με τους 

αδένες των φυσιολογικών ατόμων (Hammond και συν. 1997, Giordano και συν. 

1997, Mitsiades και συν. 1998). Οι ελάχιστες διαφορές στο ποσοστό ανίχνευσης 

στις μετρήσεις που έγιναν από την ομάδα των Kotani και συν. (1995) και από 

άλλους ερευνητές θα μπορούσαν να αποδοθούν στα διαφορετικά κλινικά στάδια 

των θυρεοειδικών καταστάσεων.

Με τη μέθοδο TUNEL, σε συνδυασμό με την οπτική μικροσκοπία, 

διαπιστώθηκε ότι η επώαση θυρεοειδικών κυττάρων για 24 ώρες με το εμπορικό 

CH11 Fas αγωνιστικό IgM αντίσωμα δεν οδήγησε τα κύτταρα αυτά στην 

απόπτωση, γεγονός που φανερώνει την αντίστασή τους σ’ αυτή τη μορφή 

κυτταρικού θανάτου (Arscott και συν. 1997). Η IFNy αποδείχθηκε ότι είχε 

ευοδωτική επίδραση στην επαγωγή απόπτωσης από το παραπάνω αντίσωμα, 

μόνο, όμως, υπό την παρουσία κυκλοεξαμίδίου, γεγονός που υποδηλώνει ότι 

ένας ασταθής αναστολέας ήταν υπεύθυνος για την αντίσταση των θυρεοειδικών 

κυττάρων στην απόπτωση (Arscott και συν. 1997). Ο αναστολέας αυτός 

χαρακτηρίστηκε στη συνέχεια ως FAP-1 (Myc και συν. 1999). Οι Stassi και συν. 

(2000) αναφέρουν ότι η IFN-γ είχε την ίδια ευοδωτική επίδραση στην επαγωγή 

απόπτωσης από το αγωνιστικό αντίσωμα Fas, όχι μόνο σε θυρεοειδικά κύτταρα 

ΗΤ, αλλά και σε μη τοξική βρογχοκήλη (NTG), ενώ τα θυρεοειδικά κύπαρα από 

ασθενείς με GD δεν επηρρεάστηκαν.

Με την τεχνική της κυτταρομετρίας ροής, μετρήθηκαν αξιοσημείωτα 

υψηλότερες υποδιπλοειδικές κορυφές (peaks), που αντιπροσωπεύουν υψηλά 

ποσοστά απόπτωσης σε θυρεοειδείς με ΗΤ σε σύγκριση με θυρεοειδείς ασθενών 

με GD και NTG (Hammond και συν. 1997).

Σύμφωνα με πρόσφατα ερευνητικά δεδομένα, τα Τ 0 0 8 +-κύτταρα 

εμφανίζουν κυτταροτοξική δράση έναντι κυπάρων-στόχων όχι μέσω νέκρωσης ή 

φλεγμονώδους καταστροφής, αλλά μέσω απόπτωσης (Ridgway και συν. 1994). 

Ο αποπτωτικός μηχανισμός ενεργοποιείται μέσω υποδοχέων της κυτταρικής τους 

μεμβράνης, είτε από προσδετικά μόρια που βρίσκονται στην κυπαρική μεμβράνη 

των λεμφοκυπάρων, είτε από διαλυτούς παράγοντες (Lowin και συν. 1994) 

(εικόνα 3). Η διαδικασία αυτή στοχεύει στην καταστροφή κυττάρων με 

ενδοκυττάριους οργανισμούς (όπως π.χ κυπάρων προσβεβλημένων από ιούς) ή 

στην καταστροφή νεοπλαστικών κυττάρων (Ridgway και συν. 1994, Lowin και
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συν. 1994). Ο ρόλος, βέβαια, του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου στη 
διατήρηση των φυσιολογικών κυτταρικών πληθυσμών είναι διαφορετικός, 
προκαλείται, όμως, με κοινό μηχανισμό (Thompson 1995).

Στην απόπτωση που προκαλείται με μεσολάβηση του ανοσολογικού 
συστήματος συμμετέχουν υποδοχείς όπως ο TNF R1. ο Fas, ο DR3 και ο OR4, 
καθώς και διαλυτοί παράγοντες όπως ο TNF και οι perforins (Itoh και συν. 1991. 
Smith και συν. 1994, Beilgrau και συν. 1995, Chinnaiyen και συν. 1996, Pan και 
συν. 1997, Tamura και συν. 1998).

Οι Watanabe και συν. (1997) διεπίστωσσν αυξημένες συγκεντρώσεις 
διαλυτών C 08 μορίων (sCD8) στον ορό θυρεοτοξικών ασθενών με ενεργό GO. 
καθώς και αυξημένη την αναλογία των sCD8 ως προς τον αριθμό των C 08  
κυττάρων. Τα ευρήματα, όμως, δεν ήταν τα ίδια και για τη ΗΤ. Οι συγκεντρώσεις 
στον ορό των sCD8 συσχετίστηκαν με τα επίπεδα των αντισωμάτων anti-TSHR  
και των θυρεοειδικών ορμονών στον ορό των ασθενών με GO. Σύμφωνα με τα 
ευρήματα αυτά, οι πρωτεΐνες $C08 οδηγούνται «σε αντίθετες κατευθύνσεις» στη 
GO και στη ΗΤ και πιθανότατα ανππροσωπεύουν κάθε φορά τις διεργασίες της 
συγκεκριμένης νόσου.

1.4.2 Έκφραση προ-αποπτωτικών κω  σντι- σποπτωτικών 

γονιδίων στο Θυρκο&δή αδένα

Έχουν χρησιμοποιηθεί ποικίλλες μέθοδοι για την εκτίμηση της έκφρασης 
των σχεπζόμενων με την απόπτωση υποδοχέων και των προσδετικών μορίων 
τους στα θυρεοειδικά κύτταρα και στα ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα.

Υπάρχουν ενδείξεις όπ η έκφραση των πρωτεϊνών Fas και F ast στα 
παραπάνω κύτταρα και η λειτουργικό τη τά τους μπορούν να καθορίσουν την 
ευαισθησία αυτών των κυττάρων να υφίστανται απόπτωση ή/και τη δυνατότητά 
τους να «αυτοκτονούν» ή/και να οδηγούν άλλα κύτταρα στο θάνατο (Stassi και 
συν. 2001). Πρόσφατα, έχουν ενοχοποιηθεί και άλλα ζεύγη υποδοχέων- 
προσδετικών μορίων, όπως το ζεύγος TRAIL-R/TNF για το θάνατο των 
θυρεοειδικών κυττάρων στην ΑΠΌ (Bretz και Baker 2001). Απροσδόκητα, ο 
ρόλος της έκφρασης των ανπ-αποτττωτικών μελών της οικογένειας πρωτεϊνών 
Bd-2 δεν προσέλκυσε το ενδιαφέρον στον ίδιο βαθμό, παρόλο που συσχετίστηκε
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Π ελαττωμένη έκφρασή τους με το θάνατο των θυρεοειδικών κυττάρων κατά τη 

ΗΤ (Palazzo και συν. 2000).

Το σύστημα Fas-FasL παραμένει το περισσότερο μελετημένο ζεύγος 

υποδοχέα-προσδετικού μορίου στην επαγωγή απόπτωσης στην AITD. 

Εξακολουθεί παρόλα αυτά, να υπάρχει διάσταση απόψεων σχετικά με το ακριβές 

επίπεδο έκφρασης αυτών των μορίων στα θυρεοειδικά κύτταρα και τα 

ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα, καθώς και με το ρόλο της λειτουργικότητάς τους 

στην απόπτωση κατά τη θυρεοειδική αυτοανοσία.

Μια από τις αρχικές δημοσιεύσεις σχετικά με το ρόλο των πρωτεϊνών Fas 

και FasL στη θυρεοειδική παθοφυσιολογία προκάλεσε έντονη διαμάχη όσον 

αφορά την έκφραση και το ρόλο τους στο φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό. 

Συγκεκριμένα το 1997, οι Giordano και συν. υποστήριξαν ότι η πρωτεΐνη FasL 

είναι παρούσα, ενώ η πρωτεΐνη Fas απουσιάζει σε ιστούς που χρησιμοποίησαν 

ως ομάδα ελέγχου (controls) στη μελέτη τους για τη ΗΤ. Στη συνέχεια, όμως, 

άλλες μελέτες από διάφορες ομάδες ερευνητών, με τη χρήση ποικίλων 

εργαστηριακών τεχνικών, κατέληξαν στο αντίθετο συμπέρασμα, ότι δηλαδή η 

πρωτεΐνη FasL απουσιάζει (Batteux και συν. 1999, Mitsiades και συν. 1998, 

Mitsiades και συν. 1999, Hiromatsu και συν. 1999), ενώ η πρωτεΐνη Fas 

εκφράζεται σε φυσιολογικά θυρεοειδικά θυλακιώδη κύτταρα (παρόλο που αυτά 

ανθίστανται στην Fas-επαγόμενη απόπτωση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες) 

(Mitsiades και συν. 1998, Tanimoto και συν. 1995, Kawakami και συν. 1996, 

Arscott και συν. 1997, Mitsiades και συν. 2000). Για τη μελέτη των Giordano και 

συν. (1997) δημιουργήθηκαν ερωτήματα, σχετικά με την ειδικότητα του 

αντισώματος για την ανίχνευση της πρωτεΐνης FasL (κλώνος 33, Transduction 

Laboratories) (Baker και Bretz 2000), καθώς και με το γεγονός ότι οι ιστοί που 

χρησιμοποιήθηκαν ως ομάδα ελέγχου προέρχονταν από ασθενείς με NTG (οπότε 

δεν μπορούν να θεωρηθούν ως φυσιολογικοί) (Mitsiades και συν. 1998, Mitsiades 

και συν. 1999, Baker 1999). Με βάση την ίδια μελέτη, ο θυρεοειδής αδένας 

θεωρήθηκε ως ανοσολογικά προνομιούχος ιστός (immune-privileged), όπως οι 

ιστοί των οφθαλμών και των όρχεων λόγω της έκφρασης FasL. Στην 

πραγματικότητα, όμως, ο φυσιολογικός θυρεοειδικός ιστός δεν έχει τέτοια 

ιδιότητα, αντίθετα, αποτελεί συχνά στόχο αυτοάνοσης καταστροφής.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούμενες μελέτες, παρά την επαρκή 

έκφραση του υποδοχέα Fas στα φυσιολογικά θυρεοειδικά κύτταρα, αυτά
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σνθίστσνται στη F as-επαγόμενη α π ό π τω σ η . Είναι, λο ιπόν, π ιθα νό  ό π  η 

συξορρύθμιση του ζεύγους υποδοχέα-προσδετικού  μορίου δεν  επαρκεί για την 

πυροδότηση μαζικής απώ λεια ς κυττάρω ν του πα ρεγχύμ α τος και θα  π ρ έπ ε ι να 

ενισχύεται α π ό  μειορρύθμιση ενδοκυττάριω ν αναστολέω ν. Αυτό φαίνεται α π ό  την 

ιδιότητα του αναστολέα της πρω τεϊνοσύνθεσης κυκλοεξιμιδίου να ευαισθητοποιεί 

τα φυσιολογικά κ ύπα ρα  στην F a s-επαγόμενη  α π ό π τω σ η  (A rscott και σ υν. 1997).

α. Έ κφραση π ρ ω τιν ή ς  F a t σ τις θυρ εο ειδ ικές π αθήσ εις

Η χρώ ση για την πρω τεΐνη  F as  βρέθηκε αυξημένη σε θυρεοειδικά κ ύ π α ρ α  

ασθενώ ν με ΗΤ σε προηγούμενες μελέτες (Tanim oto και συν. 1995. H am m ond 

και συν. 1997, G iordano και συν. 1997, 2001, M itsiades και συν. 1998. S ta ss i και 

συν. 2000) με τη χρήση της σνοσοΐστοχημείας σε τομές παραφ ίνης, της 

κυτταρομετρίας. της α νοσ οσ ποτύπω σ η ς. της ανάσ τροφ ης μεταγραφ ής- 

αλυσιδω τής αντίδρασης πολυμ ερόσης (R T-PC R) και μ εθόδω ν π ροσ τα σ ία ς α π ό  

ΡΝ Α άσες (RNA protection a ssa y s) (Π ίνακας 9. εικόνα 27).

•Στις περ ισσότερες μελέτες της GD διαπιστώ θηκε ό π  τα θυρεοειδικό 

κ ύπα ρα  ήταν θετικά για F as in situ ή/και in vitro (Tanim oto και σ υν. 1995. A rscott 

και συν. 1997, H irom atsu και συν. 1999. S ta ss i και συν. 2000).

Στην πολυοζώ δη βρογχοκήλη, η έκφραση F a s  έτεινε να είναι αρνητική σε 

σνοσοϊστοχημικές μελέτες (H am m ond και συν. 1997, G iordano και σ υν. 1997, 

S tassi και συν. 2000), ήταν, όμ ω ς, κατά κύριο λόγο θετική όταν τα κ ύ π α ρ α  

απομονώ θηκαν (A rscott και συν. 1997, G iordano και συν. 2001).

Τα φυσιολογικά κ ύπ α ρ α  έχει υπ ο δειχθεί ότι εκφράζουν F as, τόσο με in situ  

μελέτες (Tanim oto και συν. 1995, M itsiades και συν. 1998, H irom atsu και σ υν.

1999), καθώ ς και in vitro με κυπαρομ ετρία  ροή ς (K aw akam i και σ υν. 1996. 

H irom atsu και συν. 1999). με RT-PCR, κυπα ροχη μ ικές μ εθόδους σ ε 

καλλιεργημένα κ ύπα ρα  και α νο σ ο σ π ο τύπ ω σ η  (A rscott και συν. 1997, S to k es και 

συν. 1998) (εικόνα 27).

Οι Kawakam i και συν. (1996) έδειξαν (με κυπαρομ ετρία  ροής) επ α γω γή  

της έκφρασης F a s  σε θυρεοειδικά κ ύ π α ρ α  μέσω  IFN-γ  και 1L-1 β, κ α θώ ς και 

αναστολή αυτής της επ α γω γή ς α π ό  την ορμόνη  TSH . Η ομάδα  τω ν G iordano και 

συν. (1997) αναφέρει ανίχνευση έκφ ρασης F a s  μετά α π ό  προσ θήκη  μ όνο IL-Ιβ ,
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Εικόνα 27

Τα φυσιολογικά θυρεοειδικά κύτταρα εμφανίζουν χαμηλή έκφραση Fas και FasL και υψηλή 
έκφραση Bcl-2. Στη θυρεοειδίτιδα Hashimoto τταρατηρείται αυξορρύθμιση του Fas, ττου εττάγεται 
από την IL-1 β και υψηλή έκφραση FasL. Επίσης, παρατηρείται ελάττωση της έκφρασης Bcl-2, η 
οποία θα μπορούσε να διευκολύνει την απόπτωση των θυρεοειδικών κυττάρων στη νόσο αυτή.

a
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ενώ  οι H irom atsu και συν. (1999) έδειξαν επ α γω γή  της έκφρασης F a s  α π ό  την 

IFN-γ και αναστολή της α π ό  την TSH.

Αντίθετα, η χρώ ση για την πρω τεΐνη  F a s  στα ενδοθυρεοειδικά 

λεμφοκύτταρα διαπιστώ θηκε ασθενής στα δείγματα ΗΤ (M itsiades και συν. 1998, 

G iordano και συν. 2001) με in situ αλλά και με in vitro τεχνικές, και αυξημένη στα 

δείγματα GO (G iordano και συν. 2001). Η ομάδα τω ν S ta ssi και συν. (1999), με 

την τεχνική της κυτταρομετρίας ροής, έδειξαν υ ςη λ ά  επ ίπ εδ α  F a s  σε 

απομονω μένα ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα α π ό  α δένες με ΗΤ και αναφ έρουν 

όπ  ένας αξιόλογος αριθμός αυτώ ν τω ν κυττάρων υφίστανται σ π ο τπ ω π κ ό  θάνατο 

μέσω  αγωνιστικού F as αντισώ ματος.

Οι π α ρ α π ά νω  διαφ ορές μεταξύ τω ν αποτελεσμάτω ν π ιθανόν να 

οφείλονται στη χρήση in vitro έναντι in situ μεθόδω ν, κα θώ ς ο  τεχνικός χειρ ισμός 

τω ν θυρεοειδικώ ν ιστώ ν μπορεί να επηρεάζει την έκφραση τω ν σ ποπτω τικώ ν 

γονιδίω ν (S tassi και συν. 2001), ενώ  και η χρήση διαφορετικώ ν αντισω μάτω ν 

μπορεί να είναι ένας επ ιπ λέον π α ρά γοντα ς π ο υ  επιτείνει τις δ ιαφ ορές.

β. Έκφραση πρωτέ^ης Fas ligand στις θυρεοειδικές παθήσεις

Η πρω τεϊνική ανίχνευση F a s t  έδω σε αντιφατικά αποτελέσματα  ανάλογα 

με τα χρησιμοποιούμενα κάθε φ ορά  αντισώ ματα (R ym aszew ski και συν. 1997). 

Μετά την πρώ τη  παρατήρηση έκφρασης FasL  (G iordano και συν. 1997) σ ε 

θυρεοειδικά κύτταρα ΗΤ και NTG, διατυπώ θηκαν διαφ ορετικές α π ό ψ εις σχετικά 

με την αξιοπιστία τω ν χρησ ιμοποιούμενω ν αντιδραστηρίω ν (S tokes και σ υν. 

1998, S trater και συν. 2001). π ο υ  επ ιβρά δυνε την π ρ ό ο δ ο  της έρευνα ς σ ’ αυτό το 

πεδίο . Π ρόσφατες μελέτες με περ ισ σ ότερο  κατάλληλα αντιδραστήρια, με τη 

χρήση της ανοσοκποχημείας (M itsiades και σ υν. 1998), της σ νο σ ο α π ο τύ π ω σ η ς 

(S tassi και συν. 2000, G iordano και συν. 2001), της κυτταρομετρίας και της RT- 

PC R  (G iordano και συν. 2001). έδειξαν αυξημένη έκφραση FasL  σε θυρεοειδικά 

κύτταρα ΗΤ σε σύγκριση με φυσιολογικά κύτταρα του α δένα  (Π ίνακας 10. εικόνα 

27). Αυτό θα  μ πορούσε να  αποτελεί επ ιβεβα ίω ση  της αρχικής υ π ό θ εσ η ς ό π  

υπάρχει κάποιος υποκείμενος αυτοκρινικός μηχανισμός θανάτου του αυτοάνοσου 

θυρεοειδικού κυττάρου σ ’ αυτή την παθολογική  κατάσταση (G iordano και σ υν. 

1997).
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Η έκφραση του μορίου FasL στα θυρεοειδικά κύτταρα διερευνήθηκε στη 

συνέχεια από πολλούς ερευνητές με τη χρήση ευρείας ποικιλίας αντισωμάτων και 

τεχνικών (Williams 1997, Stokes και συν. 1998), με αποτέλεσμα το θέμα αυτό να 

γίνει αντικείμενο παγκόσμιας αντιπαράθεσης.

Στην πρόσφατη διεθνή βιβλιογραφία αναφέρεται έκφραση FasL τόσο σε 

GD όσο και σε πολυοζώδη βρογχοκήλη in situ και in vitro (Hiromatsu και συν. 

1999, Stassi και συν. 2000, Giordano και συν. 2001). Αντίθετα, σε φυσιολογικά 

δείγματα δε διαπιστώθηκε συνεχής έκφραση FasL, αλλά ασθενώς θετική τόσο με 

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους και RT-PCR (Stokes και συν. 1998, Hiromatsu και 

συν. 1999, Mitsiades και συν. 1998, Mitsiades και συν. 2000) όσο και με 

ανοσοαποτύπωση (Mitsiades και συν. 2000) (εικόνα 27).

Τα ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα στη ΗΤ εκφράζουν χαμηλότερα 

επίπεδα FasL σε σχέση με τα αντίστοιχα θυρεοειδικά κύτταρα (Mitsiades και συν. 

1998, Stassi και συν. 1999, Giordano και συν. 2001) (εικόνα 27). Αυτό συνηγορεί 

με την άποψη ότι τα FasL-θετικά ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα ελάχιστα 

συμβάλλουν στην καταστροφή θυρεοειδικών κυπάρων στην ΗΤ. Αντίθετα, με 

κυτταρομετρία ροής και ανοσοαποτύπωση διαπιστώθηκε ότι τα λεμφοκύπαρα 

στη GD εκφράζουν υψηλότερα επίπεδα FasL (Giordano και συν. 2001).

Σε μια προσπάθεια να εξηγήσουν κάποια από αυτά τα αντικρουόμενα 

ευρήματα, οι Phelps και συν. (2000) προτείνουν ότι η έκφραση FasL στα 

θυρεοειδικά κύτταρα μπορεί να είναι ένα παροδικό φαινόμενο.

γ . Ε π ίπ ε δ α  δ ια λ υ τή ς  μ ο ρ φ ή ς  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  F a s  σ τ ις  θ υ ρ εο ε ιδ ικ ές  

π α θ ή σ ε ις

Η διαλυτή μορφή της πρωτεΐνης Fas βρέθηκε αυξημένη στον ορό ασθενών 

με αυτοάνοσα νοσήματα (ΣΕΛ, PA) (Jodo και συν. 1997, Knipping και συν. 1997, 

Goel και συν. 1995) και η αύξηση αυτή συσχετίστηκε, από κάποιους μόνο 

ερευνητές (Jodo και συν. 1997) με τα κλινικά και εργαστηριακά ευρήματα της 

νόσου, ενώ δεν επιβεβαιώθηκε από άλλους (Goel και συν. 1995, Knipping και 

συν. 1997). Τα αίτια των αντιφατικών ευρημάτων αυτών των μελετών μπορεί να 

σχετίζονται, είτε με τις διαφορετικές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε 

μελέτη, είτε με διαφορές στην ενεργότητα της νόσου στους ασθενείς που 

εξετάστηκαν κάθε φορά. Από τους παραπάνω, αλλά και από άλλους ερευνητές
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(Toyozaki και συν. 1998), διατυπώ θηκε η ά ποψ η  ότι τα αυξημένα επ ίπ εδ α  sF a s  

ευθυνονται για την αναστολή της α π ό π τω σ η ς τω ν ενεργοποιημένω ν Τ -κυτιάρω ν 

και την έξαρση της αυτοάνοσης φ λεγμονώ δους διεργασίας.

Τα τελευταία χρόνια δημοσιεύτηκαν μελέτες για τα επ ίπ εδ α  της πρω τεΐνη ς 

sF a s  σε αυτοάνοσες θυρεοειδικές πα θή σ εις (Shim aoka και συν. 1998. H irom atsu 

και συν. 1999). Δ ιαπιστώ θηκαν, λο ιπόν, με την σνοσοενζυμική μέθοδο ELISA, 

αυξημένα επ ίπ εδα  sF a s  σε θυρεοτοξικούς ασθενείς με GO. Τα επ ίπ εδ α  sF a s  

εμφάνιζαν μείωση όταν οι ασθενείς γίνονταν ευθυρεοειδικοί. μετά α π ό  αγω γή  με 

αντιθυρεοειδικά φάρμακα για 6-8 εβδομάδες, σε σύγκριση με ασ θενείς π ο υ  δεν 

έλαβαν θεραπεία . Επιβεβαιώ θηκε συσχέτιση τω ν επ ιπ έδ ω ν  sF a s  με τα επ ίπ εδ α  

της ορμόνης FT4 και τω ν anti-TSH R αντισω μάτω ν (S him aoka και συν. 1998). Τα 

πα ρ α π ά νω  ευρήματα επιβεβαιώ θηκαν αργότερα και α π ό  άλλη ομάδα ερευνητώ ν 

(H irom atsu και συν. 1999). οι οποίο ι διεττίστωσσν και αυτοί, ότι η πρω τεΐνη  sF a s  

ήταν αυξημένη σε θυρεοτοξικούς ασθενείς με GO. ελαττω μένη σε οσ θενείς με GD 

σε αποδρομ ή , καθώ ς και σε ευθυρεοειδικούς με ΗΤ. Α ντίθετα, τα επ ίπ εδ α  της 

πρω τεΐνης ήταν φυσιολογικά σε υποθυρεοειδικούς ο σ θενείς με ΗΤ και 

θυρεοτοξικούς με υποκλινική θυρεοειδίτιδα. Οι ίδιοι ερευνητές ανέφ εραν 

αξιοσημείωτη συσχέτιση τω ν επ ιπ έδ ω ν  sF a s  με τα επ ίπ εδ α  τω ν anti-TSH R  

αντισω μάτω ν, αλλά όχι με κλινικές παραμέτρους, ό π ω ς  οι σ υγκεντρώ σεις τω ν 

ορμονώ ν FT3, FT4, TSH ή τα επ ίπ εδ α  τω ν anti-T PO  ή anti-Tg.

Παρόλο π ο υ  στο παρελθόν διαπιστώ θηκε εξάρτηση τω ν επ ιπ έδ ω ν  sF a s  

α π ό  την ηλικία τω ν φυσιολογικώ ν ατόμω ν π ο υ  σ υμπεριλήφ θηκαν στη μελέτη, κάτι 

τέτοιο δε βρέθηκε και σ τους ασθενείς με GO. Το γεγο νό ς αυτό δείχνει ό π  η 

παρατηρούμενη αύξηση της π ρω τεΐνη ς sF a s  σ ’ αυτούς τους α σ θενείς δεν  

οφείλεται στην αύξηση της ηλικίας.

Σε θυρεοειδείς α δένες ασ θενώ ν με GO σ π ά νια  ανιχνεύεται α π ό π τω σ η , 

π α ρ ά  την διαπιστω μένη έκφραση F a s  και F a s t  στα θυρεοειδικά τους κύτταρα 

(H irom atsu και συν. 1999). Η υπερέκφ ραση  της α νπ -σ π ο π τω π κ ή ς π ρω τεΐνη ς B d- 

2, η μειορρύθμκτη της έκφρασης F a s  α π ό  τη διέγερση του υ π ο δο χέα  της TSH 

(Kawakam i και συν. 1996) και η παρουσ ία  ενό ς ασ τα θούς πρω τεϊνικού αναστολέα 

(A rscott και συν. 1997). έχουν αναφ ερθεί ω ς  υπεύθυνο ι π α ρ ά γο ντες για  την 

αναστολή της F as-επαγόμ ενης α π ό π τω σ η ς στα θυρεοειδικά κύτταρα. Οι 

H irom atsu και συν. (1999) με τη μελέτη τους και την ανίχνευση s F a s  mRNA με 

RT-PCR, προτείνουν την τοπική π α ρ α γω γή  τη ς διαλυτής π ρ ω τεΐνη ς s F a s  α π ό  τα
. ·£ΛΒΛ/0(Γ.
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θυρεοειδικά κύτταρα ως επιπλέον πιθανό μηχανισμό αναστολής της Fas- 

επαγόμενης απόπτωσης στα κύτταρα αυτά. Η ομάδα αυτή αναφέρει, επίσης, 

ρύθμιση της παραγωγής sFas σε καλλιέργειες θυρεοειδικών κυττάρων από την 

ΙΙ_-1β και τον παράγοντα TNF-a.

Δεν έχει εξακριβωθεί αν τα αυξημένα επίπεδα sFas στον ορό οφείλονται 

στην αυξημένη παραγωγή sFas από τα θυρεοειδικά κύτταρα και τα διηθητικά 

λεμφοκύπαρα, ή οφείλονται στον αυξημένο αριθμό αυτών των κυττάρων. Η 

επαγωγή της παραγωγής sFas μέσω των κυτταροκινών της φλεγμονής φαίνεται 

να υποστηρίζει την πρώτη εκδοχή, είναι, όμως, πιθανή και η δεύτερη εκδοχή 

καθώς η υπερπλασία του θυρεοειδούς αδένα είναι κύριο χαρακτηριστικό της GD.

δ. Έ κφραση π ρω τεΐνης Bcl-2 στις θυρεοειδικές παθήσεις

Η in situ και in vitro έκφραση αντι-αποπτωτικών γονιδίων στα θυρεοειδικά 

κύτταρα έχει μελετηθεί με ανοσοϊστοχημεία, με τεχνικές ανοσοϋπεροξειδάσης και 

φθορισμού και με ανάλυση ανοσοαποτύπωσης. Οι μελέτες του γονιδίου bcl-2 στο 

θυρεοειδή έχουν επικεντρωθεί στο ρόλο του στη νεοπλασία και έδειξαν 

υπερέκφρασή του σε προχωρημένα καρκινώματα (Pollina και συν. 1996, Manetto 

και συν. 1997, Moore και συν. 1998).

Ανοσοϊστοχημικά, η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 βρέθηκε 

επανειλλημένως να είναι ελαττωμένη στα θυρεοειδικά κύπαρα σε ΗΤ (Hammond 

και συν. 1997, Mitsiades και συν. 1998) σε σύγκριση με φυσιολογικά δείγματα, ή 

δείγματα από μη αυτοάνοσες θυρεοειδικές παθήσεις (εικόνα 27). Ελαπωμένη 

χρώση παρατηρήθηκε κυρίως κοντά στις περιοχές λεμφοκυπαρικής διήθησης. 

Ελαπωμένη έκφραση Bcl-2 στα θυρεοειδικά κύπαρα και ισχυρή έκφραση στα 

ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύπαρα σε ΗΤ επιβεβαιώθηκε πρόσφατα από τη μελέτη 

των Giordano και συν. (2001) με ανοσοαποτύπωση και με κυπαρομετρία ροής.

Ο ρόλος της Bcl-2-εξαρτώμενης αποπτωτικής διαδικασίας στη νόσο 

Graves’ (Labat-Moleur και συν. 1999) διερευνήθηκε με τη μέθοδο TUNEL σε 

θυρεοειδικούς ιστούς από ασθενείς που χειρουργήθηκαν για την παραπάνω 

ασθένεια. Σε περιστατικά με υψηλό ποσοστό απόπτωσης διαπιστώθηκαν τα 

τυπικά ιστολογικά χαρακτηριστικά ενεργού GD. Σε περιστατικά με μη ανιχνεύσιμη 

απόπτωση, διαπιστώθηκαν χαρακτηριστικά παλινδρόμησης της νόσου, ενώ 

υπήρχαν και ενδιάμεσες περιπτώσεις, όπου περιοχές «πλούσιες» σε απόπτωση
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εναλλάσοντσν με περιοχές σποδρομής της νόσου, όπου δε διαπιστώθηκε 
απόπτωση. Σύμφωνα με πς έρευνες αυτές, η έναρξη της σποπτωτικής 
διαδικασίας αντιστοιχεί σε απώλεια της κυτταρικής προσκολληπκότητας, μείωση 
της έκφρασης της Bd-2 και μετατόπιση της προ-σπσπτωτικής πρωτεΐνης Bax 
από το σύστημα Golgi στα μιτοχόνδρια. Παρά τις προηγούμενες αυτές 
ανοσοϊστοχημικές μελέτες, η έκφραση Bd-2 βρέθηκε, επίσης, ελαττωμένη, αλλά 
μόνο στις περιοχές ενεργότητας της νόσου και απόπτωσης (Hammond και συν. 
1997, Labat-Moleur και συν. 1999), αλλά τα ευρήματα αυτά δεν επιβεβαιώθηκαν 
σε επακόλουθη μελέτη (Giordano και συν. 2001).

Είναι ενδιαφέρον, το ότι η έκφραση αυτής της πρωτεΐνης δε διαπιστώθηκε 
(με κυτταρομετρία ροής) να ρυθμίζεται από την lFN-γ ή την ΙΙ_-1β (Kawakami και 
συν. 1996).

1.4.3 Αναστολείς της οδού Fas-Fas Ligand

Η ικανότητα του Fas να επάγει απόπτωση μπορεί να εισιμηθεί με τη
χρήση μονοκλωνικού anti-Fas αντισώματος, που συνδέεται στον αντίστοιχο

*

υποδοχέα και ενεργοποιεί την οδό αποτπωτηωύ κυτταρικού θανάτου (Shimaoka 
και συν. 1998). Οπως σναφέρθηκε και πιο πριν, ενεργοποίηση αυτής της οδού 
διαπιστώθηκε σε θυρεοειδικά κύπαρα μόνο μετά την επίδραση κυτταροκινών της 
φλεγμονής (Kawakami και συν. 1996, Giordano και συν. 1997), που επάγουν 
προφανώς την έκφραση του υποδοχέα Fas. Φαίνεται, δηλαδή, όπ η παρουσία 
του υποδοχέα Fas από μόνη της δεν αρκεί πάντοτε για την πρόκληση 
αποτττωτικού θανάτου (Owen-Schaub και συν. 1994).

Έχουν ταυτοποιηθεί διάφοροι αναστολείς της οδού Fas, οι οποίοι θα 
μπορούσαν να παρεμποδίσουν την απόπτωση στα θυρεοειδικά κύτταρα. Η Fas- 
σχεπζόμενη φωσφστάση-1 (FAP-1 ή PTP-8AS) είναι μια φωσφστάση πρωτεΐνης 
τυροσίνης, που φαίνεται να αλληλεπιδρά με το καρβοξυλικό άκρο του Fas και 
παρεμβάλλεται στη μεταγωγή σημάτων στο μόριο-προσαρμοστή FADD 
(Yanagisawa και συν. 1997). Ακόμη, ταυτοποιήθηκε μια οικογένεια ιϊκών 
αναστολέων πρωτεϊνών (Inhibitory of Apoptosis Proteins. tAPs). οι οποίες 
συνδέονται με το FADD, παρεμβάλλονται στην αλληλεπίδρασή του με την 
περιοχή FLICE και παρεμποδίζουν την ενεργοποίηση των κασπασών (Irmler και 
συν. 1997, Ηυ και συν. 1997). Αυτή η πρωτεϊνη-σναστολέας της FLICE (γνωστή
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ως FLIP ή I-FLICE) αναστέλλει την επαγωγή απόπτωσης μέσω του Fas ή των 

άλλων υποδοχέων θανάτου (Irmler και συν. 1997).

1.4.4 Βρογχοκήλη και απόπτωση

Ελάχιστες είναι οι μελέτες της συμβολής της απόπτωσης στη δημιουργία 

βρογχοκήλης και στην πλειοψηφία τους αφορούν σε ζωϊκά μοντέλα στα οποία 

προκλήθηκε η δημιουργία βρογχοκήλης με τη χορήγηση βρογχοκηλογόνων 

ουσιών.

Πρόσφατα, διερευνήθηκε ο ρόλος του αποπτωτικού θανάτου και του 

συστήματος Fas-FasL στην ανάπτυξη και υποστροφή πειραματικής βρογχοκήλης 

σε επίμυες (Tamura και συν. 1998). Η βρογχοκήλη προκλήθηκε στα ζώα αυτά 

μέσω ελάττωσης του κυκλοφορούντος ιωδίου και μέσω χορήγησης του 

βρογχοκηλογόνου 6-προπυλ-2-θειουρακίλη (PTU). Τα κυριότερα ευρήματα (με in 

situ υβριδισμό και κυτταρομετρία ροής) ήταν: α) αυξημένος αριθμός αποπτωτικών 

κυττάρων κατά την ανάπτυξη της βρογχοκήλης και το πρώιμο στάδιο της 

υποστροφής, β) αύξηση της έκφρασης Fas στο στάδιο της ανάπτυξης της 

βρογχοκήλης και στο πρώιμο στάδιο της υποστροφής, αλλά ελαττωμένη έκφραση 

Fas στο όψιμο στάδιο της υποστροφής και γ) συνεχής έκφραση FasL σε όλα τα 

στάδια ανάπτυξης και υποστροφής της βρογχοκήλης. Είναι, λοιπόν, πιθανό η 

έκφραση του Fas να χρησιμεύει ως περιοριστικός παράγοντας στην επαγωγή 

απόπτωσης μέσω Fas.

Όπως διαπιστώθηκε σε επίμυες μετά από χορήγηση βρογχοκηλογόνων 

ουσιών, η νέκρωση και η απόπτωση συνυπάρχουν στο θυρεοειδή αδένα κατά την 

ανάπτυξη και υποστροφή της βρογχοκήλης. Στη μελέτη τους οι Mutaku και συν. 

(2002) αναφέρουν ότι η νέκρωση σχετίζεται με την οξειδωτική κατάσταση των 

κυπάρων, ενώ η απόπτωση επάγεται κατά την υποστροφή της βρογχοκήλης που 

προκαλείται με χορήγηση ιωδίου.

Υψηλές ποσότητες ιωδίου αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό FRTL-5 

κυττάρων και επάγουν κυτταροτοξικότητα in vivo και in vitro, πιθανόν μέσω 

εκσεσημασμένης παραγωγής ελευθέρων ριζών. Σε καλλιέργειες θυρεοειδικών 

κυπάρων μελετήθηκε ο ρόλος του ιωδίου στην πρόκληση Fas-επαγόμενης 

απόπτωσης. Διαπιστώθηκε ότι οι χαμηλές συγκεντρώσεις ιωδίου ήταν ικανές να 

αναστείλλουν την απόπτωση, ενώ οι υψηλές συγκεντρώσεις ιωδίου προκαλούσαν
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αύξηση του ποσοστού της Fas-επσγόμενης απόπτωσης (FeWkamp και συν. 
1999).

Είναι κατανοητό όπ στον έλεγχο της μάζας του θυρεοειδούς αδένα παίζει 
σημαντικό ρόλο η ισορροπία κυτταρικού πολλαπλασιασμού-προγραμμστισμένου 
κυταρικού θανάτου. Στην παραπάνω μελέτη διαπιστώθηκε ότι στο στάδιο 
ανάπτυξης της βρογχοκήλης, η ισορροπία δκπαράσσεται, υπερτερεί ο κυτταρικός 
πολλαπλασιασμός και αυξάνεται ο αριθμός των θυρεοειδικών κυττάρων. 
Αντίθετα, ο ελαττωμένος αριθμός θυρεοειδικών κυττάρων κατά το πρώιμο και 
όψιμο στάδιο της υποστροφής πιθανόν να οφείλεται σε αυξημένη επαγωγή 
απόπτωσης και ελαττωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Χρειάζονται παρόλα 
αυτά περισσότερες έρευνες για να διευκρινιστεί πλήρως ο ρόλος της απόπτωσης 
και του συστήματος Fas-FasL στη βρογχοκήλη, και να διερευνηθούν οι 
παράγοντες που επηρρεάζουν τον προγραμματισμένο θάνατο των θυρεοειδικών 
κυττάρων σε τέτοιους ασθενείς.

1.4.5 Θυρεοειδίτιδα Hashlmoto και απόπτωση
0

Στη ΗΤ διαπιστώνεται ανοσολογική αντίδραση a t  θυρεοειδικά αντιγόνα και 
λεμφοκυτταρική διήθηση του θυρεοειδούς (Bagnasco και συν. 1989). καταστροφή 
θυρεοειδικών θυλακιωδών κυττάρων και κλινικός υποθυρεοειδισμός (Weetman 
and McGregor 1994).

Οπως φαίνεται από την ύπαρξη antt-TPO (Bermann και συν. 1993) και 
anti-Tg αντισωμάτων (DeGroot and Quintans 1989). η ΗΤ συνδέεται με 
ανοσολογικές αντιδράσεις Β-κυπάρων. Εξίσου σημαντικός είναι και ο ρόλος των 
Τ-κυττάρων, τα οποία στην πλεοψηφία τους είναι CD8. γεγονός που φανερώνει 
κυτταροτοξική δραστηριότητα ένανπ των θυρεοειδικών κυττάρων (Weetman and 
McGregor 1994).

Εξαπίας των παραπάνω ευρημάτων, οι περισσότερες μελέτες της 
πσθογένειας της ΑΠΌ εστιάζονταν μέχρι πρόσφατα στο ανοσολογικό σύστημα. 
Προέκυψε, έτσι, η υπόθεση όπ ανωμαλίες του ανοσολογικού συστήματος 
διευκολύνουν αντιθυρεοειδικές ανοσολογικές αντιδράσεις και οδηγούν στην 
εκδήλωση ΗΤ. Επιπλέον, η συσχέπση της ΗΤ με στοιχεία του συστήματος 
μείζονος κποσυμβατότητας (HLA DR3 κλπ) στηρίζει την άποψη όπ στον 
άνθρωπο υπάρχει γενεπκή προδιάθεση που οδηγεί σε ανοσολογική αντίδραση



Πίνακας 9

Βιβλιογραφικά δεδομένα για την έκφραση της πρωτεΐνης Fas στα
θυρεοειδικά κύτταρα

Νόσος Τεχνική Έκφραση Βιβλιογραφία

Hashimoto Ανοσοϊστοχημεία αυξημένη
αυξημένη
θετική
αυξημένη
αυξημένη
αυξημένη

Tanimoto και συν. 1995 
Hammond και συν. 1997 
Giordano και συν. 1997 
Mitsiades και συν. 1998 
Stassi και συν. 2000 
Giordano και συν. 2001

Κυτταρομετρία ροής θετική
θετική/
αυξημένη

Giordano και συν. 1997 
Giordano και συν. 2001

Ανοσοαττοτύπωση
RT-PCR
RNAse protection

αυξημένη Giordano και συν. 2001

Νόσος Graves Ανοσοϊστοχημεία θετική
αρνητική
θετική
θετική
αρνητική

Tanimoto και συν. 1995 
Hammond και συν. 1997 
Hiromatsu και συν. 1999 
Stassi και συν. 2000 
Giordano και συν. 2001

Ανοσοαποτύπωση
RT-PCR
RNAse protection 
Κυτταροχημεία

θετική Arscott και συν. 1997

Κυτταρομετρία ροής θετική Hiromatsu και συν. 1999

Πολυοζώδης Ανοσοϊστοχημεία αρνητική Hammond και συν. 1997
βρογχοκήλη αρνητική

αρνητική
Giordano και συν. 1997 
Stassi και συν. 2000

Κυτταρομετρία ροής αρνητική
θετική

Giordano και συν. 1997 
Giordano και συν. 2001

RT-PCR θετική Arscott και συν. 1997
RNAse protection θετική Giordano και συν. 2001

Ανοσοαποτύπωση
Κυτταροχημεία

θετική Arscott και συν. 1997

Φυσιολογικός Ανοσοϊστοχημεία θετική Tanimoto και συν. 1995
θυρεοειδής μέτρια

θετική
Mitsiades και συν. 1998 
Hiromatsu και συν. 1999

Κυτταρομετρία ροής θετική
θετική

Kawakami και συν. 1996 
Hiromatsu και συν. 1999

RT-PCR θετική Arscott και συν. 1997
RNAse protection
Ανοσοαποτύπωση
Κυτταροχημεία

θετική Stokes και συν. 1998
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Πίνακας 10

Βιβλιογραφικά δτδομένα για την έκφραση της πρωτέΛτης Fas Ligand
στα θυρτοαδικά κύτταρα

Νόσος Τεχνική Έκφραση ΒφλιονραφΝι

Hashlmoto ΑνοσοϊστοχημΟσ θτηκή
θετική/
αυξημένη

Giordano και συν. 1997 
Mksiadea και συν. 1998

Κυτταρομπρία ροής 
RT-PCR

θετική
θπ κή/
αυξημένη

Giordano και συν. 1997 
Giordano και συν. 2001

Ανοσοσττοτύπωση 

RNAm  protection

θεπκή/ Stass* και συν. 2000 
αυξημένη
θπίκή/ Giordano και συν. 2001 
αυξημένη
θεηκή/ουξημένη Giordano και συν. 2001

Νόσος Gravao Ανοσοίστοχημάα κυρίως θτηκή

1Ψ*I9

RT-PCR αρνηηκή 
κυρίως θπ κή

StokM και συν. 1998 
Hiromatau και συν. 1999

• Ανοσοσττοτΰττωση θτηκή Staaai και συν. 2000

RNAm  protection αρνηηκή StokM  και συν. 1998

Πολυοζώδης
βρογχοκήλη

ΑνοσοίστοχημΟα θπ κή Giordano και συν. 1997

Κυτταρομπρία ροής 
RT-PCR

αττική
θτηκή

Giordano και συν. 1997 
Giordano και συν. 2001

RNAm  protection θτηκή Giordano και συν. 2001

Ανοσοσποτΰττωση θτηκή
θπ κή

Giordano και συν. 1997 
Staaai και συν. 2000

Φυσιολογικός
θυρεοειδής

Ανοσοίστοχημάσ αρνηηκή
ελάχιστη
ακανόνιστη

Stokes και συν. 1998 
MMaiados και συν. 1998 
Hvomatsu και συν. 1999

RT-PCR αρνηηκή
ελάχιστη
ακανόνιστη

Stokes και συν. 1996 
Mitsiades και συν. 2000 
Hkomatsu και συν. 1999

RNAm  protection αρνητική Stokes και συν. 1998

Ανοσοσποτΰττωση ελάχιστη Mttsiades και συν. 2000
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έναντι του θυρεοειδούς αδένα (Weetman and McGregor 1994).

Με μια πιο προσεκτική ανάλυση των αποτελεσμάτων από τις διάφορες 

έρευνες, θα διαπιστώσουμε στοιχεία που δείχνουν ότι το ανοσολογικό σύστημα 

από μόνο του δεν είναι ικανό να προκαλέσει κλινική εκδήλωση της νόσου και 

ειδικά υποθυρεοειδισμό. Για παράδειγμα, διαπιστώθηκαν θυρεοειδικά 

αυτοαντισώματα σε μεγάλο ποσοστό ατόμων (κυρίως άνω των 50) που δεν 

εμφάνιζαν βρογχοκήλη ή υποθυρεοειδισμό (Weetman and McGregor 1984). 

Αρχικά, θεωρήθηκε ότι οι ασθενείς αυτοί παρουσίαζαν ένα διαφορετικό τύπο 

ανοσολογικής αντίδρασης που δεν οδηγεί σε καταστροφή θυρεοειδικών κυττάρων 

(Weetman and McGregor 1994). Ελάχιστα είναι, όμως, τα ανοσολογικά 

χαρακτηριστικά που τους διαχωρίζουν από ασθενείς με ΗΤ, ή που συσχετίζουν 

την ανοσολογική αντίδρασή τους με την ανάπτυξη υποθυρεοειδισμού (Pfeiffer και 

συν. 1991, Szabolcs και συν. 1995). Πολλές μορφές θυρεοειδιτίδων (όπως αυτή 

που εμφανίζεται μετά τον τοκετό) είναι αυτοπεριοριζόμενες και δεν οδηγούν 

πάντα σε υποθυρεοειδισμό (Singer 1991). Επιπλέον, ασθενείς με GD ή καρκίνο 

του θυρεοειδούς εμφανίζουν anti-TPO αντισώματα, όπως και οι ασθενείς με ΗΤ, 

χωρίς, όμως, στοιχεία θυρεοειδικής καταστροφής (Bermann και συν. 1993). 

Τέλος, η πλειοψηφία των ατόμων με γενετική προδιάθεση για AITD, δεν 

αναπτύσσουν αυτοανοσία (DeGroot and Quintans 1989). Υπάρχουν, επομένως, 

πολλαπλές ενδείξεις ότι η ανοσολογική αντίδραση έναντι του θυρεοειδούς, δε 

συνδέεται απόλυτα με την εκδήλωση αυτοάνοσης νόσου, ειδικά στην περίπτωση 

της χρόνιας θυρεοειδίτιδας.

Οι ασθενείς με AITD παρουσιάζουν ποικιλότητα στον Τ-κυπαρικό 

υποδοχέα και στα γονίδια των ανοσοσφαιρινών μεταξύ διαφορετικών ατόμων 

(Davies και συν. 1991, McIntosh and Weetman 1997). Η ποικιλότητα αυτή δείχνει 

ότι δεν υπάρχει μία μοναδική ανοσολογική αντίδραση στο θυρεοειδή αδένα 

ασθενών με ΗΤ ή GD. Άλλοι ερευνητές έδειξαν ότι τα γονίδια που είναι υπεύθυνα 

για τη δημιουργία anti-TPO αυτοαντισωμάτων ποικίλλουν και είναι παρόμοια με 

αυτά που προκαλούν τη δημιουργία αντισωμάτων σε εξωγενή αντιγόνα (McIntosh 

and Weetman 1997, McLachlan and Rapoport 1995). Διαπιστώθηκαν πολλαπλοί 

επίτοποι στην ΤΡΟ που αναγνωρίζονται από αυτοαντισώματα ασθενών (Arscott 

και συν. 196, Mastricht και συν. 1992), αλλά και πολλαπλοί ισότυποι των 

αντισωμάτων, που συνδέονται με έναν επίτοπο. Όλα αυτά δείχνουν ότι σε

100



θυρεοειδίτιδα δεν υπάρχει μια συγκεκριμένη σνοσολογική αντίδραση έναντι του 
θυρεοειδούς ή των αντιγόνων του.

Από μελέτες σε επίμυες με θυρεοειδίτιδα φαίνεται όπ η κυτταρική ανοσία 
παίζει πρωταρχικό ρόλο στην εκδήλωση της νόσου, καθώς η φλεγμονή του 
θυρεοειδούς μπορεί να μεταφερθεΐ παθητικά από ένα ζώο σε άλλο μέσω Τ- 
λεμφοκυττάρων, αλλά όχι μέσω αντιθυρεοειδικών αντισωμάτων (Okayasu 1985, 
Maron και συν. 1983). Επιπλέον, απεδείχθη ότι η θυμηαομή προλαμβάνει την 
εκδήλωση της νόσου (Okayasu 1985). Τ-κύτταρα από ζώα με θυρεοειδίτιδα 
εμφάνισαν κυτταροτοξική δραστηριότητα έναντι θυρεοειδικών καπάρων in vitro 
(Creamers και συν. 1983), ενώ CD8 κάπαρα άρχισαν να πολλσπλοσιόζονται ως 
αντίδραση στη θυρεοσφαιρίνη (Canonica και σαν. 1985). Παρά τις έντονες 
κυπαρικές σνοσολογικές αντιδράσεις σχεδόν κανένα από τα ζώα με θυρεοειδίτιδα 
δεν εμφάνισε υποθυρεοειδισμό.

Τα παραπάνω ευρήματα δείχνουν όπ ακόμα και η ανάπτυξη σνοσολογικής 
αντίδρασης έναντι του θυρεοειδούς δεν οδηγεί υποχρεωτικά σε θυρεοειδίτιδα. Το 
συμπέρασμα αυτό οδήγησε στη διερεύνηση και άλλων πιθανών παραγόντων που 
ενέχονται στην πσθογένεια αυτοόνοσης νόσου σ' αυτόν τον αδένα. Σημαντικός 
μπορεί να είναι ο ρόλος παραγόντων που μεταβάλλουν την ευαισθησία των 
θυρεοειδικών θυλακιωδών καπάρων στις σνοσολογικές αντιδράσεις.

Οπως αναφέρθηκε και πιο πάνω, θυρεοειδικά θυλάκια από δείγματα ιστών 
με ΗΤ εμφάνισαν έντονη χρώση για Fas και F ast και υψηλό ποσοστό 
απόπτωσης (30,3%), σε αντίθεση με τα δείγματα από τους μάρτυρες που 
εμφάνισαν μέτρια χρώση για Fas, ελάχιστη ή καθόλου χρώση για F as t και 
χαμηλό ποσοστό απόπτωσης. Η σνοσοϊστοχημική χρώση για Bd-2 ήταν έντονη 
στα φυσιολογικά και ασθενής στα θυρεοειδικά θυλάκια ασθενών με ΗΤ. Τα 
διηθηπκά λεμφοκύπαρα έδωσαν ασθενή χρώση για την Fast και ισχυρή για την 
Bd-2 πρωτεΐνη (εικόνα 27). Φαίνεται, λοιπόν, από αυτά τα αποτελέσματα ότι τα 
θυρεοειδικά κάπαρα στη ΗΤ υφίστανται απόπτωση με αυξορρύθμιση των 
πρωτεϊνών Fas και FasL και μειορρύθμιση της Bd-2 πρωτεΐνης. Τα 
λεμφοκύπαρα δε φαίνονται να συμμετέχουν άμεσα σ' αυτή τη διαδικασία με το 
δικό τους μόριο FasL, αλλά παρέχουν το κατάλληλο περιβάλλον κυπαροκινών, 
που οδηγεί σε αυξορρύθμιση των μορίων Fas και FasL και στην απόπτωση 
(Mitsiades και συν. 1998).
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Οι Stassi και συν. (1999) προσπάθησαν να διερευνήσουν το ρόλο των 

διηθητικών T-λεμφοκυττάρων (ITL) στη ΗΤ. Διαπίστωσαν, ότι σε αντίθεση με τα 

θυρεοειδικά κύτταρα, που εκφράζουν μεγάλες ποσότητες FasL, τα ITL δεν 

εκφράζουν αξιοσημείωτες ποσότητες. Όσα, όμως, από τα ITL βρέθηκαν κοντά σε 

θυρεοειδικά θυλάκια με έκφραση FasL, αυτά ήταν αποπτωτικά. Σύμφωνα, 

λοιπόν, με αυτά τα δεδομένα, τα ITL δε φαίνονται να σχετίζονται άμεσα με το 

θάνατο των θυρεοειδικών κυπάρων κατά τη ΗΤ. Αντίθετα, η αυτοκρινική- 

παρακρινική αλληλεπίδραση Fas-FasL είναι πιθανότατα σημαντικός μηχανισμός 

στην αυτοάνοση θυρεοειδική καταστροφή.
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1 .5  ΣΚ Ο Π Ο Σ ΤΗ Σ Μ Ε Λ Ε ΤΗ Σ

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η διερεύνηση του ρόλου της 
αποπτωτϊκής οδού Fas-Fas Ligand και της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης Bd-2 στη 
μη τοξική βρογχοκήλη (NTG) και στη θυρεοειδίτιδα Hashimoto (ΗΤ). Η 
παθογένεια και των δύο αυτών θυρεοειδικών παθήσεων έχει συσχετιστεί 
πρόσφατα με το φαινόμενο της απόπτωσης. Οι περισσότεροι ασθενείς με οζώδη 
θυρεοειδική νόσο (αυτοάνοσης ή μη αιτιολογίας) υποβάλλονται, για 
διαγνωστικούς σκοπούς, σε παρακέντηση δια λεπτής βελόνης (FNA) του 
θυρεοειδούς αδένα. Η εξέταση αυτή προκαλεί ελάχιστη δυσανεξία στον ασθενή, 
ενώ. ταυτόχρονα με τη διαγνωστική αξία του. το υλικό FNA μπορεί να 
χρησιμεύσει και για τη μελέτη του ρόλου της απόπτωσης in vivo στις παραπάνω 
θυρεοειδικές παθήσεις.

Για την επίτευξη του παραπάνω στόχου:
1) Θα μελετηθεί με σνοσοκυπαροχημική τεχνική η έκφραση των πρωτεϊνών Fas 

και Bd-2 στα θυρεοειδικά κύτταρα, σε υλικό FNA από ασθενείς με NTG και 
ασθενείς με ΗΤ.

2) Θα υπολογιστούν με τη μέθοδο ELISA τα επίπεδα των διαλυτών μορφών των 
πρωτεϊνών Fas και FasL στον ορό ασθενών και των δύο ομάδων (NTG και 
ΗΤ) και φυσιολογικών ατόμων, τα οποία θα αποτελέοουν την ομάδα ελέγχου, 
και

3) Θα ανιχνευθεί με την τεχνική RT-PCR. η έκφραση των Fas mRNA και FasL 
mRNA σε υλικό FNA από ασθενείς και των δύο ομάδων, ενώ ως ομάδα 
ελέγχου θα χρησιμοποιηθούν δείγματα περιφερικού αίματος.

Οι προϋπάρχουσες τεχνικές μελέτης της απόπτωσης στο θυρεοειδή αδένα 
(όπως η τεχνική TUNEL, η κυτταρομετρία ροής, η χρήση της αννεξίνης V, η 
ανοσοϊστοχημεία και η RT-PCR) έχουν δείξει διαφορές στην έκφραση των 
παραπάνω πρωτεϊνών σε ασθενείς με θυρεοειδικές παθήσεις σε σχέση με 
φυσιολογικά άτομα, καθώς και μεταξύ τους ανάλογα με το είδος της πάθησης. Οι 
τεχνικές, αυτές, όμως έχουν πραγματοποιηθεί σε θυρεοειδικά ιστό που ελήφθη 
από ασθενείς που υποβλήθηκαν σε χειρουργική επέμβαση θυρεοειδούς. Το 
γεγονός αυτό δεν μας επιτρέπει να γνωρίζουμε τον τρόπο ρύθμισης του

103
,. φ ΒΛΛο-

Ί

13111?.



αποτΓτωτικού θανάτου in vivo και στην ττλειοψηφία των ασθενών με θυρεοειδικές 

παθήσεις, που αντιμετωπίζονται συντηρητικά.

Η κατανόηση των αποπτωτικών μηχανισμών στο θυρεοειδή αδένα είναι 

πιθανόν να έχει στο μέλλον διαγνωστική, αλλά και θεραπευτική αξία. Παράγοντες 

που επάγουν την απόπτωση θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την 

εξάλειψη κυπάρων σε περιοχές με ανεπαρκή κυπαρικό θάνατο, όπως για 

παράδειγμα στην οζώδη βρογχοκήλη. Αντίστροφα, παράγοντες που δρουν ως 

αναστολείς της απόπτωσης είναι πιθανόν να μας προσφέρουν αξιόλογες 

θεραπευτικές δυνατότητες σε καταστάσεις με εκτεταμένη απόπτωση, όπως στη 

θυρεοειδίτιδα Hashimoto.

»
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ

2.1 Έκφραση πρωτεϊνών Fas και Bcl-2 σε θυρεοειδικά
κύτταρα

2.1.1 Ασθενείς

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκσν συνολικά 25 ασθενείς (2 άνδρες και 23 
γυναίκες), οι οποίοι ταξινομήθηκαν σε δυο ομάδες με βάση τα ευρήματα που θα 
σναφερθοΰν στη συνέχεια (παράγραφος 2.1.2). Αναλυτικά εξετάστηκαν:
1) 20 ασθενείς με μη τοξική μονοοζώδη ή πολυοζώδη βρογχοκήλη (NTG) 

ηλικίας 19-74 ετών.
2) 3 ασθενείς με βρογχοκήλη θυρεοειδίτιδας HasNmoto (ΗΤ) στην ενεργό φάση 

της νόσου, ηλικίας 43-60 ετών, και
3) 2 ασθενείς με βρογχοκήλη Θυρεοειδίτιδας Hashimoto (ΗΤ) στη χρόνια φάση 

τη< νόσου, ηλικίας 48 και 72 ετών αντίστοιχα.
Δημιουργήθηκε ξεχωριστό αρχείο για κάθε ασθενή και καταγράφτηκαν όλα 

τα σχετικά κλινικά, εργαστηριακό και κυτταρολσγικό στοιχεία. Κανένας από τους 
ασθενείς δεν υποβλήθηκε στο παρελθόν σε χειρουργική επέμβαση θυρεοειδούς 
αδένα ή ραδιενεργό ιώδιο.

2.1.2 Μέθοδοι

α. Υπερηχογράφημα θυρεοειδούς αδένα

Τα υπερηχογραφήματα του θυρεοειδούς αδένα των ασθενών έγιναν από 
τους ακτινολόγους του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων τους οποίους 
και ευχαριστώ.

Οι μετρήσεις του αδένα γίνονται στα σημεία που ο κάθε λοβός εμφανίζει το 
μέγιστο μέγεθός του κατά τις τρεις διαστάσεις:
•  κεφαλουραία (μήκος)
•  προσθοπίσθια (βάθος)
•  εγκαρσία (εύρος)
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Οι δύο πρώτες εκτιμώνται σε οβελιαία τομή του λοβού, ενώ η τρίτη 

μετράται σε εγκάρσιά τομή.

Το μέγεθος του κάθε λοβού σε ενήλικο άτομο είναι:

•  5-8 cm στην κεφαλουραία διάμετρο

•  1-2 cm στην οπισθιοπρόσθια διάμετρο

•  2-4 cm στην εγκάρσια διάμετρο

Οι μετρήσεις κυμαίνονται ανάλογα με την ηλικία, το ύψος, το βάρος, το 

φύλο και τη γενική κατασκευή του ατόμου. Ο μέσος όγκος του κάθε λοβού του 

θυρεοειδούς κυμαίνεται από 12-40 cm3.

Η πιο αξιόπιστη από όλες τις διαστάσεις του αδένα φαίνεται να είναι η 

προσθιοπίσθια (βάθος) και η οποία δεν πρέπει να ξεπερνά τα 2 cm (Αβραμίδης, 

Ενδοκρινολογία, τόμος Α, κεφ.6).

Η διαδικασία της εξέτασης είναι η εξής:

•  Ο ασθενής εξετάζεται σε ύπτια θέση με την κεφαλή σε υπερέκταση ή σε 

καθεστηκυία θέση όταν η κεφαλή των υπερήχων έχει μικρό μέγεθος. Για το 

σκοπό αυτό τοποθετείται μαξιλάρι κάτωθεν των ώμων του, ώστε να γίνει 

υπερέκταση της αυχενικής περιοχής. Η υπερέκταση γίνεται για την καλύτερη 

ανάδειξη του κάτω πόλου των 2 λοβών.

• Ο αδένας εξετάζεται προσεκτικά τόσο σε εγκάρσιες, όσο και επιμήκεις τομές.

• Ο κάθε λοβός εξετάζεται χωριστά ξεκινώντας συνήθως με εγκάρσιες τομές 

από τον άνω πόλο και συνεχίζοντας προς το μέσο τμήμα του λοβού και τον κάτω 

πόλο του. Μπορεί να ζητηθεί από τον ασθενή να κάνει καταποτικές κινήσεις, 

ώστε με την άνοδο του αδένα να απεικονιστεί ο κάτω πόλος καλύτερα. Στις 

επιμήκεις τομές εξετάζονται προσεκτικά το έξω, το μέσο και το έσω τμήμα του 

κάθε λοβού.

•  Στη συνέχεια εξετάζεται ο ισθμός του θυρεοειδούς, τόσο σε εγκάρσιες, όσο 

και σε επιμήκεις τομές. Φυσιολογικά το πάχος του δεν ξεπερνά το 1 cm.

•  Τέλος, θα πρέπει να εξετάζεται προσεκτικά η περιοχή της καρωτίδας και της 

σφαγίτιδας για πιθανή ανεύρεση διογκωμένων τραχηλικών λεμφαδένων.

Το φυσιολογικό παρέγχυμα του θυρεοειδούς αδένα εμφανίζεται ομοιογενές 

με σχετικά αυξημένη ηχογένεια (στικτές συμμετρικές πυκνές ηχοανακλαστικές 

επιφάνειες). Η ηχογένειά του σε σχέση με τους μυς που τον περιβάλλουν είναι 

μεγαλύτερη, ενώ αυτοί απεικονίζονται υποηχοϊκότεροι. Εμφανώς μικρότερη είναι
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Π ηχογένειά του και από την ηχογένεια του λίπους και της προτραχεκχκής 
περιτονίας που τον περιβάλλουν.

Ως όζος θεωρείται μία βλάβη που έχει διαστάσεις άνω των 6-8 mm. Οταν 
σνευρεθεί ένας ή περισσότεροι όζοι, θα πρέπει προσεκτικά να ερευνηθούν:
•  η εσωτερική υφή (συμπαγής, κυσπκή ή μικτή μορφή)
•  οι διαστάσεις του
•  η ηχογένειά του
•  τα όριά του
•  η παρουσία περιφερικής άλω. το πάχος της και η συμμετρικότητά της
•  η εμφάνιση και η μορφή των αποτιτανώσεων του
•  σημεία πιθανής διήθησης των παρακείμενων ανατομικών μορίων

Στη μη τοξική βρογχοκήλη, η ηχογένεια των όζων είναι ίδια με το 
φυσιολογικό παρέγχυμα, ενώ το 25% είναι υπερηχοΐκοί και σπάνια μικτής 
ηχογένειας ή υποηχοΐκοί. Μπορεί αν εμφανίζουν περιφερική άλω και σαφή όρια ή 
τα όριά τους να είναι ασαφή. Οι αποτιτανώσεις είναι στικτές, διάσπαρτες ή σαν το 
κέλυφος του αυγού. Το 25% των όζων εμφανίζει κεντρική νεκρωτική εκφυλκπική 
διεργασία που μπορεί να φαίνεται σαν κύστη, ενώ οι αληθινές κύστεις είναι 
σπανιότατες. Έτσι οι κύστεις του θυρεοειδούς παριστάνουν σναγεννητικούς 
όζους, δεν έχουν αληθινό επιθήλιο και περιέχουν αιμορραγικό, σοκολστοειδές ή 
ξανθοχρωμσπκό υγρό.

Τα αδενώματα του θυρεοειδούς, είναι συχνά καλοήθη νεοπλάσματα με 
σαφή κάψα περιφερικά, εμφανίζονται ως μονήρεις όζοι και δισκρίνονται σε 
θυλακιώδη και μη θυλακιώδη. Τα θυλακιώδη έχουν ίδια ηχογραφικά 
χαρακτηριστικά με τους όζους της οζώδους βρογχοκήλης. Τα μη θυλακιώδη είναι 
μονήρεις υποηχοΐκοί όζοι με ομαλά όρια, δεν εμφανίζουν αποτιτανώσεις και δεν 
θέτουν υποψία για κακοήθεια (Αβραμίδης, Ενδοκρινολογία, τόμος Α. κεφ.6).

Στη θυρεοειδ ίτιδα H ashim oto  υπερηχοτομσγραφικά παρατηρούνται:
•  διάχυτη διόγκωση του θυρεοειδούς αδένα στο υπερτροφικό στάδιο της νόσου
•  ηχοδομή αδρή ομοιογενή ή σνομοιογενή σε ένα παρέγχυμα που ολόκληρο 

απεικονίζεται παθολογικό υποηχόϊκό και λοβώδες
•  συχνά ευδιάκριτοι ή μόλις δκχκρινόμενοι όζοι μέσα στο παθολογικό 

υποηχοϊκό παρέγχυμα
•  ελάττωση του όγκου του αδένα με την πρόοδο της νόσου

-εί
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•  επιμήκεις υπερηχογενείς γραμμώσεις διαφόρου μήκους στους 2 λοβούς 

μεταξύ των υποηχοϊκών περιοχών, που πιθανόν οφείλονται στην κατά 

τόπους θυρεοειδική ίνωση

β. Δ οκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Η μέτρηση των επιπέδων FT4, FT3 και TSH και των αντισωμάτων anti- 

ΤΡΟ στον ορό, που απαιτούνται για την κλινική διάγνωση της θυρεοειδικής νόσου 

(παράγραφος 1.3.3 α και β), πραγματοποιήθηκε στο Βιοχημικό Εργαστήριο του 

Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, υπό την επίβλεψη της Δρ. Χρυσούλας 

Καλόγερό, την οποία και ευχαριστώ.

Ελήφθησαν 5 ml αίματος από κάθε ασθενή μετά από ολονύχτια νηστεία. 

Έγινε φυγοκέντρηση των δειγμάτων στη φυγόκεντρο L a b o fu g e  G L , H e ra e u s  σε 

1800 rpm (στροφές το λεπτό) για 20 λεπτά και μεταφορά κάθε δείγματος ορού σε 

μικροφυγοκεντρικό σωλήνα χωρητικότητας 2 ml (eppendorf).

Τα επίπεδα των ορμονών FT4, FT3 και TSH στους ορούς των ασθενών 

προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο της χημειοφωταύγειας (chemiluminescent 

microparticle immunoassay, CMIA) με τη χρήση των πακέτων υλικών 

ARCHITECT free Τ4, free Τ3 και TSH Reagent kits (ABBOTT Laboratories, 

Illinois, USA, Cat No 6C50, 6c51, 6C52). Ως φυσιολογικές τιμές έχουν καθοριστεί: 

για την ορμόνη FT4 τιμές από 0,7 έως 1,85 ng/dl, για την FT3 από 0,72 έως 1,43 

ng/ml και για την TSH από 0,35 έως 4,94 μΐυ/ml.

Τα επίπεδα των αντισωμάτων anti-TPO προσδιορίστηκαν με 

ανοσομετρική μέθοδο (IMMULITE 2000 anti-TPO Ab assay, EURO/Diagnostic 

Products Corporation, Gwynedd, UK, Cat No L2KT02), στην οποία 

χρησιμοποιείται ανθρώπινη ΤΡΟ υψηλής καθαρότητος. Ως φυσιολογικά επίπεδα 

αντισωμάτων anti-TPO στον ορό έχουν οριστεί επίπεδα χαμηλότερα από 35 

IU/ml.

γ. Παρακέντηση θυρεοειδούς αδένα με αναρρόφηση δια λεπτής βελόνης 
(FNA)

Η παρακέντηση με αναρρόφηση δια λεπτής βελόνης (FNA) ενός 

θυρεοειδικού οζιδίου έχει αποδειχθεί η καλύτερη μέθοδος για τη
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διαφοροδιάγνωση της καλοήθους από την κακοήθη θυρεοειδική νόσο, τταρά την 
ύπαρξη σημαντικών μεθόδων διερεύνησης. όπως ο σπτνθηρογραφικός έλεγχος 
και η υπερηχοτομογραφία (παράγραφος 1.3.3 ε).

Η διαδικασία παρακέντησης FNA των θυρεοειδικών οζιδίων, όπως 
πραγματοποιείται στο Ενδοκρινολογικό εξωτερικό ιατρείο του Πανεπιστημιακού 
Νοσοκομείου Ιωσννίνων από τον Καθηγητή κ. Αγαθοκλή Τσστσούλη. είναι η 
ακόλουθη:
•  Ο ασθενής τοποθετείται σε ύπτια θέση με έκταση του αυχένα, 
υποβοηθούμενος με χαμηλό μαξιλάρι, ώστε οι μύες του αυχένα να είναι χαλαροί.
•  Η ψηλάφηση του αδένα γίνεται στην ανατομική αύλακα που σχηματίζεται 
μεταξύ τραχείας και στερνοκλειδομαστοειδούς. Ο ασθενής καταπίνει, για να 
προκληθεί η κίνηση του θυρεοειδούς με τα άλλο ανατομικά στοιχεία του λαιμού 
και ψηλαφάται με ένα ή δύο δάκτυλο, κατά προτίμηση με τον ιατρό να στέκεται 
στην αντίθετη πλευρά του λοβού που πρέπει να παρακεντηθεί.
•  Το δέρμα άνω του οζιδίου καθαρίζεται με αιθυλική αλκοόλη.
•  Ο αδένας ή όζος ακινητοποιείται πάνω στην τραχεία.
•  Μ ία'βελόνη 23- ή 25-G (gauge) και σχετικά μικρού μήκους (1.5-3 εκ.) 
προσαρμοσμένη σε σύριγγα των 10 ml μίας χρήσεως ή πιστόλι βιοψίας (Cameoo 
Ltd. London, UK) εισέρχεται εντός του οζιδίου και εφαρμόζεται αρνητική πίεση 
μέχρι 10 ml, ενώ βέβαια το σημείο εισόδου παραμένει σταθερό, (εικόνα 28).
•  Πριν αφαιρεθεί η βελόνη με τη σύριγγα από τον όζο. αφήνεται το έμβολο για να 
κσταργηθεί η αρνητική πίεση.
Μετά την απόσυρση αποσυνδέεται η βελόνη από τη σύριγγα. Η σύριγγα γεμίζει 
με αέρα, επανασυνδέεται με τη βελόνη και γίνεται έγχυση του υλικού βιοψίας που 
περιέχεται στη βελόνη επάνω σε τέσσερις σνηκειμενοφόρους πλάκες, εάν είναι 
αρκετό το υλικό. Από τις πλάκες αυτές, οι δύο χρησιμοποιούνται για 
κυτταρολογική εξέταση και διάγνωση της θυρεοειδικής διαταραχής και οι άλλες 
δύο για την ανοσοκυτταροχημική μελέτη που περιγράφεται παρακάτω. Οι 
ανπκειμενοφόροι πλάκες που πρόκειται να βαφτούν με χρώση Πσπανικολάου 
εμβαπτίζονται αμέσως σε αλκοόλη 95%, ενώ αυτές που θα βαφτούν με MGG, 
καθώς και αυτές που θα χρησιμοποιηθούν για την ανοσοκυτταροχημική μελέτη, 
αφήνονται να ξηρανθούν στον αέρα.
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•  Εάν το υλικό στη σύριγγα είναι αρκετό (συνήθως σε αιμορραγική εκφύλιση 

όζου), εκπλένεται πολλές φορές με τη βελόνα σε μικρή ποσότητα οινοπνεύματος 

50%, που μπορεί να φυγοκεντρηθεί, είτε για κυτταρολογική επίστρωση, είτε για 

να εγκλειστεί σε παραφίνη για ιστολογική εξέταση.

•  Αν ο όζος είναι κυστικός, γίνεται απόπειρα να αναρροφηθεί όλο το υγρό και 

μετά ψηλαφάται πιθανή συμπαγής περιοχή και γίνεται προσπάθεια λήψεως 

υλικού από τα τοιχώματα της κύστεως. Το υγρό μέσα σε αλκοόλη αποστέλλεται 

προς φυγοκέντρηση, για κυτταρολογική επίστρωση, είτε για να εγκλειστεί σε 

παραφίνη για ιστολογική εξέταση.

• Για να θεωρηθεί επαρκές για διάγνωση το υλικό που λαμβάνεται θα πρέπει να 

περιλαμβάνει 5-6 ομάδες καλά διατηρημένων και καλά ορατών θυλακιωδών 

κυττάρων και κάθε ομάδα να περιέχει 10 ή περισσότερα κύπαρα (Bakhos και 

συν. 2000) (εικόνα 29Β).

•  Στην οζώδη βρογχοκήλη λόγω της ποικιλομορφίας που παρουσιάζουν 

ιστολογικά οι όζοι, πρέπει να λαμβάνεται υλικό από περισσότερους όζους και να 

γίνονται περισσότερες λήψεις, οπότε τα επιχρίσματα παρουσιάζουν ανομοιογενή 

κυτταρικό πληθυσμό.

δ. Κυτταρολογική εξέταση

Η κυτταρολογική εξέταση ρουτίνας των δειγμάτων FNA πραγματοποιήθηκε 

από τους κυπαρολόγους του Παθολογοανατομικού Εργαστηρίου στο 

Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων, τους οποίους και ευχαριστώ.

Στη βιοψία FNA (παράγραφος 1.3.3 ε) εξετάζονται μικρά ιστικά τμήματα 

(μικροβιοψίες) και κύπαρα από τον ιστό, τα οποία λαμβάνονται με λεπτή βελόνη 

και:

>  είτε μονιμοποιούνται σε αλκοόλη 95% και χρωματίζονται με αιματοξυλίνη- 

ηωσίνη ή με τη μέθοδο Παπανικολάου,

>  είτε αφήνονται στον αέρα για να ξεραθούν και χρωματίζονται με May- 

Griinwald-Giemsa (MGG).

Στην εξέταση καταγράφεται το σχήμα, το μέγεθος των κυπάρων, το 

μέγεθος του πυρήνα συγκριτικά με ένα σταθερό μέγεθος, συνήθως το μέγεθος 

του λεμφοκυπάρου, η σχέση πυρήνα-κυπαροπλάσματος, η υφή και η κατανομή
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£«όνσ  28

Παρακέντηση θυρεοαδούς αδένα 6ta λετπής βελόνης (FN A )

Ο ασθενής τοποθετείται σ ι ύπτια θέση pc έκταση του αυχένα. υποβοηθουμενος pc χαμηλό 

μαξιλάρι, ώστε «  μύες του αυχένα να είναι χαλαροί Η 4*ΐλόφηση του αυχένα γίνεται στην 

ανατομική αύλακα που σχηματίζεται μεταξύ τραχείας και στερνοκλε ιδομοστοειδους Ο αδένος ή 

όζος ακινητοποιείται πάνω στην τραχεία Ο ιατρός στέκεται στην αντίθετη πλευρό του Αοβοΰ που 

πρέπει να παρακεντηθεί. Μία βελόνη προσαρμοσμένη σε πιστόλι βιοψίας εισέρχεται εντός του 

οζιδίου και εφαρμόζεται αρνητική πίεση, ενώ βέβαια το σημείο εισόδου παραμένει σταθερό. (

I
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της χρωματίνης, οι χρωστικές ιδιότητες αυτής, η υπερχρωμασία, τα πυρήνια, η 

πυρηνική μεμβράνη, οι πτυχές, τα έγκλειστα και οι μιτώσεις. Επίσης καταγράφεται 

η σύσταση του κυτταροπλάσματος, οι χρωστικές ιδιότητές του, η περιεκτικότητά 

του σε κοκκία διαφόρων χρωστικών, καθώς και η σαφήνεια ή ασάφεια της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Τα παραπάνω χαρακτηριστικά είναι βασικά για 

τη διάγνωση της καλοήθειας ή κακοήθειας του υλικού από τον όζο του 

θυρεοειδούς αδένα και ειδικότερα της παθολογικής αλλοίωσης. Μεγάλη σημασία 

έχει η αρχιτεκτονική των μικροβιοψιών, όπου τα κύτταρα διατάσσονται σε ταπήτια 

(σε ένα επίπεδο), αδενικούς σχηματισμούς, θηλές, θυλάκια, παράλληλα σε 

δέσμες κλπ. Πολύ υποβοηθητικό, επίσης, στη διάγνωση της αλλοίωσης είναι το 

υπόστρωμα της βλάβης που αποσπάται με την αναρρόφηση, όπως είναι το 

κολλοειδές, τα φλεγμονώδη κύπαρα και τα συνδετικογενή στοιχεία (Δεληγιώργη- 

Πολίτη, 2000) (εικόνες 29,30).

Στην παρούσα μελέτη, τα επιχρίσματα FNA επεξεργάστηκαν είτε με 

ξήρανση στον αέρα και χρώση με May-Grunwald-Giemsa (MGG), είτε με άμεση 

μονιμοποίηση σε 95% αιθανόλη και χρώση με τη μέθοδο Παπανικολάου.

Τα υλικά που ελήφθησαν με την παρακέντηση FNA ταξινομήθηκαν 

σύμφωνα με τα σχετικά ποσά κολλοειδούς και κυπαρικότητας, καθώς και τα 

επικρατούντα κυτταρικά στοιχεία, ενώ καταγράφηκε και η παρουσία μακροφάγων 

και λεμφοκυττάρων.

ε. Ανοσοκυπ αροχημεία

Για να μελετηθεί η έκφραση της αποπτωτικής πρωτεΐνης Fas (παράγραφος 

1.4.2 α) και της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 (παράγραφος 1.4.2 δ) στα 

θυρεοειδικά κύπαρα των ασθενών επιλέξαμε τη μέθοδο της 

ανοσοκυπαροχημείας.

Η τεχνική της ανοσοκυπαροχημείας πλακιδίου προσφέρεται για την 

απεικόνιση της κυπαρικής κατανομής ενός μορίου με τη χρήση σημασμένων 

αντισωμάτων. Συνήθως χρησιμοποιείται η έμμεση τεχνική, όπου το αντίσωμα 

κατά του υπό διερεύνηση μορίου δεν είναι σημασμένο και η ανίχνευσή του γίνεται 

με ένα δεύτερο, σημασμένο αντίσωμα. Η έμμεση τεχνική είναι πιο ευαίσθητη
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εξαιτίας της ενίσχυσης του σήματος που παρέχει η χρήση περισσότερων του ενός 
ανπσωμάτων.

Η παρούσα ανοσοκυτταροχημική μελέτη πραγματοποιήθηκε στο Χωρέμειο 
Ερευνητικό Εργαστήριο του Νοσοκομείου Παίδων «Αγία Σοφία» στην Αθήνα, στο 
τμήμα που διευθύνει η Κσθηγήτρια Παιδιατρικής κ. Τζωρτζότου-Σταθοπούλου και 
υπό την επίβλεψη του Δρ. Γεώργιου Τσάγκαρη, τους οποίους και ευχαριστώ 
ιδιαίτερα.

Χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της βιοτίνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής 
φωσφατάσης με τη χρήση του πακέτου υλικών Sandon Kwtk kit (Universal 
Streptavidin/Biotin Immunoalkaline Phosphatase Detection System. IMMUNON) 
στην συσκευή ανοσοϊστοχημείσς τύπου Sequenza 2 (Sandon In c . Pittsburgh. 
PA. USA).

Τα πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν:
1) για την ανίχνευση του αντιγόνου Fas ο κλώνος 0 2 0  (Santa Cruz 

Biotechnology, CA. USA, Cat No sc-715-G) και
2) για την ανίχνευση του αντιγόνου Bd-2 ο κλώνος 100/D5 (Santa Cruz 

Biotechnology. CA. USA. Cat No sc-509).

Προετοιμασία

•  To υλικό της παρακέντησης FNA του θυρεοειδούς επιστρώνεται στις 
αντικειμενοφόρους πλάκες, οι οποίες παραμένουν για ξήρανση στον αέρα.
•  Κάθε πλάκα περπυλίσσεται χωριστά σε αλουμινόχαρτο και διατηρούνται όλες 
στους -80* C μέχρι να γίνει η επεξεργασία τους.
•  Σε κάθε πλάκα χαράσσεται ο αντίστοιχος κωδικός αριθμός με υαλογρόφο. για 
να παραμείνει αναλλοίωτος κατά τη διαδικασία.
•  24 ώρες πριν την εφαρμογή της σνοσοκυπαροχημικής τεχνικής οι πλάκες 
αφήνονται σε θερμοκρασία δωματίου να στεγνώσουν κατά τη διάρκεια της νύχτας 
(overnight).
•  Πριν από την επεξεργασία των δειγμάτων, έγινε έλεγχος των αντισωμάτων σε 
διαφορετικά θετικά δείγματα ελέγχου από μυελό ασθενών με ογκολογικές 
παθήσεις, στους οποίους έχει διαπιστωθεί έκφραση των αντίστοιχων γονιδίων 
(Fas ή Bd-2) με άλλες τεχνικές (π.χ PCR). Στα αρνηπκά δείγματα ελέγχου

, ΙΒ//0.
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Εικόνα 29

FN A  βιοψ ία ασθενώ ν μ ε οζώ δη βρογχοκήλη

i. Παρατηρείται μέτρια κυτταροβρίθεια, ομοιόμορφα θυλακικά κύτταρα διατασσόμενα σε θυλάκιο 
αι ερυθρά αιμοσφαίρια στο υπόστρωμα (χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης, μεγέθυνση x 250).
L Κολλοειδής οζώδης βρογχοκήλη. Παρατηρείται μέτρια κυτταροβρίθεια, ομοιόμορφα θυλακικά 
ύτταρα διατασσόμενα σε θυλάκια, υπόστρωμα από ροδίζον κολλοειδές και ερυθρά αιμοσφαίρια 
<ρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης, μεγέθυνση χ 100).
Άτλας και Εγχειρίδιο παθήσεων του θυρεοειδούς με FNA βιοψία, Δεληγιώργη-Πολίτη 2000)

Ι6



E *6 *j 30

·-
m

$

FNA βιοψία ασθενούς με 9upcoo6ht6a Hashimok)

Διακρίνεται ομάδα στύττων οξύφίλων κυττάρων pc ανισομεγέθεις μεγάλους υττεχρωμσηκοός 

πυρήνες και άφθονο ηωσινόφιΑο κυτταρόπλασμα Στο υπόστρωμα παρατηρούνται πολλά ώρηια 

λεμφοκύτταρα και ερυθρά (χρώση αηχποξυλΙνης-ηωσ*νης. μεγέθυνση χ 400) ΓΑχλος και 

Εγχειρίδιο παθήσεων του θυρεοοδούς με FNA βιοψία Δεληγιώργη-ΠοΝτη 2000)
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παραλήφθηκε η προσθήκη του πρωτογενούς αντισώματος. Ο έλεγχος των 

αντιδραστηρίων έγινε με τη χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι των κ 

αλύσεων της ανοσοσφαιρίνης.

Πρωτόκολλο εκτέλεσης

1. Το μονιμοποιητικό διάλυμα Z A M B O N I’S  F ix a tiv e  (Ylem, Rome, Italy) 

αφήνεται για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (Room Temperature, RT).

2. Στη συνέχεια, οι αντικειμενοφόροι πλάκες εμβυθίζονται στο μονιμοποιητικό 

διάλυμα για 10 λεπτά και εκπλένονται δύο φορές σε διάλυμα T ris -B u ffe re d  sa lin e  

(p H  7.6) (διάρκεια κάθε πλύσης 10 λεπτά).

3. Σε κάθε πλάκα προστίθεται 1 σταγόνα Tris-Buffered saline και στη συνέχεια 

αυτή τοποθετείται κατάλληλα στις κυψελίδες του οργάνου, με ιδιαίτερη προσοχή 

να μη στεγνώσει.

4. Ακολουθεί προσθήκη 100 μί P ro te in  B lo c k in g  A g e n t σε κάθε αντικειμενοφόρο 

πλάκα και επώασή της για 10 λεπτά σε RT.

5. Στη συνέχεια σε κάθε πλάκα προστίθενται 10ΟμΙ μ ο νο κ λω ν ικό  α ν τίσ ω μ α  στην 

κατάλληλη αραίωση και ο χρόνος επώασης καθορίζεται από το είδος του 

αντισώματος. Στη συγκεκριμένη περίπτωση οι πλάκες επωάζονται με τα 

αντισώματα Fas ή Bcl-2 για μία ώρα σε RT. Επειδή το αντίσωμα δεν παρέχεται 

αραιωμένο, πριν από τη χρήση του αραιώνεται 1:10 σε Tris-Buffered saline.

6. Στη συνέχεια οι πλάκες εκπλένονται με Tris-Buffered saline για 5 λεπτά.

7. Ακολουθεί προσθήκη σε κάθε πλάκα 100μΙ του βιοτινυλιωμένου δεύτερου 

αντισώματος (B io tin y la te d  S e c o n d a ry  A n tib o d y ) και επώαση για 7-10 λεπτά σε 

RT.

8. Οι πλάκες εκπλένονται με Tris-Buffered saline για 5 λεπτά.

9. Στη συνέχεια σε κάθε πλάκα προστίθενται 100μΙ διαλύματος στρεπταβιδίνης- 

βιοτίνης-αλκαλικής φωσφατάσης (K w ik  S tre p ta v id in  A lk a lin e  P h o s p h a ta s e  

R e a g e n t)  και οι πλάκες επωάζονται για 7 λεπτά.

10. Ακολουθεί νέα έκπλυση των πλακών με Tris-Buffer για 5 λεπτά.

11. Στη συνέχεια παρασκευάζεται η χρωστική F a s t R e d  λίγα λεπτά πριν από τη 

χρήση της ως ακολούθως:

Σε 4 ml dH20 προστίθενται 4 σταγόνες Tris-Buffer concentrate και 1 ταμπλέτα 

fast red. Από το μίγμα αυτό προστίθενται σε κάθε πλακάκι 4 σταγόνες και 

ακολουθεί επώαση των πλακών με το παραπάνω διάλυμα για 20 λεπτά.
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12. Αφού γίνει νέο έκπλυση των πλακών με Tris-Buffered saline για 5 λεπτά, σε 
κάθε πλάκα προστίθενται 2 σταγόνες χρωστικής αιματοξυλίνης και ακολουθεί 
επώαση για 1 λεπτό.
13. Πνεται εκ νέου έκπλυση με Tris-Buffered saline για 5 λεπτά.
14. Ακολουθεί τοποθέτηση των σντικειμενοφόρων πλακών εκτός των κυψελίδων 
του οργάνου και σε όρθια θέση για να στεγνώσουν.
15. Κάθε πλάκα καλύπτεται με μονιμοποιητικό υλικέ (glycerol gelatin) και 
καλυπτρίδες (microscopic glass cover slips, STEPS. Germany).

στ. Εκτίμηση της ανοσοσντιδρσστικάτητας

Η ανοσοσνπδραστικότητσ για τις πρωτεΐνες Fas και Bd-2 εκτιμήθηκε από 
δύο παρατηρητές, το Δρ Γεώργιο Τσάγκαρη του Χωρέμειου Ερευνητικού 
Εργαστηρίου και την κυτταρολόγο Μαρία Μπάψα του Πσθολογοσνστομικού 
εργαστηρίου του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων.

Η παρατήρηση και φωτογράφηση των σντικειμενοφόρων πλακών έγινε σε 
μικροσκόπιο Nikon (Microflex HFX-OX System with photomicrographic 
attachment, Nikon Corp., Japan). Τα θετικό κύπαρα εμφανίζουν ερυθρό χρώμα, 
το οποίο είναι ορατό στην κυτταρική μεμβράνη, όταν το κύτταρο εκφράζει την 
πρωτεΐνη Fas (παράγραφος 1.2.5 α) και στο κυτταρόπλασμα όταν εκφράζει την 
πρωτεΐνη Bd-2 (παράγραφος 1 .2 .8).

Ελέγχθησαν τουλάχιστον 5 πεδίο (μεγέθυνση χ 200) από κάθε 
ανπκειμενοφόρο πλάκα, τα οποία επιλέχθησαν έτσι ώστε, κάθε ένα να 
περιλαμβάνει 5-6 ομάδες καλά ορατών θυλακιωδών κυττάρων, και κάθε ομάδα 
να περιέχει 10 ή περισσότερα κύπαρα.

Δημιουργήθηκε ένα πρωτόκολλο έκφρασης των πρωτεϊνών Fas και Bct-2, 
με βάση το ποσοστό των θεπκών κυττάρων στο σύνολο των μετρηθέντων 
κυπάρων κάθε πεδίου. Έτσι, ο βαθμός έκφρασης 1 περιλαμβάνει δείγματα στα 
οποία εμφανίζεται θετική χρώση σε λιγότερα από 20% των κυπάρων κατά οπτικό 
πεδίο (κ.ο.π). Ο βαθμός 2 περιλαμβάνει δείγματα με 20-50%  θετικά κύπαρα 
κ.ο.π και ο βαθμός 3 δείγματα με θετική χρώση σε περισσότερα από 50% των 
κυπάρων κ.ο.π. Με τον τρόπο αυτό κατηγοριοποιήθηκε η έκφραση κάθε 
πρωτεΐνης σε 3 επίπεδα (βαθμοί 1.2 και 3).
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2.1.3 Αποτελέσματα

Πριν την εφαρμογή της ανοσοκυπαροχημικής τεχνικής, έγινε ταξινόμηση 

των ασθενών σε δύο κύριες ομάδες: την ομάδα της μη τοξικής βρογχοκήλης 

(παράγραφος 1.3.4 α) και την ομάδα της θυρεοειδίτιδας Hashimoto (παράγραφος

1.3.4 β). Η ταξινόμηση αυτή βασίστηκε στην κλινική εξέταση, το υπερηχογράφημα 

του θυρεοειδούς (παράγραφος 2.1.2 α), στις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας 

(FT3, FT4, TSH, anti-TPO) (παράγραφος 2.1.2 β) και στην κυτταρολογική 

εξέταση των δειγμάτων FNA (παράγραφος 2.1.2 δ). Τα ευρήματα αυτών των 

εξετάσεων περιγράφονται αναλυτικά στη συνέχεια.

α. Υπ ερηχογραφικά ευρήματα

Η μέθοδος εξέτασης του θυρεοειδούς αδένα με υπερήχους περί γράφεται 

αναλυτικά στην παράγραφο 2.1.2 α.

Τα υπερηχογραφικά ευρήματα του θυρεοειδούς συνηγορούσαν για:

1) οζώδη βρογχοκήλη σε 20 ασθενείς (1 άνδρα και 19 γυναίκες) ηλικίας 19-74 

ετών, και

2) θυρεοειδίτιδα Hashwoto σε 5 ασθενείς (1 άνδρα και 4 γυναίκες) ηλικίας 43-72 

ετών.

Στα υπερηχογραφήματα των ασθενών με ο ζώ δ η  β ρ ο γ χ ο κ ή λ η  

διαπιστώθηκαν ένα ή περισσότερα από τα παρακάτω ευρήματα:

•  ένας (μονήρης) ή πολλοί όζοι

•  αιμορραγία

• ίνωση

• αποτιτανώσεις

Σε 6 ασθενείς της ίδιας ομάδας (ηλικίας 20-72 ετών) διαπιστώθηκε 

κεντρική νεκρωτική εκφυλιστική διεργασία στον κυρίαρχο όζο, με τη μορφή 

κύστης, που σε 3 από αυτούς περιείχε αιμορραγικό υγρό (εικόνα 31), σε 2 

σοκολατοειδές και σε 1 ασθενή ξανθοχρωματικό υγρό.
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Στους 5 ασθενείς με θυρεοα&ηδα Hashim oto διαπιστώθηκαν 
υπερηχοτομογραψικά τα εξής:
•  διάχυτη διόγκωση του θυρεοειδούς αδένα
•  ηχοδομή αδρή ομοιογενής ή σνομοκχγενής, σε ένα παρέγχυμα που ολόκληρο 

απεικονίζεται παθολογικό υττοηχοϊκό και λοβώδες
•  ευδιάκριτοι ή μόλις διακρινόμενοι όζοι μέσα στο παθολογικό υποηχόϊκό 

παρέγχυμα (εικόνα 32)
•  επιμήκεις υπερηχογενείς γραμμώσεις δκχφόρου μήκους στους 2 λοβούς 

μεταξύ των υποηχοϊκών περιοχών, που πιθανόν οφείλονται στην κστά 
τόπους θυρεοειδική ίνωση.

β. Δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Η μέτρηση των επιπέδων των ορμονών FT4. FT3 και TSH και των 
αντισωμάτων έναντι της θυρεοειδικής υττιροξοδάσης (anti-TPO) στον ορό του 
αίματος των 25 ασθενών έγινε όπως περιγράφει® στην παράγραφο 2.1.2 β. Στην 
ίδια παράγραφο αναφέρονται και οι φυσιολογικές πμές αυτών των ορμονών και 
των αντισωμάτων.

Με βάση τα αποτελέσματα των παραπάνω μετρήσεων, οι ασθενείς 
ταξινομήθηκαν σε τρεις ομάδες, που περιγράφονται στην παράγραφο 2.1.1. Ο  
υποκλινικός υποθυρεοειδισμός (ενεργός φάση της νόσου) καθορίστηκε από ήπια 
αύξηση των επιπέδων TSH στον ορό (5-10 μΐυ/ml) παρουσία φυσιολογικών 
επιπέδων FT4 και FT3, ενώ ο κλινικός υποθυρεοειδισμός καθορίστηκε από την 
παρουσία χαμηλών επιπέδων FT4 και FT3 και υψηλών επιπέδων TSH (>20 
μΐυ/ml). Οι ασθενείς που κατατάχθηκαν στη τρίτη ομάδα του κλινικού 
υποθυρεοειδισμού (χρόνια φάση της νόσου), ήταν ευθυρεοειδικοί υπό αγωγή με 
θυροξίνη κατά τη στιγμή της παρούσας μελέτης.

Συγκεκριμένα, τα επίπεδα των ορμονών FT4 και TSH και των 
αντισωμάτων anti-TPO ήταν εντός των φυσιολογικών ορίων στους 20 ασθενείς 
με NTG (όπως αυτά καθορίζονται στην παράγραφο 2.1.2) και στους 2 ασθενείς 
στη χρόνια φάση της ΗΤ (Πίνακας 11). Αντίθετα, οι ασθενείς με ΗΤ στην ενεργό 
φάση είχαν υψηλά επίπεδα ορμόνης TSH (7,98 ± 5,45 μ ΐυ /ml, mean ± SD) και 
θετικά anti-TPO αντισώματα (703,66 ± 463,94 IU/ml) (Πίνακας 12).
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Ε ικόνα  31

Υπερηχογράφημα θυρεοειδούς αδένα ασθενούς μ ε οζώδη βρογχοκήλη

α. Εγκάρσια τομή δεξιού λοβού: διακρίνονται 2 όζοι, ο ένας μικρός, υποηχοϊκός (μαύρο βέλος), ο 

δεύτερος μεγαλύτερος, με εκφυλιστική αιμορραγική διαδικασία και διαφράγματα (λευκό βέλος), 

β. Επιμήκης τομή: ο όζος με αιμορραγική εκφύλιση
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Ετκόνα 32

Ϋττιρηχογράφημα Θμρεοοδούς αδένα ασθενούς με θυρεοεΛπδο HasNmoto

Επιμήκης τομή αρκπιρού λοβού: παθολογκά. σχπβά υποηχοίκό παρέγχυμα. μόλις &οκρινάμ(νοι 

μικροί όζοι και πημήκας σττίρηχογενιΐς γρομμώοος που παριστάνουν τη θυρκοα&κή Ινωση και 

λεμφοκι/παρική διήθηση.
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γ. Κυτταρολογικά ευρήματα

Τα δείγματα ελήφθησαν με παρακέντηση του θυρεοειδούς αδένα και 

αναρρόφηση δια λεπτής βελόνης (FNA) από ασθενείς με οζώδη βρογχοκήλη. Σε 

κάθε ασθενή, παρακεντήθηκε ο κυρίαρχος ή μονήρης ψηλαφητός όζος (συνήθως 

> 2 cm σε διάμετρο), ενώ στην περίπτωση της κυστικής εκφύλισης, 

αναρροφήθηκε αρχικά το υγρό και στη συνέχεια ελήφθησαν κυτταρικά στοιχεία 

από το συμπαγές τμήμα του όζου (αναλυτική περιγραφή της μεθόδου στην 

παράγραφο 2.1.2 δ).

Με βάση τα κυτταρολογικά ευρήματα έγινε κατάταξη των ασθενών με μη 

τοξική βρογχοκήλη (NTG) σε τρεις ομάδες:

1) 9 ασθενείς (1 άνδρα και 8 γυναίκες) με κολλοειδή οζώδη βρογχοκήλη ηλικίας 

25-74 ετών,

2) 6 ασθενείς (γυναίκες) με κυστική εκφύλιση όζου θυρεοειδούς ηλικίας 20-72 

ετών,

3) 5 ασθενείς (γυναίκες) με αδενωματώδη όζο ηλικίας 19-45 ετών.

Η κυτταρολογική εξέταση επιβεβαίωσε και τη διάγνωση της θυρεοειδίτιδας 

Hashimoto σε 5 ασθενείς (1 άνδρα και 4 γυναίκες) ηλικίας 43-72 ετών.

Αναλυτικά, τα κύρια κυτταρολογικά ευρήματα στους 20 ασθενείς με ο ζώ δ η  

β ρ ο γ χ ο κ ή λ η  ήταν:

•  μικρή κυπαροβρίθεια

•  θυλακικά κύτταρα μικρά σε μέγεθος, ελέυθερα ή σε μικρούς σωρούς ή 

ταπήτια, με ομοιόμορφους στρογγυλούς πυρήνες, στο μέγεθος του 

λεμφοκυττάρου ή και ανομοιογενή με μεγάλους πυρήνες (σε λήψη υλικού από 

περισσότερους όζους)

• υπόστρωμα με άφθονο κολλοειδές, ερυθροκύτταρα, σιδηροφάγα ισποκύτταρα 

και γιγαντοκύτταρα τύπου ξένου σώματος, λόγω των εκφυλιστικών 

αλλοιώσεων και της αιμορραγίας (εικόνα 33)

Τα ευρήματα σε υλικό από π ερ ιο χ ές  υ π ερ π λ α σ ία ς  ήταν τα εξής:

•  μεγαλύτερη κυπαροβρίθεια

•  λίγο ή καθόλου κολλοειδές

•  συνωστισμό των κυπάρων, τα οποία είχαν μεγαλύτερους πυρήνες με πυρήνα 

και ανισοκαρύωση (εικόνα 34).
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Πίνακας 11

Η έκφραση των πρωτεϊνών F a t and Bcl-2 (βαθμοί 1-3) a t  ασθενείς με NTG σε 
σχέση με τα κυτταρολογικά ευρήματα και τις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Κωδικός Φύλο Ηλικία TSH 
(Α/Θ) (χρόνια) (μ ΐυ /m f)

A nti-ΤΡΟ Πρωτεΐνη 
(IU /m l) Fas

(βαθμός)

Πρωτεΐνη Κυτταρολογικά  
Bcl-2 ευρήματα  

(βαθμός)

1 Θ 60 0.8 8 φ 1 Κολλοειδής όζος

2 Θ 45 0.6 22.6 1 1 m

3 Θ 45 0.66 26.5 1 1 m

4 A 53 0.61 33,3 1 1 m

5 Θ 25 0.35 6 1 1 m

6 Θ 45 0.76 34 1 1 m

7 Θ 74 1.26 30.9 1 m m

8 . θ 32 0.3 1 3 3 1 1 Λ

9 Θ 49 0,19 28 1 1 m
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Εικόνα 33

FN A  βιοψ ία ασθενούς μ ε κολλοειδή οζώδη βρογχοκήλη

Παρατηρείται υπερπλασία με υπέρμετρη άθροιση κολλοειδούς, ταπήτιο θυλακικών κυττάρων και 
ελεύθεροι, μικροί, γυμνοί ατροφικοί πυρήνες (χρώση MGG, μεγέθυνση χ 200).
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Βκόνα 34

FNA βιοψία ασθενούς με στηρπλασ/α η /ττα ρ κο ό  τύπου

Διακρίνονται ανώμαλες αθροΐσος καλό διατηρημένων θυλακκών nm dpuv με α ρ ιπ 6  
κυτταρόπλασμα ενώ στο υπόστρωμα υπάρχει μόνο αίμα (χρώση MGG, μεγέθυνση χ 250).
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Πίνακας 12:

Η έκφραση των πρωτεϊνών Fas και Bcl-2 (βαθμοί 1-3) σε ασθενείς με ΗΤ σε 
σχέση με τις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Αριθμός Φύλο TSH 
(Α/Θ) (μ ΐυ /m l)

Anti-TPO Ηλικία 
(IU/m l) (έτη)

ΠρωτεΓνη Fas 
(βαθμός)

Πρωτεΐνη Bcl-2 
(βαθμός)

1 Θ 2,5 942 49 3 1

2 Θ 8,06 1000 60 3 1

3 Θ 13,4 169 43 3 1

4 Θ 0,65 18,3 72 2 1

5 A 0,6 22,6 48 2 1

128



FNA βιοψία ασθενούς με ΘυρνοαδΙηδα HaaNmok)
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Παρατηρούνται θυΑαχκά χύπαρο pc οξύφίλη ρπαφαΑή (κύτταρα ΗΟτΜ») και άφθονα 

λεμφοκύτταρα (χρώση MGG. μεγίθιτνση χ 200).

W Λ

i

- "  ■ .· ■ . ■ V’ i ·, . ^·· — - ·  i.1· f ν»,

;-Tfr·· ΐ·' . : Λ: ',: ί ■ ■■■·' ■■ Ο ; ·· ■ Ο

129
■Λ ·5>Κ ''Ον.



Στις περιπτώσεις αυτές η εικόνα μοιάζει με θυλακιώδες νεόπλασμα, από το 

οποίο είναι πολλές φορές δύσκολη η διαφορική διάγνωση.

Τα επιχρίσματα FNA στις 5 περιπτώσεις θ υ ρ εο ε ιδ ίτ ιδ α ς  H a s h im o to  

παρουσίαζαν:

•  επιθηλιακά θυλακιώδη κύπαρα

• μικρά και μεγάλα λεμφοκύτταρα

• άτυπα μεταπλαστικά κύπαρα με χαρακτήρες ογκοκυπάρων (κύπαρα Hurthle) 

σε ταπήτια, σωρούς ή θυλάκια

•  πλασματοκύπαρα και εκφυλισμένα κύπαρα

• απουσία κολλοειδούς (εικόνα 35)

δ. Έ κφραση π ρω τεϊνώ ν Fas και Bcl-2

Στις αντικειμενοφόρους πλάκες με το υλικό FNA που ελήφθη από τους 25 

ασθενείς, εφαρμόστηκε η ανοσοκυπαροχημική τεχνική της βιοτίνης- 

στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης, με τη χρήση των αντισωμάτων anti-Fas 

(κλώνος C-20) και anti-Bcl-2 (κλώνος 100/D5). Δημιουργήθηκε ένα πρωτόκολλο 

έκφρασης των πρωτεϊνών Fas και Bcl-2 στα θυρεοειδικά κύπαρα, με την 

ταξινόμηση της έκφρασης κάθε πρωτεΐνης σε τρεις κατηγορίες (παράγραφος 

2.1.2). Η έκφραση των παραπάνω πρωτεϊνών σε άλλα είδη κυπάρων (π.χ 

λεμφοκύπαρα), τα οποία διακρίνονται μορφολογικά από τα θυρεοειδικά 

θυλακιώδη κύπαρα δεν αξιολογήθηκε.

Α. Μη τοξική βρογχοκήλη (NTG)
Έκφραση ποωτεΐνηο Fas. Διαπιστώθηκε μικρού βαθμού έκφραση της πρωτεΐνης 

Fas στα θυρεοειδικά θυλακιώδη κύπαρα των 20 ασθενών με NTG (Πίνακας 11, 

εικόνα 36). Συγκεκριμένα, σε 13 από τους 20 ασθενείς (ποσοστό 65%) (8 με 

κολλοειδείς και 5 με αδενωματώδεις όζους) ο δείκτης έκφρασης ήταν γενικά 

χαμηλός (βαθμός 1), γεγονός που σημαίνει ότι ποσοστό μικρότερο από 20% των 

κυπάρων κατά οπτικό πεδίο (κ.ο.π.) που ελέγχθηκε προυσίασε θετική χρώση για 

την πρωτεΐνη Fas (εικόνες 37-39). Από τα 6 δείγματα όζων με κυστική εκφύλιση, 

τα 4 εμφάνισαν μέτρια επίπεδα έκφρασης της παραπάνω πρωτεΐνης (βαθμός 2), 

δηλαδή το 20-50% των κυπάρων κ.ο.π. παρουσίασε θετική χρώση. Η 

κυπαρολογική εξέταση των επιχρισμάτων από τους όζους αυτούς έδειξε, επίσης,
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την παρουσία λεμφοκυττάρων. Σε ένα δείγμα από κολλοειδή όζο δεν έγινε 
αξιολόγηση της έκφρασης Fas, γιατί το υλικό θεωρήθηκε ανεπαρκές (αναλυτικά 
τα κριτήρια στην παράγραφο 2.1.2).
Έκφραση πρωτεΐνικ Bd-2. Η έκφραση της πρωτεΐνης Bc*-2 παρουσίασε 
διαφορές μεταξύ των διαφορετικών υποομάδων οζιδίων (Πίνακας 11. εικόνα 40). 
όπως αυτές καθορίστηκαν με βάση τα κυτταρολογικά ευρήματα (παράγραφος 
2.1.3). Ειδικότερα, ο δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Bd-2 ήταν χαμηλός 
(βαθμός 1) στα 14 οπό τα δείγματα FNA. δηλαδή σε 8 κολλοειδείς όζους και 6 
όζους με κυσπκή εκφύλιση (ποσοστό 70% των ασθενών με NTG). Αντίθετα, τα 5 
δείγματα από μονήρεις αδενωματώδεις όζους παρουσίασαν υψηλό δείκτη 
έκφρασης της ίδιας πρωτεΐνης. Αναλυτικά. 2 δείγματα χαρακτηρίστηκαν με βαθμό 
2, δηλαδή 20-50% των κυττάρων κ.ο.π. παρουσίασε θετική χρώση για την 
πρωτεΐνη Bd-2 (εικόνα 41) και τρία δείγματα με βαθμό 3 (θετική χρώση σε >50%  
των κυττάρων κ.ο.π) (εικόνα 42.43). Σε 1 από τα 9 δείγματα κολλοειδών όζων δεν 
έγινε αξιολόγηση της έκφρασης Bd-2. γιατί το υλικό θεωρήθηκε ανεπαρκές 
(αναλυτικά τα κριτήρια στην παράγραφο 2.1.2).

Β. Θ υρεοειδίτιδα Haahim oto (Η Τ)
Έκφραση ποωτεΐντκ Fas. Τα δείγματα FNA των 5 ασθενών με ΗΤ παρουσίασαν 
υψηλό δείκτη έκφρασης της πρωτεΐνης Fas (Πίνακας 12. εικόνα 36). 
Συγκεκριμένα, δείγματα από τους 2 ασθενείς με χρόνια ΗΤ χαρακτηρίστηκαν με 
βαθμό 2, γεγονός που σημαίνει όπ το ποσοστό των κυττάρων κ,ο.π που 
εμφανίζουν θετική χρώση για την πρωτεΐνη Fas είναι 20-50% . ενώ τα δείγματα 
των 3 ασθενών με ενεργό ΗΤ χαρακτηρίστηκαν με βαθμό 3. γεγονός που 
σημαίνει όπ το αντίστοιχο ποσοστό είναι μεγαλύτερο από 50%  (εικόνες 44-46). 
Έκφρσση ποωτεΐντκ Bd-2. Ο δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης B d-2 ήταν 
χαμηλός στα θυρεοειδικά κύτταρα και των 5 ασθενών με ΗΤ (βαθμός 1) (Πίνακας
12. εικόνα 47).

131
-1ΒΛ7ο_ ί Of ί

4..

ιΛ>ι
31ι

ςϊ
:



Εικόνα 36

Β αθμός έκφρασης πρω τεΐνης F as  κατά ομάδα ασθενώ ν

Κάθε ένας από τους τρεις βαθμούς έκφρασης της πρωτεΐνης Fas αντιπροσωπεύεται από 
διαφορετικό χρώμα. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το συνολικό αριθμό των ατόμων της 
αντίστοιχης ομάδας. Οι αριθμοί που αναγράφονται στο άνω τμήμα κάθε μπάρας 
αντιπροσωπεύουν τον αριθμό των ατόμων με τον αντίστοιχο βαθμό έκφρασης της πρωτεΐνης.
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£ m Ovu  37
Έ κ φ ρ α σ η  π ρ ω τ ε ΐν η ς  F a s  (β α θ μ ό ς  1) σ ε  θ υ ρ ε ο ε Α κ ο  κ ύ η α ρ α  κ ο λ λ ο ε ιδ ο ύ ς

οζώδονς βρογχοκήλης

κόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενούς με κολλοειδή οζώδη βρογχοκήλη Η
οκυτταροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βΐοτήσ)ς*στρεπταβ«δτνης'αΑκαΑικης φωσφατάσης 
1 χρήση μονοφωνικού anty-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA μετά απο επίστρωσή 
σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (μεγέθυνση χ 400) Στο δετγμα αυτό παρατηρήθηκε 
1 χρώση στην κυτταρική μεμβράνη (μαύρα βέλη) σε ποσοστό κυττάρων <20%. « λ r. 
ίσης 1) (παράγραφοι ? i 9 r r * » « .  '■»«*»**
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Εικόνα 38

Έ κ φ ρ α σ η  πρωτεΐνης F a s  (βαθμός 1) σε θυρεοειδικά κ ύ π α ρ α  
α δ ε ν ω μ α τ ώ δ ο υ ς  βρο γ χ ο κ ή λ η ς

εικόνα αυτή προέρχεται από βιοψία FNA ασθενούς με αδενωματώδη βρογχοκήλη. Η 
χτοκυτταροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βιοτίνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης 
τη χρήση μονοκλωνικού anti-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA, μετά από επίστρωσή 

ις σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α: μεγέθυνση χ200). Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
ική χρώση στην κυπαρική μεμβράνη (μαύρα βέλη) σε ποσοστό κυττάρων <20% κ.ο.π (βαθμός 
ιρασης 1) (παράγραφοι 2.1.2 στ και 2.1.3 δ)



E jkO v o  3 9

Έκφραση πρω τεΐνης Fas (βαθμός 1) σε θυρεοα6*κο κύτταρα  
αδένω μα τώ δονς βρογχοκήλης

ικόνες αυτές προέρχονται από βοψκι FNA ασθενών με σδενωματώδη βρογχοκήλη Η 
οκυπσροχημική χρώση έγινε με την τεχνική β«τίνης<πρεπταβιδίντ)ς-αλ*αΛικής φωσφατασης 
η χρήση μονοκλωνικού ant»-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA. μετά από επίστρωσή 
σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α μεγέθυνση χ400) Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
1 χρώση στην κυτταρική μεμβράνη (μαύρα βέλη) σε ποσοστό κυττάρων <20% m n  
τσης 1) (παράγραφοι 2.1 ? m  ο * ·» *'

■:&*S
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Εικόνα 4 0

Β αθμός έκφρασης πρω τεΐνης B cl-2  κατά  ομάδα ασθενώ ν

Κάθε ένας από τους τρεις βαθμούς έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2 αντιπροσωπεύεται από 
διαφορετικό χρώμα. Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει το συνολικό αριθμό των ατόμων της 
αντίστοιχης ομάδας. Οι αριθμοί που αναγράφονται στο άνω τμήμα κάθε μπάρας 
αντιπροσωπεύουν τον αριθμό των ατόμων με τον αντίστοιχο βαθμό έκφρασης της πρωτεΐνης.

136



Εικόνα 41

Έκφραση πρωτινής Β&-2 (βαθμός 2) a t θυραχ&κά κύτταρο
αδενωμσηίιδους βρογχοκήλης

Οι ακόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενών με αδενωμστώδη βρογχοκήλη Η 
ανοσοκυιταρσχημική χρώση έγινε με την τεχνκή β«οτΜ)ς<πρετπτφ«δίνης4ΐλιυιλΜής φωσφστόσης 
και τη χρήση μονοκλωντκού an&-8ci-2 αντισώμαιος στο επιχρίσματα FNA, μετό οπό επίστρωσή 
τους σε πλακίδιο και ξήρανση στον αέρα (Α. μεγέθυνση *200) Σε κάθε δείγμα παραινήθηκε 
θετική χρώση στο κυτταρόπλασμα (μαύρα βέλη) σε ποσοστό κυπόρων 2040% εο  π (βαθμός 
έκφρασης2)(παράγραφοι 2 1 2 σ τ « β 2 ΐ  3δ)
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Εικόνα 42

Έ κ φ ρ α σ η  πρωτεΐνης Bcl-2 (βαθμός 3) σε θυρεοειδικά κύτταρα 
α δ ε ν ω μ α τ ώ δ ο υ ς  βρογχοκήλης

ικόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενών με αδενωματώδη βρογχοκήλη. Η 
ιοκυτταροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βιοτίνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης 
η χρήση μονοκλωνικού anti-Bcl-2 αντισώματος στα επιχρίσματα FNA, μετά από επίστρωσή 
σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α: μεγέθυνση χ400). Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 

ή χρώση στο κυτταρόπλασμα σε ποσοστό κυττάρων >50% κ.ο.π (βαθμός έκφρασης 3) 
άγραφοι 2.1.2 στ και 2.1.3 δ)

Ρ



£*όνσ 43

Έκφραση πρωτ&ης Bel·? (βαθμός 3) a t Buptottim d κύτταρα 
α&νωμστώδοας βρογχοκήλης

0

Οι εικόνες αυτές προέρχονται οπό fkfcito FNA οσθκνών pc οδενωρστώδη βρογχοκήλη Μ 
ανοσοκυτταροχημκή ΧΡώοη έγτνι pc την τεχννή Ρ<ιτ»νης-<7τρ<^α(νδΜ>ςκιΑίυχ^κ συχχρσιόσης 
και τη χρήση μονοκΑωνκού an&-8c*-2 αντισώματος στο επιχρίσματα FNA. μπΟ οπό επίστρωσή 
τους a t πλακίδια και ξήρανση στον αέρα ( *  μεγέθυνση χ400) 11 κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
θετική χρώση στο κυτταρόπλασμα σε ποσοστό κυπάρϋ» >50% ιο  π (βαθμός έκφρασης 3) 
(παράγραφοι 2.1.2 στ και 2.1.3 β)
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Εικόνα 44

κ φ ρ α σ η  πρωτεΐνης F a s  (βαθμός 3) σε θυρεοειδικά κύτταρα θυρεοειδίτιδας Hashimoto

εικόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενών με θυρεοειδίτιδα Hashimoto. Η 
σοκυτταροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βιοτίνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης 
τη χρήση μονοκλωνικού anti-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA, μετά από επίστρωσή 
ς σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α: μεγέθυνση χ400). Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
κή χρώση στην κυτταρική μεμβράνη σε ποσοστό κυττάρων >50% κ.ο.π (βαθμός έκφρασης 3) 
ράγραφοι 2.1.2 στ και 2.1.3 δ)

)
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Ε ικ Ο ν α  4 5

φράση πρω τεΐνης Fas (βαθμός 3) σ ι θ νρ ιο ο ό ικό  κύτταρα θυρ ιο ο & π ό α ς H ash/m ot ο

ικόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενών με θυρεοειδίτιδα Hasft*noto Η 
οκυπαροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βΛττνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης 
1 χρήση μονοφωνικού ant»-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA. μετά από επίστρωσή 
σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α- μεγέθυνση *.400) Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
) χρώση στην κυτταρική μεμβράνη σε ποσοστό κυττάρων >50% κ ο π (βαθυατ 
ιγραφοι 2.1.2 στ και 2 1 3 Λί
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Εικόνα 4 6

ρραση πρωτεΐνης F a s  (βαθμός 3) σε θυρεοειδικά κύτταρα θυρεοειδίτιδας Hashimoto

κόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενών με θυρεοειδίτιδα Hashimoto. Η 
:>κυτταροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βιοτίνης-στρεπταβιδίνης-αλκαλικής φωσφατάσης 
) χρήση μονοκλωνικού anti-Fas αντισώματος στα επιχρίσματα FNA, μετά από επίστρωσή 
σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (Α: μεγέθυνση χ400). Σε κάθε δείγμα παρατηρήθηκε 
I χρώση στην κυτταρική μεμβράνη σε ποσοστό κυπάρων >50% κ.ο.π (βαθμός έκφρασης 3) 
ιγραφοι 2.1.2 στ και 2.1.3 δ)



ΕικΟνα 4 7

Έκφραση πρω τεΐνης Β & ·2 σε κύτταρα θυρ εοε& τιδσ ς H astum oto

ακόνες αυτές προέρχονται από βιοψία FNA ασθενούς με θυρεοειδίτιδα Kashvrxrto Η 
αοκυηαροχημική χρώση έγινε με την τεχνική βιοτίνης^πρεπταβιδίνης-αλκαΑικής φωσφστόσης 
τη χρήση μονοκλωνικού ant>-Bci-2 αντισώματος στα επιχρίσματα FNA, μετά από επίστρωσή 
; σε πλακίδια και ξήρανση στον αέρα (μεγέθυνση *  400) Στο δείγμα αυτό παρατηρήθηκε 
ιή χρώση στην κυτταρική μεμβράνη (μαύρα βέλη) σε ποσοστό κυττάρων <20% κ ο n ifw i u ^  
ιασης 1) (παράγραφοι 2 1 2 στ κπ» ο ι ι  κι
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2.2 Υπολογισμός επιπέδων των διαλυτών πρωτεϊνών sFas
και sFas Ligand στον ορό

2 .2 .1  Α σ θ ε ν ε ίς

Στη μελέτη μας συμττεριλήφθηκαν συνολικά 87 ασθενείς, οι οποίοι 

ταξινομήθηκαν σε τρεις ομάδες:

1) Στην πρώτη ομάδα συμπεριλήφθηκαν 73 ασθενείς (16 άνδρες και 57 γυναίκες) 

ηλικίας 18-84 ετών με μ η  τοξική  μονοοζώδη ή πολυοζώδη β ρ ο γ χ ο κ ή λ η  (N T G ).

2) Στη δεύτερη ομάδα συμπεριλήφθηκαν 5 ασθενείς (1 άνδρας και 4 γυναίκες) 

ηλικίας 15-65 ετών, με θ υ ρ εο ε ιδ ίτ ιδ α  H a s h im o to  (Η Τ )  στην αρχική ενεργό φάση 

της νόσου. Οι ασθενείς αυτοί χαρακτηρίστηκαν ως υποκλινικά 

υποθυρεοειδικοί, με υψηλά επίπεδα anti-TPO αντισωμάτων και αυξημένη 

λεμφοκυπαρική διήθηση στην κυτταρολογική εξέταση των δειγμάτων FNA.

3) Στην τρίτη ομάδα συμπεριλήφθηκαν 9 ασθενείς (2 άνδρες και 7 γυναίκες) 

ηλικίας 17-77 ετών, με ΗΤ στη χρόνια, ανενεργό φάση της νόσου (κλινικά 

υποθυρεοειδικοί υπό αγωγή υποκατάστασης με θυροξίνη).

Ταυτόχρονα, στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν και 36 φυσιολογικά άτομα (15 

άνδρες και 21 γυναίκες) ηλικίας 20-65 ετών, που αποτέλεσαν την ομάδα ελέγχου.

Η ταξινόμηση των ασθενών σε ομάδες βασίστηκε στην κλινική εξέταση, 

στο υπερηχογράφημα του θυρεοειδούς αδένα, στις δοκιμασίες θυρεοειδικής 

λειτουργίας (επίπεδα FT3, FT4, TSH, anti-TPO) και στην κυτταρολογική εξέταση 

των δειγμάτων FNA. Η αναλυτική περιγραφή των μεθόδων γίνεται στην 

παράγραφο 2.1.2 , ενώ η αναφορά των ευρημάτων κάθε εξέτασης που οδηγούν 

στην κλινική διάγνωση περιλαμβάνεται στην παράγραφο 2.1.3.

2 .2 .2  Μ έθ ο δ ο ι

α . Υπερηχογράφημα θυρεοειδούς αδένα

Η μέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.1.2 α.

β. Συλλογή δειγμάτω ν

Τα δείγματα ορού αίματος ελήφθησαν από τους ασθενείς και τους υγιείς 

μετά από ολονύχτια νηστεία.
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Έγινε φυγοκέντρηση των δειγμάτων στη φυγόκεντρο Labofuge G L  

Heraeus σε 1800 rpm (στροφές το λεπτό) γιο 20 λεπτά και μεταφορά κάθε 
δείγματος ορού αίματος σε δύο μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες χωρητικότητας 2 
ml (eppendorfs), από τους οποίους ο ένας αποθηκεύτηκε στους -20’C μέχρι τον 
προσδιορισμό των επιπέδων sFas και sFasL, ενώ ο άλλος χρησιμοποιήθηκε για 
πς δοκιμασίες θυρεοειδικής λεπουργίας.

γ. Δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Η μέτρηση των ετππέδων των ορμονών FT4. FT3. TSH και των 
αντισωμάτων anti-TPO έγινε όπως αναφέρθηκε ήδη στην παράγραφο 2.1.2 β.

δ. Κυτταρολογική εξέταση υλικού FNA θυρεοειδούς

Η μέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.1.2 δ.

ε. Ανοσοττροσροφητικός προσδιορισμός συνδε δεμένος με ένζυμο 

(EU3A)

Αρχή της μεθόδου

Η ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) είναι μία τεχνική ευρέως 
χρησιμοποιούμενη τόσο για διαγνωστικούς όσο και για ερευνητικούς σκοπούς. 
Επιτρέπει τον ποσοτικό ή ημπτοσοτικό προσδιορισμό διαλυτών ουσιών ή την 
ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων σε βιολογικά υγρά και βασίζεται στην ειδική 
αντίδραση αντιγόνου-ανπσώμστος. Αναλόγως της εφαρμογής. των 
αντιδραστηρίων και της ευαισθησίας που επιδιώκεται, η μέθοδος παρουσιάζει 
πληθώρα παραλλαγών. Τα βασικά βήματα που χαρακτηρίζουν τη μέθοδο σε όλες 
πς παραλλαγές της είναι: α) η πρόσδεση και ακινητοποίηση αντιγόνου ή 
αντισώματος σε στερεή επιφάνεια (^immunosorbent), β) η χρήση ιχνηθετημένων 
με ένζυμο αντιγόνου ή αντισώματος (^enzyme-linked), και γ) η χρήση 
χρωμογόνων υποστρωμάτων που μετά από αντίδραση με το ένζυμο εππρέπουν 
την ποσοπκοποίηση της αντίδρασης ανπγόνου-ανπσώματος.
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Στα τέλη της δεκαετίας του 1960 ο Στρατής Αβραμέας (Pasteur Institute, 

Paris, France) παρουσίασε συζεύγματα (conjugates) ενζύμου-αντισώματος, τα 

οποία διατηρούν τόσο την εξειδίκευση αντιγόνου του συγκεκριμένου 

αντισώματος, όσο και την ενεργότητα και εξειδίκευση υποστρώματος του 

συγκεκριμένου ενζύμου. Αυτά χρησιμοποιήθηκαν αργότερα για την ανάπτυξη της 

τεχνικής της ELISA (Avrameas 1969).

ELISA τύπου «sandwich»

Στη μέθοδο αυτή χρησιμοποιούνται δύο αντισώματα που αναγνωρίζουν 

διαφορετικούς επιτόπους του αντιγόνου. Το πρώτο, ειδικό αντίσωμα (Ab1) 

ακινητοποιείται στην στερεά επιφάνεια και στη συνέχεια αντιδρά με το αντιγόνο 

(Ag) που βρίσκεται σε διάλυμα σε άγνωστη συγκέντρωση. Ακολουθεί η προσθήκη 

του δεύτερου αντισώματος που είναι συνδεδεμένο με ένζυμο (Ab2*). Η ποσότητα 

του δευτέρου αντισώματος που θα προσδεθεί, είναι ανάλογη της ποσότητας του 

αντιγόνου που έχει προσδεθεί στο Ab1. Μετά την προσθήκη κατάλληλου 

υποστρώματος, η ενζυμική αντίδραση που ανιχνεύεται είναι ανάλογη της 

ποσότητας του αντιγόνου που έχει συνδεθεί με το ακινητοποιημένο αντίσωμα.

Η εφαρμογή της τεχνικής sandwich ELISA επιτρέπει περιορισμό των 

φαινομένων διασταυρούμενης αντίδρασης (cross reactivity) και αύξηση της 

ευαισθησίας (ειδικής) ανίχνευσης του αντιγόνου, με την προϋπόθεση, βέβαια, ότι 

χρησιμοποιούνται πλήρως χαρακτηρισμένα αντισώματα, πολυκλωνικά ή 

μονοκλωνικά.

Υλικά

>  Φ υ γ ό κ ε ν τρ ο ς  ( Labofuge GL, Heraeus)

>  Ε π ιτρ α π έζ ιο ς  α ν α δ ευ τή ρ α ς  (Edmund BQhler SM 25,Tubingen, Germany)

>  Α υ τό μ α το  φ ω τό μ ετρ ο  ειδικό για πλακίδια 96 φρεατίων (Automated microplate 

reader LP 400, Sanofi Diagnostics Pasteur)

>  Σ υ σ κ ευ ή  π λ υ σ ίμ α το ς  π λ α κ ιδ ίω ν  (προαιρετική)

> Π ο λ υ κ ά ν α λ η  π ιπ έτα

>  Α π εσ τα γ μ έν ο  νερό
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> Στερεά επιφάνεια: Συνήθως χρησιμοποιούνται πλακίδια 96 (8 χ 12) 
μικροφρεατίων με 5 mm βάθος χ 8 mm διάμετρο περίπου από 
πολυπροπυλένιο ή πολυστυρένιο.

>  Ένζυμα: Χρησιμοποιούνται κυρίως η ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP), η 
αλκαλική φωσφατάση και η β-γαλσκτοσιδάση (β-gal).

> Υποστρώματα: Χρησιμοποιούνται τέτοια υποστρώματα, ώστε τα προϊόντα 
τους να είναι διαλυτά και έγχρωμα, για να επιτρέπουν ακριβείς μετρήσεις της 
οπτικής πυκνότητας. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε ΤΜΒ (3 ,3 \5 ,5 *- 
τετραμεθυλο-βενζιδένιο).

>  Ρυθμιστικά διαλύματα:

1) PBS (phosphate buffered saline )*Tween 0.1%  (για το πλύσιμο των πλακιδίων 
ανάμεσα στο κάθε στάδιο της μεθόδου, ώστε να σπομακρυθεί η περίσσεια 
ανπγόνου-αντισωμάτων). To Tween είναι απορρυπαντικό που βοηθάει στην 
έκπλυση των ουσιών που έχουν προσδεθεί μη ειδικά στα τοιχώματα των 
μικροφρεατίων, χωρίς να σποδκπόσσει τις πρωτεΐνες (αντιγόνα, αντισώματα).

2) PBS + Tween 0.1% ♦ 0.4% καζεΐνη (ρυθμιστικό διάλυμα εργασίας). Στο 
διάλυμα αυτό γίνονται οι αραιώσεις όλων των αντισωμάτων και αντιγόνων. Η 
καζεΐνη χρησιμοποιείται ως παράγοντας μη ειδικής δέσμευσης κενών 
αντιγονικών θέσεων (blocking agent).

Πρωτόκολλο εκτέλεσης 

α) sFas (S) EUSA ΚΗ
Με το πακέτο υλικών sFas (S) ELISA kit υπολογίστηκαν τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης sFas με τη μέθοδο ‘sandwich* ELISA (εικόνα 48). Η συγκεκριμένη 
τεχνική, που περιέγραψαν αρχικά οι SeisNma και συν. (1996). χρησιμοποιεί 
αντισώματα anti-Fas έναντι δύο διαφορεπκών επιτόπων. Ένα από αυτά είναι 
πολυκλωνικό αντίσωμα και αναγνωρίζει το ενδοκυττάριο τμήμα της πρωτεΐνης 
Fas (No. 305-319 αμινοξέα). ενώ το άλλο είναι μονοκλωνικό αντίσωμα και 
αναγνωρίζει το εξωκυττάριο τμήμα της (No. 110-120 αμινοξέα) (Medical and 
Biological Laboratories Co.. Ltd. Nagoya. Japan, Code No.5251. Cheng και συν.
1994, Knipping και συν. 1995, Goel και συν. 1995).
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Εικόνα 4 8

Σχηματική αναπαράσταση της τεχνικής E L IS A  για τη μέτρηση τω ν επιπέδω ν  

της διαλυτής πρω τεΐνης sFas  στον ορό

Το πολυκλωνικό αντίσωμα anti-Fas με το οποίο είναι επενδεδυμένα τα φρεάτια αναγνωρίζει το 

ενδοκυττάριο τμήμα της πρωτεΐνης Fas, ενώ το ειδικό αντίσωμα της μεθόδου είναι μονοκλωνικό 

και αναγνωρίζει το εξωκυττάριο τμήμα της (παράγραφος 1.2.5 γ). Στο άνω τμήμα της εικόνας 

διακρίνουμε ένα κύπαρο που εκφράζει την πρωτεΐνη Fas και οδηγείται σε απόπτωση.
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β) sFas U gand EUSA Kit

Με το πακέτο υλικών sFas Ugand ELISA kit υπολογίστηκαν τα επίπεδα 
της πρωτεΐνης sFasL με τη μέθοδο “sandwich* ELISA (εικόνα 49). Η 
συγκεκριμένη τεχνική χρησιμοποιεί μονοκλωνικά αντισώματα anti-FasL έναντι 
δυο διαφορετικών ετπτόπων: το αντίσωμα 4Η9. με το οποίο είναι επενδεδυμένα 
τα μικροφρεάπα του πλακιδίου και το αντίσωμα 4Α5. το οποίο είναι συζευγμένο 
με την υπεροξειδόση (Medical and Biological Laboratories Co., Ltd, Nagoya. 
Japan, Code No.5255) (Tanaka και συν. 1996, Sato και συν. 1996. Nozawa και 
συν. 1997).

OflPflMtfOTfq SfflAyyfrwY;
Και για τα δυο η προετοιμασία των διαλυμάτων έγινε όπως προτείνουν οι 
κατασκευαστές των παραπάνω πακέτων υλικών. Αναλυτικότερα:
1. Διάλυμα πλύσης

Διαλύονται 100 ml συμπυκωμένου διαλύματος πλύσης (Wash Concentrate 10χ) 
σε 900 ml σπεσταγμένου νερού. Αυτό το διάλυμα πλύσης είναι σταθερό γκι 2 
εβδομάδες στους 4* C.
2. Διάλυμα σύζευξης

Το μονοκλωνικό anb-Fas ή anbFasL αντίσωμα, που είναι συζευγμένο με την 
υπεροξειδόση (conjugate reagent 101χ 0.2ml). πρέπα να διαλύεται αμέσως πριν 
τη χρήση του, σε αναλογία 1:101 με το διαλύτη σύζευξης (conjugate diluent).
3. Διαλύματα αναφοράς

Α) Γίνεται ανασύσταση του βαθμονομητή sFas (calibrator) (20ng) ή του 
βαθμονομητή sFasL (25 ng) με 100 μΙ σπεσταγμένου νερού. Και στις δύο 
περιπτώσεις, ο βσθμονομητής χρησιμοποιήθηκε αμέσως μετά την ανασύστασή 
του, μπορεί, όμως, να διατηρηθεί γκι 2 εβδομάδες στους 4* C.
Β) Ακολουθεί διάλυση του σνασυστάμενου βαθμονομητή sFas (200 ng/ml) 1:100 
με το διαλύτη προσδιορισμού (assay diluent) με ακρίβεια για να γίνει το πρώτο 
διάλυμα αναφοράς, π.χ προσθήκη 10 μΙ του βαθμονομητή σε 990 μΙ διαλύτη 
προσδιορισμού. Η διάλυση του βαθμονομητή sFasL (250 ng/ml) γίνεται 1:50 με 
το διαλύτη προσδιορισμού, π.χ. με προσθήκη 20 μΙ του βαθμονομητή sFasL (250  
ng/ml) σε 980 μΙ διαλύτη προσδιορισμού.
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Εικόνα 4 9

Σχηματική απεικόνιση μικροφρεατίου και τυπική σειρά πειραματικών βημάτω ν  

της EL ISA  για τη μέτρηση της διαλυτής πρω τεΐνης sFasL

Ποσότητα δείγματος μεταφέρεται στο αντίστοιχο μικροφρεάτιο, στο οποίο έχει επιστρωθεί το 

αντίσωμα anti-FasL 4Η9. Μετά από απομάκρυνση της περίσσειας-μη δεσμευθέντος αντιγόνου και 

άλλων ουσιών, ακολουθεί προσθήκη του πρώτου, ειδικού αντισώματος (primary antibody) anti- 

FasL 4A5. Απομακρύνεται η περίσσεια αντισώματος και προστίθεται το κατάλληλο ενζυμικό 

υπόστρωμα. Η συγκεκριμένη ELISA χρησιμοποιεί αντίδραση υπεροξειδάσης (HRP), με 

υπόστρωμα θ,θ ’,δ,δ’-τετραμεθυλοβενζιδένιο (ΤΜΒ). Τέλος, προστίθεται όξινο διάλυμα διακοπής 

της αντίδρασης (H2SO4), ώστε να σταματήσει η ενζυμική αντίδραση και να σταθεροποιηθεί το 

αναπτυσσόμενο χρώμα (Switzer 1999, ρ.281, fig. 17-2, Πανεπιστημιακές εκδόσεις Κρήτης).
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Γ) Το πρώτο διάλυμα αναφοράς διαλύεται κατά σειρά με το διαλύτη 
προσδιορισμού, έτσι ώστε να προκόψουν 7 παρόμοια διαλύματα με 
συγκεντρώσεις από 0 ng/ml έως 2 ng/ml για τη μέτρηση της πρωτεΐνης sFas και 
από 0 ng/ml έως 5 ng/ml για τη μέτρηση της πρωτεΐνης sFasL. Ο διαλύτης 
προσδιορισμού χρησιμοποιείται για το διάλυμα αναφοράς 0 ng/ml.
4. Υπόλοιπα διαλύματα

Για τη μέτρηση των επιπέδων sFas (έτοιμα προς χρήση από τον κατασκευαστή):
•  Διαλύτης σύζευξης -Conjugate diluent (14ml)
•  Διαλύτης προσδιορισμού-Assay diluent (30ml)
•  Διάλυμα υποστρώματος -substrate reagent ΤΜΘ/Η2Ο2
•  Ο ξινο διάλυμα δ ιακοπής της αντίδρασης- sto p  solution. 2NH7SO 4 (18m l)

Για τη μέτρηση των επιπέδων sFasL (έτοιμα προς χρήση σττό τον κστοσκευοστή):
•  Διαλύτης σύζευξης -Conjugate diluent (14ml)
•  Διαλύτης προσδιορισμού-Assay diluent (20ml)
•  Διάλυμα υποστρώματος A -substrate A (TMB)
•  Διάλυμα υποστρώματος Θ -substrate 6  ( H A )
•  Οξινο διάλυμα διακοπής της αντίδρασης- stop solution. 2NH2SO4 (18ml) 
ΣηυεΙωση: Αμέσως πριν από το στάδιο ανάπτυξης του χρώματος, γίνεται ανάμιξη 
Ισων όγκων από τα διαλύματα υποστρώματος Α και Β. Το νέο διάλυμα που 
προκύπτει σττό την ανάμιξη αυτή φυλάσσεται στο σκοτάδι και χρησιμοποιείται σε 
χρόνο λιγότερο των 15 λεπτών, όπως προτεΐνεται από τον κατασκευαστή.

npotToiuqqta δβνυάτων:
•  Για τη μέτρηση των επιπέδων του διαλυτού υποδοχέα Fas (sFas): γίνεται 1:5 
αραίωση κάθε δείγματος στο διαλύτη προσδιορισμού (προσθήκη 50 μΙ δείγματος 
σε 200 μΙ διαλύτη προσδιορισμού), σε πλακίδιο 96 φρεατίων.
•  Για τη μέτρηση των επιπέδων του διαλυτού υποδοχέα Fas Ligand (sFasL): 
γίνεται 1:2 αραίωση κάθε δείγματος σε διαλύτη προσδιορισμού (προσθήκη 100 μΙ 
δείγματος σε 100 μί διαλύτη προσδιορισμού), σε πλακίδιο 96 φρεατίων.

Διαδικασία:
1. Επώαση δειγμάτων. Το κάθε δείγμα μετράται δύο φορές. Μεταφέρονται 100 μΙ 
κάθε δείγματος (των υπό εξέταση ορών και των διαλυμάτων αναφοράς) στο
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αντίστοιχο μικροφρεάτιο στο οποίο έχει επιστρωθεί το πολυκλωνικό αντίσωμα 

anti-Fas. Ακολουθεί επώαση για 60 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (20°-25° C) 

με ταυτόχρονη ανακίνηση (200 rpm περίπου).

2. Π λ ύ σ ε ις  (απομάκρυνση της περίσσειας-μη δεσμευθέντος αντιγόνου και άλλων 

ουσιών). Αφαιρείται το περιεχόμενο των μικροφρεατίων, προστίθεται διάλυμα 

πλύσης και απομακρύνεται πλήρως από τα μικροφρεάτια. Το βήμα αυτό 

επαναλαμβάνεται 4 φορές με τη χρήση πολυπιπέτας.

3. Ε π ώ α σ η  δ ια λ ύ μ α το ς  σ ύ ζ ε υ ξ η ς  (δέσμευση των ειδικών θέσεων του αντιγόνου 

με το ειδικό αντίσωμα). Μεταφέρονται 100 μί διαλύματος σύζευξης σε κάθε 

μικροφρεάτιο και ακολουθεί επώαση για 60 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

(20°-25° C) με ταυτόχρονη ανακίνηση (200 rpm περίπου).

4. Π λ ύ σ ε ις  (απομάκρυνση της περίσσειας αντισώματος). Αφαιρείται το 

περιεχόμενο των μικροφρεατίων, προστίθεται διάλυμα πλύσης και 

απομακρύνεται πλήρως από τα μικροφρεάτια. Οι πλύσεις επαναλαμβάνονται 4 

φορές με τη χρήση πολυπιπέτας.

5. Ε π ώ α σ η  υ π ο σ τρ ώ μ α το ς . Προστίθενται 100 μί διαλύματος υποστρώματος σε 

κάθε μικροφρεάτιο και ακολουθεί επώαση για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

(20° C-25° C) με ταυτόχρονη ανακίνηση (200 rpm περίπου).

6. Δ ια κ ο π ή  α ντίδ ρ α σ η ς . Προστίθενται 100 μί διαλύματος όξινου διαλύματος 

διακοπής της αντίδρασης σε κάθε μικροφρεάτιο ώστε να σταματήσει η ενζυμική 

αντίδραση και να σταθεροποιηθεί το αναπτυσσόμενο χρώμα (εικόνα 49).

7. Φ ω το μ έτρ η σ η . Η φωτομετρική ανίχνευση προϊόντος της ενζυμικής αντίδρασης 

γίνεται σε μήκος κύματος 450 nm χρησιμοποιώντας ως μήκος κύματος αναφοράς 

τα 620 nm.

8. Υ π ο λο γ ισ μ ό ς . Υπολογίζεται αρχικά η μέση τιμή απορρόφησης κάθε 

διαλύματος αναφοράς και κατασκευάζεται σ ε  ημιλογαριθμικό χαρτί η αντίστοιχη 

καμπύλη αναφοράς, με την οπτική πυκνότητα (O.D 450 nm) στον κάθετο άξονα 

και την συγκέντρωση της πρωτεΐνης (σε ng/ml) στον οριζόντιο άξονα.

Λόγω του μεγάλου αριθμού των δειγμάτων, η αντίδραση ELISA 

επαναλήφθηκε τρεις φορές για τη μέτρηση sFas και τέσσερις φορές για τη 

μέτρηση sFasL. Σε κάθε επανάληψη της μεθόδου έγινε νέα καμπύλη (εικόνες 50- 

56). Για να γίνει επεξεργασία όλων των αποτελεσμάτων αποφασίστηκε η επιλογή 

μιας από τις τρεις ή τέσσερις καμπύλες, που οι τιμές της θα βρίσκονται μεταξύ 

των αντίστοιχων τιμών των υπολοίπων καμπύλών. Με βάση αυτή την καμπύλη
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και την 0 .0  450 nm κάθε δείγματος, υπολογίζεται η αντίστοιχη συγκέντρωση της 
πρωτεΐνης (sFas ή sFasL). Από τις καμπύλες 1,2,3 (εικόνες 50-52) για τη 
μέτρηση των επιπέδων sFas, επιλέχθηκε η καμπύλη 1 (εικόνα 50). ενώ από πς 
καμπύλες 1,2,3,4 (εικόνες 53-56) για τη μέτρηση των επιπέδων sFasL επιλέχθηκε 
η καμπύλη 4 (εικόνα 56).

Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης (sFas ή sFasL) σε κάθε δείγμα 
υπολογίζεται, αφού η τιμή που προκύπτει από την καμπύλη αναφοράς, 
πολλσπλασιαστεί με τον παράγοντα αρσίωσης του δείγματος σε κάθε μέτρηση 
(χ5 για την πρωτεΐνη sFas και χ2 για την πρωτεΐνη sFasL). Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματά μας. για τη μέτρηση των επιπέδων sFas το κατώτερο όριο 
ανίχνευσης της μεθόδου είναι 0.5 ng/ml και το ανώτερο 2 ng/mi. ενώ για τη 
μέτρηση των επιπέδων sFasL το κατώτερο όριο ανίχνευσης είναι 0.1 ng/mi και το 
ανώτερο 5 ng/mt.
Σ η υ ε ίω σ η :

•  Η χρήση πολυτππέτας κρίνεται απαραίτητη σε κάθε πλύση και προσθήκη 
διαλύματος κατά τη διαδικασία του πειράματος.

•  Οταν γίνεται η αντίδραση για τη μέτρηση sFasl δεν είναι απαραίτητη η 
ανακίνηση στα 200 rpm (βήματα 1, 3 και 5). όπως προτείνεται από τον 
κατασκευαστή.

στ. Στατιστική ανάλυση

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με τη χρήση του 
προγράμματος στατιστικής ανάλυσης SPSS σε ηλεκτρονικό υπολογιστή. Η 
ανάλυση των επιπέδων sFas του ορού, καθώς και των ηλικιών των εξεταζόμενων 
ατόμων έγινε με τη χρήση της δοκιμασίας t-test. Η ανάλυση των επιπέδων sFasL 
μεταξύ των εξεταζόμενων ομάδων έγινε με τη δοκιμασία χ*.

Η συσχέτισή των επιπέδων sFas με άλλες παραμέτρους, όπως η ηλικία, 
το φύλο, τα επίπεδα TSH και anti-TPO αντισωμάτων έγινε με τη χρήση της απλής 
δοκιμασίας εξάρτησης (simple regression test). Στατιστικά σημαντική θεωρήθηκε 
κάθε διαφορά όπου η πιθανότητα λάθους ήταν ρ <0,05.
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Εικόνα 5 0

Καμπύλη αναφοράς 1 για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης  
της διαλυτής πρω τεΐνης sFas
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Εικόνα 51

Καμπύλη αναφοράς 2 για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης 
της διαλυτής ττρω τ&ης sFos
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Συγκέντρωση sFas (ng/ml)

Εικόνα 5 2

Καμπύλη αναφοράς 3  για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης  
της διαλυτής πρω τεΐνης sFas
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Εικόνα S3

Καμπύλη αναφοράς 1 για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης 
της διαλυτής πρω τ&ης s fo s  Ugand
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R sq d . f .  F  S ig f

0,996 5 625,86 0,000

Οπτική 
πυκνότητα 

(O .D .) 
450 nm

Παρατηρούμενηκαμπύλη
Ιδανικήκαμπύλη

Συγκέντρωση sFas Ligand (ng/ml)

Εικόνα 54

Καμπύλη αναφοράς 2  για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης  
της διαλυτής πρω τεΐνης sF as  Ligand
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Καμπύλη αναφοράς 3 για τσν ιπτολσγισμό της συγκέντρωσης 
της διαλυτής πρωπΜ\ς sFasUpand
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R sq d . f .  F  S ig f

1  ̂000 5 8593,41 0,000

Οπτική
πυκνότητα

(O.D.)
450 nm

.04 ,1 ,3 ,5 2 4

Συγκέντρωση sFas Ligand (ng/ml)

Παρατηρούμενη —  καμπύλη
Ο

~  Ιδανική καμπύλη

Εικόνα 5 6

Καμπύλη αναφ οράς 4  για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης  
της διαλυτής πρω τεΐνης sF as  Ligand
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2.2.3 Αποτελέσματα

Πριν την εφαρμογή της τεχνικής ELISA, έγινε ταξινόμηση των ασθενών σε 
τρεις ομάδες: σε ασθενείς με μη τοξική βρογχοκήλη (NTG). σε ασθενείς με ενεργό 
θυρεοειδίτιδα Hashimoto (ΗΤ) και σε ασθενείς με χρόνια ΗΤ. Οπως αναφέρθηκε 
ήδη (παράγραφος 2.2.1). η ταξινόμηση αυτή βασίστηκε στα υπερηχογραφικά 
ευρήματα, στις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας (επίπεδα FT4. FT3. TSH, 
anti-TPO) και στα κυτταρολογικά ευρήματα από τις β*οψίες FNA. τα οποία 
περιγράφονται αναλυτικά στη συνέχεια.

α.Υττερηχογραφικά ευρήματα

Η τεχνική μελέτης του θυρεοειδούς αδένα με υπερήχους περιγράφεται 
αναλυτικά στην παράγραφο 2.1.2.

Στο υπερηχογράφημα του θυρεοειδούς αδένα διαπιστώθηκαν ευρήματα
που συνηγορούσαν για:
1) οζώδη βρογχοκήλη σε 73 ασθενείς (16 άνδρες και 57 γυναίκες) ηλικίας 16-64 

ετών και
2) θυρεοειδίτιδα Hashimoto σε 14 ασθενείς (3 άνδρες και 11 γυναίκες) ηλικίας 

15-77 ετών.
Αναλυτική περιγραφή των παραπάνω ευρημάτων που είναι 

χαρακτηριστικά κάθε πάθησης του θυρεοειδούς γίνεται στην παράγροφο 2.1.3.

β. Δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Η μέτρηση των επιπέδων των ορμονών FT4, FT3, TSH και των 
αντισωμάτων anti-TPO στον ορό του αίματος των 87 ασθενών και των 36 υγιών 
ατόμων έγινε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.1.2. Στην ίδια παράγραφο 
αναφέρονται και οι φυσιολογικές πμές αυτών των ορμονών και των αντισωμάτων.

Με βάση τα αποτελέσματα των παραπάνω μετρήσεων, οι ασθενείς 
ταξινομήθηκαν σε τρεις ομάδες, που περιγράφονται στην παράγραφο 2.2.1. Ο  
υποκλινικός υποθυρεοειδισμός καθορίστηκε από ήπια αύξηση των επιπέδων 
TSH στον ορό (5-10 μΐυ/ml) παρουσία φυσιολογικών επιπέδων FT4 και FT3. ενώ 
ο κλινικός υποθυρεοειδισμός καθορίστηκε από την παρουσία χαμηλών επιπέδων
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FT4 και FT3 και υψηλών επιπέδων TSH (>20 μΐυ/ml). Οι ασθενείς που 

κατατάχθηκαν στη τρίτη ομάδα (κλινικά υποθυρεοειδικοί), ήταν ευθυρεοειδικοί 

υπό αγωγή με θυροξίνη κατά τη στιγμή της παρούσας μελέτης.

Συγκεκριμένα, τα επίπεδα των ορμονών FT4 και TSH και των 

αντισωμάτων anti-TPO ήταν εντός των φυσιολογικών ορίων στους υγιείς και τους 

ασθενείς με NTG (όπως αυτά καθορίζονται στην παράγραφο 2.1.2). Αντίθετα, οι 

ασθενείς με ΗΤ στην ενεργό και τη χρόνια φάση είχαν υψηλά επίπεδα ορμόνης 

TSH (7,79 ± 8,35 μΙΙΙ/ml, mean ± SD) και θετικά anti-TPO αντισώματα (781,55 ± 

977,16 IU/ml).

γ. Κυτταρολογική εξέταση

Με βάση την κυπαρολογική εξέταση των δειγμάτων FNA, έγινε διάγνωση:

1) οζώδους βρογχοκήλης σε 73 ασθενείς (16 άνδρες και 57 γυναίκες) ηλικίας 

18-84 ετών, και

2) θυρεοειδίτιδας Hashimoto σε 14 ασθενείς (3 άνδρες και 11 γυναίκες) ηλικίας 

15-77 ετών.

Αναλυτική περιγραφή της μεθόδου γίνεται στην παράγραφο 2.1.2 και των 

χαρακτηριστικών κυπαρολογικών ευρημάτων κάθε θυρεοειδικής νόσου στην 

παράγραφο 2.1.3.

δ. Καθορισμός επιπέδω ν διαλυτής π ρω τεΐνης sFas

Ο καθορισμός των επιπέδων της διαλυτής πρωτεΐνης sFas στον ορό των 

87 ασθενών και των 36 υγιών ατόμων έγινε με την τεχνική ELISA και τη χρήση 

αντισωμάτων anti-Fas, ενώ η σύγκριση μεταξύ των διαφορετικών ομάδων έγινε 

με τη χρήση της δοκιμασίας t-test (παράγραφος 2.2.2).

Οι ασθενείς με μη τοξική βρογχοκήλη (NTG) παρουσίασαν αξιοσημείωτα 

αυξημένη συγκέντρωση της διαλυτής πρωτεΐνης sFas (8,75 ± 3,69 ng/ml, mean ± 

SD), τόσο σε σύγκριση με τους υγιείς (4,96 ± 5,03 ng/ml, ρ<0,05, 95% 

Confidence Inderval 1,86 έως 5,71) όσο και με τους ασθενείς με θυρεοειδίτιδα 

Hashimoto (ΗΤ), είτε αυτοί ήταν στην ενεργό φάση της νόσου (1,48 ± 0,6 ng/ml, 

ρ=0,037, 95% CI -8 ,37  έως -6,34), είτε στη χρόνια (6,71 ±1,1, ρ=0,025, 95% CI 

-8 ,37  έως -6,34).
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Τα χαμηλότερα επίπεδα πρωτεΐνης sFas βρέθηκαν στους ασθενείς στην 
ενεργό φάση της ΗΤ, σε σύγκριση με αυτούς στη χρόνια φάση της νόσου 
(ρ<0,05, 95% CI 4.24 έως 6,22). τους υγιείς (ρ=0,004. 95% CI -5 .2 7  έως -1 ,7 0 ) 
και τους ασθενείς με NTG. Αντίθετα, δε διαπιστώθηκε στατιστικά σημσνπκή 
διαφορά στα επίπεδα sFas μεταξύ των ασθενών με ΗΤ στη χρόνια φάση και των 
υγιών ατόμων (Πίνακας 13. εικόνες 57.58).

c. Συσχέτιση επιπέδων sFas με φύλο και ηλικία

Η πιθανή εξάρτηση των επιπέδων sFas από το φύλο ή την ηλικία των 
εξεταζόμενων ατόμων διερευνήθηκε με τη χρήση της δοκιμασίας t-test 
(παράγραφος 2.2.2).

Τα άτομα κάθε ομάδας ταξινομήθηκαν ανάλογα με το φύλο τους και έγινε 
σύγκριση της συγκέντρωσης (στον ορό) της παραπάνω πρωτεΐνης μεταξύ 
σνδρών και γυναικών κάθε ομάδας. Οπως φαίνεται από τις επιμέρους 
συγκεντρώσεις sFas κατά ομάδα και φύλο (Πίνακας 13. εικόνα 59). δε 
διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ σνδρών και των γυναικών 
της αντίστοιχης ομάδας, κατά συνέπεια τα επίπεδο sFas δεν εξαρτώνται σπό το 
φύλο.

Η ηλικία των ασθενών με ΗΤ στην ενεργό φάση της νόσου (37,33 ± 20.7 
ετών, mean ± SO) και στη χρόνια (44,2 ± 19.0 ετών) δε διέφερε στατιστικά σπό 
την ηλικία των φυσιολογικών ατόμων (41,41 ± 14,48 ετών). Οι ασθενείς, όμως, με 
NTG ήταν μεγαλύτεροι σε ηλικία σπό τους υγιείς (51,15 ± 16,31 έναντι 41,41 ± 

14,48 ετών, ρ<0,05, 95% CI 3,38 έως 18,08). Δημιουργήθηκε, λοιπόν, το 
ερώτημα, εάν η διαφορά στη συγκέντρωση sFas των ασθενών με NTG σε 
σύγκριση με τα φυσιολογικά άτομα της ομάδας ελέγχου οφείλεται στη διαφορετική 
ηλικία τους. Δεν βρέθηκε, όμως, καμία εξάρτηση των επιπέδων sFas ορού σπό 
την ηλικία των υγιών ατόμων (γ=0,043, ρ=0,805) (εικόνα 60). οπότε η αύξηση των 
επιπέδων sFas των ασθενών με NTG δεν μπορεί να αποδοθεί στη μεγαλύτερη 
ηλικία τους σε σχέση με τους υγιείς.
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Π ίνακας 13:

Δημογραφικά δεδομένα και επίπεδα sFas (mean ± SD) στα 2 φύλα κάθε
ομάδας εξεταζόμενων ατόμων

Ν Θ/Α Ηλικία

(έτη)

sFas

(ng/ml)

sFas (Θ/Α) 

(ng/ml)

NTG 73 57/16 51,15 ±16,31  * * 8,75 ± 3,69 * 8,64 ± 3,47 */9,53 ± 4,00*

ενεργός ΗΤ 5 4/1 37,33 ± 20,70 1,48 ± 0 ,6 0 * 1,42 ±0,6771,71 *

χρόνια ΗΤ 9 7/2 44,20 ±1 9 ,00 6,71 ± 1 ,1 0 6,36 ±0 ,97 /7 ,95  ±0 ,1 2

Ομάδα 36 21/15 41,41 ±14 ,48 4,96 ± 5,03 4,17 ± 4 ,8 5 /6 ,0 8  ±5 ,2 4

ελέγχου

•  ρ<0,05 έναντι των αντίστοιχων τιμών της ομάδας ελέγχου

•  NTG: non-toxic goiter, μη τοξική βρογχοκήλη

• ΗΤ: Hashimoto’s thyroiditis, θυρεοειδίτιδα Hashimoto
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Η συγκέντρωση sFes βρέθηκε υψηλότερη στα άτομα pc μη τοξχή βρογχοκήλη (Ν ΤΟ ) και 

χαμηλότερη στους ασθενείς με θυρεοεόίπδα Hoshimoto (Η Τ) στην ενεργό φάση σε σύγκριση με 
τα φυσιολογικά άτομα που αποτελούν την ομάδα ελέγχου. AvriBcro. δε διαπιστώθηκε σταησπκά 

σημαντική διαφορά στα επίπεδα sFae μεταξύ των ασθενών με ΗΤ στη χρόνια φάση και των υγιών 

ατόμων.
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Εικόνα 58

Συγκέντρω ση πρω τεΐνης sF as  σ τον ορό

Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει τη μέση τιμή των συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης sFas στον ορό 

των ατόμων που ανήκουν στην αντίστοιχη ομάδα. Η συγκέντρωση sFas βρέθηκε υψηλότερη στα 

άτομα με μη τοξική βρογχοκήλη (NTG) και χαμηλότερη στους ασθενείς με θυρεοειδίτιδα 

Hashimoto (ΗΤ) στην ενεργό φάση σε σύγκριση με τα φυσιολογικά άτομα που αποτελούν την 

ομάδα ελέγχου. Αντίθετα, δε διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στα επίπεδα sFas 

μεταξύ των ασθενών με ΗΤ στη χρόνια φάση και των υγιών ατόμων.
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Συγκέντρωση διαλυτής πρωτ&νης s fa s  κατά φύλο κατ ομάδα

Κάθε μπάρα αντιπροσωπεύει τη μέση πμή της συγκέντρωσης sFm  (σε ngftnl) κάθε φύλου και 

ομάδας εξεταζόμενων ατόμων. Δε διαπιστώθηκε στατκτηκά σημαντκή διοφορό στο επίπεδα *Fa®  

μεταξύ ανδρων και γυναικών σε οποιαδήποτε από τις τέσσερις ομάδες.

•  NTG: non-toxic goiter, μη τοξική βρογχοκήλη

•  HT; Hashinx>tos thyroiditis. θυρεοειδίτιδα Hashimoto
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Εικόνα 60

Συσχέτιση επ ιπ έδω ν sFas  ορού μ ε ηλικία

Δε διαπιστώθηκε σημαντική εξάρτηση των επιπέδων sFas του ορού από την ηλικία των 36 

φυσιολογικών ατόμων, που αποτελούν την ομάδα ελέγχου (γ=0,043, ρ=0,805).
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στ. Συσχέηση πππέδων sFas ορού pc κλινικές παραμέτρους

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, τα επίπεδα των ορμονών FT4 και TSH 
και των αντισωμάτων anti-TPO ήταν εκτός των φυσιολογικών ορίων (όπως αυτό 
καθορίζονται στην παράγραφο 2.1.2) μόνο στους 14 ασθενείς με ΗΤ (5 στην 
ενεργό και 9 στη χρόνια φάση της νόσου). Αποφοσίστηκε. λοιπόν, να διερευνηθεί 
η πιθανή εξάρτηση των επιπέδων sFas από τις παραπάνω κλινικές παραμέτρους 
στη συγκεκριμένη ομάδα ασθενών.

Με it \  χρήση της δοκιμασίας t-test (παράγραφος 2.2.2). δε διαπιστώθηκε 
καμία στατιστικά σημαντική εξάρτηση μεταξύ των επιπέδων της διαλυτής 
πρωτεΐνης sFas και της ορμόνης TSH στον ορό (r=0.458 ρ=0.099) (εικόνα 61). 
Αντίθετα, διαπιστώθηκε αρνητική γραμμική εξάρτηση των επιπέδων sFas από τα 
επίπεδα των αντισωμάτων anti-TPO στον ορό των παραπάνω 14 ασθενών 
(γ=0,755, ρ=0,002) (εικόνα 62).

ζ. Καθορισμός των «Γηπέδων της διαλυτής π ρω τινής sFasL

Ο . καθορισμός των επιπέδων της διαλυτής πρωτεΐνης sFas Ligand στον 
ορό των 87 ασθενών και των 36 υγιών ατόμων έγινε με την τεχνική ELISA και τη 
χρήση αντισωμάτων anti-FasL, ενώ η σύγκριση μπαξύ των διαφορετικών 
ομάδων έγινε με τη χρήση της δοκιμασίας χ2 (παράγραφος 2.2.2).

Τα επίπεδα sFasL στην ττλειοψηφία των ασθενών και υγιών ατόμων 
βρέθηκαν χαμηλότερα από 0,12 ng/ml (που είναι το κατώτερο όριο ανίχνευσης 
της μεθόδου για την πρωτεΐνη sFasL) και θεωρούνται φυσιολογικά σύμφωνα με 
τη διεθνή βιβλιογραφία (εικόνα 63). Αναλυτικά, τα παραπάνω αποτελέσματα 
αφορούν 61 ασθενείς με NTG, 4 με ενεργό ΗΤ. 9 με χρόνια ΗΤ και 34 
φυσιολογικά άτομα.

Επίπεδα sFasL υψηλότερα από 0,12 ng/ml διαπιστώθηκαν μόνο σε 12 
από τους 73 ασθενείς (16,43% ) με NTG. σε 1 από τους 5 ασθενείς (20% ) με ΗΤ 
στην ενεργό φάση της νόσου και σε 2 από τους 36 υγιείς (5,55% ). Από τη 
στατιστική ανάλυση αυτών των αποτελεσμάτων προκύπτει όπ σε σύγκριση με τα 
φυσιολογικά άτομα, δε διέφεραν τα επίπεδα sFasL, ούτε στους ασθενείς με NTG  
(χ*=0,007, df=1, 95% Ci -0 ,034  έως 0,218). ούτε στους ασθενείς με ΗΤ στην 
ενεργό φάση της νόσου (χ*=0,010, d f=1 ,95%  Cl -0 ,06 2  έως 0,571).
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Εικόνα 61

Συσχέτιση επ ιπ έδω ν sFas μ ε τα επ ίπεδα της ορμόνης T S H  στον ορό

Δε διαπιστώθηκε σημαντική εξάρτηση των επιπέδων στον ορό της διαλυτής πρωτεΐνης sFas από 

τα αντίστοιχα επίπεδα της ορμόνης TSH στους 14 ασθενείς με θυρεοειδίτιδα Hashimoto (5 στην 

ενεργό και 9 στη χρόνια φάση της νόσου) (r=0,458 ρ=0,099).
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antl-TPO (IU/ml)

Εικόνα 62

Συσχέηση επιπέδων πρωτ&ης sFbs torn αντισωμάτων antt-TPO

Δβπκπώ θηβ αντίστροφη εξάρτηση των εττπτίδων t fm  από το u rtru flo  των αντισωμάτων anft· 

ΤΡΟ στον ορό των 14 οσβενων με θυρεοοΜτιδο I Ι— ΝητοΙο (5  στην ενεργά κοι 9  οτη χρόνιο φάση 

της νόσου) (r*0 ,755 , ρ *0 .002).
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Εικόνα 63

Ιστόγραμμα συγκέντρω σης πρω τεΐνης sFasL στον ορό τω ν εξεταζόμενω ν ατόμω ν

Επίπεδα sFasL υψηλότερα από 0,12 ng/ml διαπιστώθηκαν 12 από τους 73 ασθενείς (16,43%) με 
NTG, σε 1 από τους 5 ασθενείς (20%) με ΗΤ στην ενεργό φάση της νόσου και σε 2 από τους 36 
υγιείς (5,55%).
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2.3 Ανίχνευση mRNA πρωτεϊνών Fas και Fas Ligand σε
θυρεοειδικά κύτταρα

2.3.1 Ασθενείς

Στη μελέτη μας συμπεριλήφθηκσν συνολικά 23 ασθενείς: 1) 18 ασθενείς 
(2 άνδρες και 16 γυναίκες) ηλικίας 19-79 ετών, με απλή μη τοξική μονο- ή 
πολυοζώδη βρογχοκήλη (NTG) και 2) 5 ασθενείς (γυναίκες) ηλικίας 43*70 ετών με 
βρογχοκήλη θυρεοειδίτιδας Hashimoto (ΗΤ) στην ενεργό φάση της νόσου.

Η κλινική διάγνωση βασίστηκε στην κλινική εξέταση, το υπερηχογράφημα, 
στις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας (FT3. FT4. TSH) και στην κυτταρολογική 
εξέταση των δειγμάτων FNA. Στους ασθενείς με θυρεοειδίτιδα Hashimoto η 
διάγνωση βασίστηκε στην χαρακτηριστική υπερηχογροφική εικόνα που δίνει το 
θυρεοειδικό παρέγχυμα, την παρουσία anti-TPO αντισωμάτων και τον υποκλινικό 
υποθυρεοειδισμό. Δημιουργήθηκε ξεχωριστό αρχείο για κάθε ασθενή και 
κστσγράφηκαν όλα τα σχετικά κλινικά και εργαστηριακά στοιχεία.

2.3.2 Μέθοδο·

α. Υπ ερηχογράφημα θυρεοειδούς αδένα

Η μέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2 .12  α. 

β. Συλλογή δειγμάτω ν

Ελήφθησαν 7 ml αίματος από κάθε ασθενή μετά από ολονύχτια νηστεία, 
από τα οποία:
1) τα 2 ml μεταφέρθηκαν σε σωληνάρια που περιέχουν 40 μ! KsEDTA 7.5% . για 
να ακολουθήσει διαχωρισμός των κυττάρων με Ficoll, και
2) τα υπόλοιπα 5 ml φυγοκεντρήθηκαν για τη λήψη ορού αίματος.

Η φυγοκέντρηση των δειγμάτων έγινε στη φυγόκεντρο Labofuge GL, 

Heraeus σε 1800 rpm (στροφές το λεπτό) για 20 λεπτά και ακολούθησε μεταφορά 
κάθε δείγματος σε μικροψυγοκεντρικό σωλήνα χωρηπκότητας 2 ml (eppendorfs), 
για να γίνουν οι δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας.
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γ. Δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας

Η μέτρηση των επιπέδων των ορμονών FT4, FT3, TSH και των

αντισωμάτων anti-TPO έγινε όπως αναφέρθηκε ήδη στην παράγραφο 2.1.2 β.

δ. Κυτταρολογική εξέταση υλικού FNA θυρεοειδούς

Η μέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.1.2 δ.

ε. Υλικά

•  Ψυχόμενη μικροφυγόκεντρος (Universal 16R, Hettich Zentrifugen)

•  Φυγόκεντρος (Labofuge GL, Heraeus)

•  Μικροφυγόκεντρος (ABBOTT Laboratories)

•  Vortex

•  Δοκιμαστικοί σωλήνες χωρητικότητας 10 ml

•  Μικροφυγοκεντρικοί σωλήνες χωρητικότητας 2 ml (Eppendorfs)

•  Κρυοσωλήνες (cryovials) χωρητικότητας 2 ml (ΡΚ-100, Self standing and 

round bottom, T309-2A, Simport Plastics, Quebec, Canada)

•  Μικροφυγοκεντρικοί σωλήνες 0,2 ml (MicroAmp Reaction tubes with Cap, 

Perkin Elmer Applied Biosystems, California, USA, Part No N801-0540)

• Θερμοστατούμενος θάλαμος

•  Υδατόλουτρο

•  Συσκευή θερμοκυκλοποιητή Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer 

Applied Biosystems, California, USA)

•  Οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης

•  Τροφοδοτικό EC 105 (E-C Apparatus Corporation, St Petersburg, Florida)

•  Συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας Vilber Lourmat (Mame La Valle, Cedex 1, 

France)

•  Ψηφιακή μηχανή KODAK digital science DC 120 και ηλεκτρονικός 

επεξεργαστής (Electrophoresis Documentation and Analysis System, KODAK 

Digital Science)
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στ. Δ ιαλύματα

Δίνονται οι συγκεντρώσεις των διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν, ο 
τρόπος παρασκευής τους και οι συνθήκες αποθήκευσής τους:
>  DEPC

Ολα τα διαλύματα του RNA περιέχουν DEPC (διαιθυλοττυρανθρακική 
ομάδα), γιατί είναι ισχυρός αναστολέας των ριβονουκλεασών.
>  Απεσταγμένο-σπιονισμένο νερό (dH 20)

> Διάλυμα ΤΒΕ (Tris-Borate)

Το διάλυμα παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 10 φορές μεγαλύτερη (10χ) 
και φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου. Το τελικό διάλυμα (1χ) 
παρασκευάζεται λίγο πριν την ηλεκτροφόρηση με κατάλληλη αραίωση του 
διαλύματος (10χ).

Αναλυτικά, για 1 Η ζυγίζονται:

•  108 g Tris Base
•  55 g βορικού οξέος
•  40 ml 0,5 Μ EDTA.

To pH του διαλύματος ρυθμίζεται στο 8,0 και ο τελικός όγκος του ρυθμίζεται 
στο 1 it με στπονισμένο νερό.
> Διάλυμα Βρωμιουχου Αιθιδίου : stock 10 mg/mi

Η διατήρηση του διαλύματος βρωμιουχου αιθιδίου γίνεται στους 4 * C.
> G .L B  (ρυθμιστικό διάλυμα φόρτω σης)

•  0,25% w/v κυανούν της βρωμοφαινόλης (bromophenol blue)
•  (6χ typelll) 0,25% w/v κυανολικό ξυλένιο (xyiene cyanol)
•  30% γλυκερόλη

Η διατήρηση του συγκεκριμένου ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης γίνεται 
στους 4* C.
> Διάλυμα PBS (ρυθμιστικό διάλυμα φω σφορικώ ν αλάτω ν) (ρΗ »7,4)

Για 1 1t ζυγίζονται:
•  8 g NaCI
•  0,2 g KCI
•  1,44 g Na2HP04
•  0,24 g KH2P04

t = ------
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To pH του διαλύματος ρυθμίζεται στο 7,4 και ο τελικός όγκος του στο 1 It με 

ατπονισμένο νερό. Το διάλυμα αυτό χρειάζεται αποστείρωση.

Η διατήρηση του διαλύματος αυτού γίνεται σε θερμοκρασία δωματίου.

ζ. Απομόνω ση RNA:

Η απομόνωση RNA απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή, γάντια και ξεχωριστά 

αποστειρωμένα διαλύματα, γιατί το μόριο είναι εξαιρετικά ευαίσθητο στη δράση 

των ριβονουκλεασών, που υπάρχουν παντού και ιδιαίτερα στα χέρια μας.

Α) Απομόνω ση κυττάρω ν αίματος με διαχω ρισμό FICOLL

1. Κάθε δείγμα αίματος (2 ml) μεταφέρεται σε δοκιμαστικό σωλήνα των 10 ml και 

προστίθεται ίσος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος PBS (pH 7,4).

2. Σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετείται μια υάλινη πιπέπα Pasteur και 

προστίθενται 2 ml Ficoll Hypaque για να γίνει ο διαχωρισμός.

3. Οι δοκιμαστικοί σωλήνες φυγοκεντρούνται στις 1800 rpm για 20 λεπτά. Η 

φυγοκέντρηση σταματά χωρίς φρένο προκειμένου να μη διαταραχθούν οι κλίσεις 

πυκνότητας που έχουν σχηματιστεί από το Ficoll.

4. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης αφαιρείται με προσοχή η μεσαία φάση που 

περιέχει όλα τα μονοπύρηνα του αίματος.

5. Ακολουθεί προσθήκη 5-6 ml διαλύματος PBS, ανακίνηση και φυγοκέντρηση 

στις 2000 στροφές για 10 λεπτά.

6. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθενται 5 ml PBS στον ίδιο 

δοκιμαστικό σωλήνα.

7. Ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση στις 2000 rpm για 10 λεπτά, και στη συνέχεια το 

υπερκείμενο απομακρύνεται.

8. Προστίθεται 1 ml PBS στον ίδιο δοκιμαστικό σωλήνα, και το μείγμα αναδεύεται 

στο Vortex.

9. Το εναιώρημα των κυπάρων μεταφέρεται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και 

φυγοκεντρείται για 3 λεπτά.

10. Μετά την απομάκρυνση του υπερκειμένου οι μικροφυγοκεντρικοί σωλήνες με 

τα εμπύρηνα κύτταρα (λεμφοκύτταρα και μονοκύπαρα) φυλάσσονται στους -70° 

C μέχρι να γίνει η απομόνωση του RNA.
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•  Οι φυγοκεντρήσεις στο στάδιο αστό πραγματοποιήθηκαν στη φυγόκεντρο 
Labofuge GL, Heraeus.

Β) Απομόνωση RNA από κύτταρα αίματος

Το αντιδραστήριο TriPure Isolation Reagent (Boehringer Mannheim 
Corporation, Mannheim. Germany, Cat No 1667 165, 200 ml) είναι ερυθρού 
χρώματος μονοφασικό διάλυμα φαινόλης και ισοθειοκυσνιούχου γουανιδίνης. 
Επιτρέπει την απομόνωση του ολικού RNA. του DNA και των πρωτεϊνών από το 
Ιδιο δείγμα με διαχωρισμό υγρής φόσεως ενός βήματος. Η διαδικασία αποτελεί 
μια βελτίωση της μεθόδου απομόνωσης RNA ενός βήματος που ανέπτυξαν οι 
Chomczynski και Sacchi (1987) (Sambrook και συν., τόμος 1ος. κεφ.7).

Το αντιδραστήριο TriPure Isolation Reagent διατηρείται στους -4 ’C και 
πρέπει να αποφεύγεται η έκθεσή του στο φως για χρονικό διάστημα ημερών. 
Επίσης, χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή κατά τη χρήση του. καθώς είναι τοξικό και 
μπορεί να προκαλέσει εγκαύματα κατά την επαφή του με το δέρμα. Συνκπάται η 
χρήση γανπών, η προφύλαξη των ματιών και η αποφυγή εισπνοής των ατμών 
που προέρχονται από αυτό.

1. Τα κύτταρα που προέκυψαν από το δαιχωρισμό Ποοβ επαναιωρούνται σε 1 
ml TriPure.
2. Μετά από παραμονή για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (RT), 
προστίθενται 200 μ! χλωροφορμίου, σχηματίζονται δύο φάσεις, από τις οποίες η 
επάνω φάση (υδατική) περιέχει το RNA.
3. Ακολουθεί παραμονή για 15 λεπτά σε RT και ανακίνηση με Vortex για 2 
λεπτά.
4. Μετά από φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για 15 λεπτά παρατηρούνται τρεις 
φάσεις στο eppendorf. Από αυτές η επάνω φάση που περιέχει το RNA 
μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα. Μπορεί να συμβεί αναστροφή 
φάσης και η υδατική φάση με το RNA να καταβυθιστεί. To TriPure, όμως, περιέχει 
φαινόλη, η οποία προσδίδει κόκκινο χρώμα, οπότε μεταφέρεται πάντα η διαυγής 
φάση με το RNA.
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5. Στη διαυγή φάση που περιέχει το RNA προστίθενται 0.5 ml ισοπροπανόλης 

και ακολουθεί ανάδευση.

6. Το εναιώρημα παραμένει στους -20° C για 20 λεπτά.

7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 15000 τρπι για 10 λεπτά και απομάκρυνση του 

υπερκειμένου.

8. Το ίζημα εκπλένεται μία φορά με 1 ml 75% αιθανόλη/DEPC και γίνεται 

ανάδευση στο Vortex.

9. Μετά από φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 5 λεπτά, το υπερκείμενο 

απομακρύνεται και το ίζημα τοποθετείται στο θερμοστατούμενο θάλαμο (60° C) 

για να στεγνώσει.

10. Τέλος, το ίζημα RNA επαναιωρείται σε 100 μί dH20/DEPC και το διάλυμα 

παραμένει για 15 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 60° C για να γίνει καλή διάλυση.

•  Οι φυγοκεντρήσεις στο στάδιο αυτό έγιναν στην ψυχόμενη μικροφυγόκεντρο 

(4° C).

• Καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας αλλάζουμε συχνά γάντια για να 

αποφύγουμε την επιμόλυνση με τις ριβονουκλεάσες.

Γ) Απομόνω ση RNA από υλικό FNA θυρεοειδούς αδένα
1. υε TriPure Isolation Reagent:

Πρω τόκολλο εκτέλεσης

1. Τα δείγματα που λαμβάνονται από την παρακέντηση του θυρεοειδούς (FNA) 

τοποθετούνται σε σωλήνες cryovials χωρητικότητας 2 ml (ΡΚ-100, Self standing 

and round bottom, T309-2A, Simport Plastics, Quebec, Canada) και εμβυθίζονται 

αμέσως μετά σε υγρό άζωτο (-70° C) για λίγα δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια 

διατηρούνται σε θερμοκρασία -80* C μέχρι να γίνει η απομόνωση RNA.

2. Σε κάθε δείγμα προστίθενται 200 μΙ TriPure Isolation Reagent και μετά την 

επαναιώρηση μεταφέρεται σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα.

3. Ακολουθεί νέα προσθήκη 200 μί TriPure, ανάμιξη με πιπέτα και παραμονή για 

5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (RT).

4. Στο παραπάνω μίγμα προστίθενται 100 μί χλωροφορμίου, ακολουθεί 

ανάδευση στο Vortex και παραμονή για 3 λεπτά σε RT.
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5. Γίνεται φυγοκέντρηση σπς 15000 rpm για 15 Λεπτά, και η υδατική φάση 
μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα.
6. Προστίθενται 250 μί ίσοπροπυλική αλκοόλη και ακολουθεί ανάδευση στο 
Vortex.
7. Μετά από νέα φυγοκέντρηση σπς 15000 rpm για 15 λεπτά, το υπερκείμενο 
απομακρύνεται.
8. Το ίζημα του RNA εκπλένεται με 500 μί διαλύματος 70% αιθανόλης.
9. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σπς 10000 rpm για 10 λεπτά, το υπερκείμενο 
απομακρύνεται και ο μικροφυγοκεντρικός σωλήνας τοποθετείται σε 
θερμοστατούμενο θάλαμο (60* C) ώστε να απομακρυνθεί όλη η αιθανόλη.
10. Τέλος το ίζημα επσναιωρείται σε 50 μί dH20/DEPC.
•  Οι φυγοκεντρήσεις στο στάδιο αυτό έγιναν στην ψυχόμενη μικροφυγόκεντρο

(4· C).
•  Η ισοθειοκυσνιούχος γουσνιδίνη. που είναι συστστκό του Trtpure Isolation

Reagent απελευθερώνει το RNA από τη σύνδεσή του με τις ριβοπρωτεΝες 
και παράλληλα σπενεργοποιεί τις ριβονουκλεάσες.

2»Jii.Yg,M gitfy,m lnl hit (W K ttA S E ^  MifYtofKL S19& C it H a tt lM );

Τα διαλύματα που παρέχονται από τον κατασκευαστή του συγκεκριμένου 
πακέτου υλικού (kit) είναι τα εξής:
•  Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης RLT (45 ml).
•  Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης RW1 (45 ml).

Και τα δύο διαλύματα RLT και RW1 περιέχουν ισοθειοκυσνιούχο γουσνιδίνη, 
γι’ αυτό και χρειάζεται προσοχή κατά τη χρήση τους.
•  Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης RPE (11 ml). Το διάλυμα αυτό αναμιγνύεται με 
44 ml αιθανόλης 100% πριν από την έναρξη της τεχνικής. 1

1. Στα δείγματα FNA προστίθενται 350 μί ρυθμιστικού διαλύματος λύσης (RLT 
Lysis buffer), γίνεται προσεκτική ανάμιξη για 2 λεπτά με τη βοήθεια ππτέτας και 
ανάδευση στο Vortex.
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2. Ακολουθεί η προσθήκη 350 μΙ 75% EtOH/DEPC και ανάδευση με πιπέτα και 

Vortex όπως προηγουμένως.

3. Το εναιώρημα που προκύπτει μεταφέρεται σε στήλη QIAamp (που 

περιλαμβάνεται στο πακέτο υλικών) η οποία είναι τοποθετημένη επάνω σε 

σωληνάριο των 2 ml.

4. Ακολουθεί σύντομη φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 15 δευτερόλεπτα.

5. Στη συνέχεια η στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο των 2 ml, 

προστίθενται 700 μΙ διαλύματος πλύσης (RW1 Wash buffer) και επαναλαμβάνεται 

σύντομη φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 15 δευτερόλεπτα.

6. Η στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο των 2 ml και προστίθενται 500 μΙ 

διαλύματος πλύσης με αιθανόλη (RPE Wash buffer with ethanol). Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 15 δευτερόλεπτα.

7. Η στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο των 2 ml και γίνεται νέα έκπλυση 

με 500 μΙ διαλύματος πλύσης με αιθανόλη RPE. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 

10000 rpm για 2 λεπτά.

8. Η στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο των 2 ml και γίνεται νέα 

φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 1 λεπτό για να απομακρυνθεί και το υπόλοιπο 

υγρό.

9. Ακολουθεί στέγνωμα του ιζήματος σε θερμοστατούμενο θάλαμο (60* C).

10. Η στήλη μεταφέρεται τέλος σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα 2 ml. 

Προστίθενται 50 μΙ dH20/DEPC, γίνεται φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 1 

λεπτό και το δείγμα αποθηκεύεται στους -80“ C μέχρι την επεξεργασία του.

η. Απομόνω ση DNA από δείγμα αίματος με TriPure Isolation Reagent

Αφού μεταφερθεί η επάνω φάση με το RNA σε νέο μικροφυγοκεντρικό 

σωλήνα, ακολουθεί η απομόνωση του DNA. 1

1. Στη μεσαία και στην οργανική φάση προστίθενται 300 μΙ αιθανόλη (EtOH) 

100% .

2. Γίνεται ανάδευση και παραμονή για 2 λεπτά σε RT.

3. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6000 rpm για 5 λεπτά και απομακρύνεται το 

υπερκείμενο που περιέχει φαινόλη, αιθανόλη και πρωτεΐνες.
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4. Στη συνέχεια, προστίθεται 1 ml διαλύματος κιτρικού νατρίου (NaCitrate 0.1 Μ 
σε 10% αιθσνόλη), γίνεται ανακίνηση και επώαση για 30 λεπτά σε RT.
5. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 5 λεπτά και απομάκρυνση του 
υπερκειμένου.
6. Ακολουθούν τρεις πλύσεις με 1 ml διαλύματος NaCitrate. Η διαδικασία είναι η 
ίδια όπως στα βήματα 4 και 5.
7. Τελικά γίνεται επσναιώρηση σε 1.5 ml EtOH 75% και επώαση για 10-20 λεπτά 
σε RT.
8. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 5 λεπτά, απομάκρυνση του 
υπερκειμένου, και το ίζημα παραμένει σε θερμοστστούμενο θάλαμο (60* C) μέχρι 
να στεγνώσει πλήρως. Η απομάκρυνση της αιθσνόλης είναι απαραίτητη διότι είναι 
αναστολέας του ενζύμου Taq πολυμερόση.
9. Η τελική επαναδιάλυση του ιζήματος του DNA γίνεται σε 400 μ! διαλύματος 
NaOH 8mM.
•  Οι φυγοκεντρήσεις στο στάδιο αυτό έγιναν στην ψυχόμενη μικροφυγόκεντρο 

(4· C).

θ. Μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης ττολυμεράσης (PCR)

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην αντίδροση πολυμερισμού. όπου η 
θερμοανθεκπκή DNA πολυμερόση (Taq DNA polymerase του θερμόφιλου 

ν βακτηρίου Thermus aquaticus. Saiki et al 1988). πολυμερίζει το εκμαγείο DNA  
(template) (Sambrook και συν., τόμος 2°S κεφ.14). Εκτός από την (5 +  3*) 
ενεργότητα επιμήκυνσης της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας, οι DNA πολυμερόσες 
είναι γνωστό ότι παρουσιάζουν και μία επιδιορθωπκή, (3 + 5  ) εξωνουκλεολυπκή 
ενεργότητα (proofreading, editing). Οσο μεγαλύτερη είναι η επιδιορθωτική 
ενεργότητα, τόσο περισσότερο αξιόπιστο είναι το αποτέλεσμα της αντίδρασης 
PCR ως προς την αλληλουχία του τμήματος DNA που παράγεται.

I Το μίγμα της αντίδρασης PCR πρέπει να περιέχει:
1) το ένζυμο DNA πολυμερόση,
2) το υπόστρωμα-εκμαγείο (DNA template),
3) τα τέσσερα τριφωσφορικά νουκλεοσίδια (dNTPs, δηλ. dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), που απαιτούνται ως υποστρώματα της DNA ττολυμεράσης,
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4) Η 20  για τη ρύθμιση του τελικού όγκου της αντίδρασης,

5) δύο ολιγονουκλεοτίδια ως εκκινητές της αντίδρασης πολυμερισμού 

(oligonucleotide primers). Οι εκκινητές αυτοί έχουν αλληλουχίες 

συμπληρωματικές προς τις αλληλουχίες DNA που βρίσκονται αμέσως πριν 

(upstream) και αμέσως μετά (downstream) από την επιλεγόμενη περιοχή 

πολυμερισμού. Το πρώτο πριμοδοτικό μόριο (upstream) λειτουργεί ως 

εκκινητής σύνθεσης του κωδικεύοντος κλώνου (sense primer) και το δεύτερο 

(downstream) ως εκκινητής σύνθεσης του αντιπαράλληλου, μη κωδικεύοντος 

κλώνου (antisense primer).

>  Με τη βοήθεια πριμοδοτικών μορίων (primers) η πολυμεράση συνθέτει νέες 

αλυσίδες DNA χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο προϋπάρχουσες αλυσίδες. Οι 

εκκινητές έχουν την ιδιότητα να αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA 

και να παρέχουν τα απαραίτητα 3'-ΟΗ τελικά άκρα για τη δράση του ενζύμου. Ο 

πολυμερισμός επαναλαμβάνεται πολλές φορές (κύκλους). Ο κάθε ένας από 

αυτούς περιλαμβάνει τρία βήματα, τα οποία πραγματοποιούνται σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες σε θερμικό κυκλοποιητή.

Αναλυτικά, κατά τη διάρκεια ενός θερμικού κύκλου:

>  Πρώτο βήμα είναι η θερμική αποδιάταξη του DNA (denaturation), κατά το 

οποίο όλα τα μόρια του DNA γίνονται μονόκλωνα, ώστε να επιλέξουν οι εκκινητές 

τα ζεύγη τους και να υβριδοποιηθούν στο δεύτερο βήμα.

>  Δεύτερο βήμα είναι η πρόσδεση των πριμοδοτικών μορίων στις αντίστοιχες 

συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA template (annealing).

>  Τρίτο είναι το βήμα της επιμήκυνσης του DNA (extension, elongation), κατά το 

οποίο επιτελείται η αντίδραση πολυμερισμού. Η συγκέντρωση των νέων μορίων 

αυξάνεται εκθετικά με κάθε κύκλο.

Ο βαθμός εξειδίκευσης μιας αντίδρασης PCR εξαρτάται από τους εξής 

παράγοντες:

1) τη συγκέντρωση των πριμοδοτικών μορίων,

2) την αναλογία των τεσσάρων δεοξυριβονουκλεοτιδίων,

3) τη θερμοκρασία πρόσδεσης (annealing),

4) τη διάρκεια των βημάτων κάθε κύκλου,

5) τον αριθμό των κύκλων, και

6) τη συγκέντρωση του MgCfe.
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Η θερμοκρασία του σταδίου πρόσδεσης (annealing) Ta είναι η κυριότερη 
παράμετρος που θα πρέπει να επιλέγεται κάθε φορά με βάση την ιδιαίτερη 
περίπτωση εφαρμογής. Αυτή υπολογίζεται με βάση το σημείο τήξης (melting 
point) Tm των πριμοδοπκών μορίων ως εξής:

Ta *  Tm -  5 *C
Tm = 2 (αριθμός ζευγών AT) ♦ 4 (αριθμός ζευγών GC)

Δηλαδή, η θερμοκρασία πρόσδεσης Ta επιλέγεται κατά κανόνα ως 5-10 *C 
μικρότερη των τιμών Tm των δύο πριμοδοτικών μορίων, ενώ οι δύο τιμές Tm δε 
θα πρέπει να διαφέρουν, κατά κανόνα, άνω των 5 'C .

Βασική προϋπόθεση για την ολοκλήρωση της αντίδρασης είναι να 
επιτευχθούν οι βέλτιστες συνθήκες (optimization) για τα παραπάνω.

ι. Μέθοδος ανάστροφης μεταγραφής-αΛυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης (RT-PCR)

To RNA μετστρέπεται σε συμπληρωματικό DNA (cONA) με ανάστροφη 
μεταγραφή, αντίδραση που πραγμστοποείται σε θερμοκρασία 42*-60*C. Για να 
αποφευχθούν προβλήματα από τη δευτεροτσγή δομή του RNA. συνκπάται 
θερμοκρασία 60°C. Στην περίπτωση αυτή, όμως, δημκχιργούνται πολλαπλά 
αντίγραφα μόνο μικρού μήκους τμημάτων RNA, λόγω μερικής σπ ενεργό ποίησης 
του ένζυμου ανάστροφη μεταγραφάση. Εάν είναι επιθυμητή η αντιγραφή μεγάλου 
μήκους τμημάτων (>3kb), συνκπάται θερμοκρασία 42*-48*C. Στη συγκεκριμένη 
μελέτη η αντίδραση της ανάστροφης μεταγραφής πραγματοποιήθηκε με επώαση 
των δειγμάτων RNA στους 60*C για 30 λεπτά παρουσία του ένζυμου ανάστροφη 
μεταγραφάση AMV (πακέτο υλικών Titan One Tube RT-PCR kit, Roche Motecutar 
Biochemicals, Mannheim, Germany, Cat No 1 939 823).

Oi Powell et al (1987) περιέγραψσν πρώτοι μια συνδυασμένη τεχνική 
(γνωστή πλέον ως RT-PCR), στην οποία η ανάστροφη μεταγραφή (RT) 
συνδυάζεται με την αντίδραση PCR, δηλαδή τη δημιουργία πολλαπλών 
αντιγράφων του cDNA που προκύπτει από την αντίδραση αυτή (εικόνα 64).



Πρωτόκολλο εκτέλεσης

Α) Στην παρούσα μελέτη επιλέξαμε από τη βιβλιογραφία 2 ζεύγη πριμοδοτικών 

μορίων (primers) για τις πρωτεΐνες Fas και Fas Ligand, τα οποία 

προμηθευτήκαμε από την εταιρεία Biospring (Frankfurt, Gemiany). 

Χρησιμοποιήσαμε, επίσης, ένα ζεύγος πριμοδοτικών μορίων β-ακτίνης (πακέτο 

υλικών Titan One Tube RT-PCR kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 

Germany, Cat No 1 939 823), για έλεγχο της απομόνωσης RNA στα δείγματα της 

μελέτης.

Ζεύγος πριμοδοτικών μορίων για το γονίδιο fas: (Hiromatsu et al, 1999)

A. Fas (sense) : 5 '-AAGGAATGCACACTCACCAGC-3'

B. Fas (antisense): 5 '-GACTCCAGCAATAGTGGTGAT-3'

To πριμοδοτικό μόριο Fas-sense συνδέεται στα νουκλεοτίδια 809-829 και 

το μόριο Fas-antisense στα νουκλεοτίδια 1043-1063 (εικόνα 65). Με αυτό το 

ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνεύεται τμήμα του mRNA που κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη Fas (αναμενόμενο προϊόν PCR μεγέθους 255 bp), καθώς και τμήμα του 

mRNA που κωδικοποιεί τη διαλυτή πρωτεΐνη sFas (αναμενόμενο προϊόν PCR 

μεγέθους 192 bp).

Ζεύγος πριμοδοτικών μορίων για το γονίδιο fas ligand: (Mitsiades et al, 

1999)

A. Fas L (sense) : 5 '-G T T T n  CATGGTTCTGGTTGCC-3'

B. FasL (antisense): 5'-GCCTCTAGTCTTCCTTTTCCATCC-3'

To πριμοδοτικό μόριο FasL-sense συνδέεται στα νουκλεοτίδια 415-436 και 

το μόριο FasL-antisense στα νουκλεοτίδια 1409-1432 (εικόνα 66). Με αυτό το 

ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνεύεται τμήμα του mRNA που κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη Fas Ligand (αναμενόμενο προϊόν PCR μεγέθους 1018 bp).
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BASE COUNT 912 a 544 c 541 g 7581

1 cctacccgcg cgcaggccaa gttgctgaat caatggagcc ctccccaacc cgggcgttcc 
61 ccagcgaggc ttccttccca tcctcctgac caccggggct tttcgtgagc tcgtctctga 
121 tctcgcgcaa gagtgacaca caggtgttca aagacgcttc tggggagtga gggaagcggt 
181 ttacgagtga cttggctgga gcctcagggg cgggcactgg cacggaacac accctgaggc 
241 cagccctggc tgcccaggcg gagctgcctc ttctcccgcg ggttggtgga cccgctcagt 
301 acggagttgg ggaagctctt tcacttcgga ggattgctca acaaccatgc tgggcatctg 
361 gaccctccta cctctggttc ttacgtctgt tgctagatta tcgtccaaaa gtgttaatgc 
421 ccaagtgact gacatcaact ccaagggatt ggaattgagg aagactgtta ctacagttga 
481 gactcagaac ttggaaggcc tgcatcatga tggccaattc tgccataagc cctgtcctcc 
541 aggtgaaagg aaagctaggg actgcacagt caatggggat gaaccagact gcgtgccctg 
601 ccaagaaggg aaggagtaca cagacaaagc ccatttttct tccaaatgca gaagatgtag 
661 attgtgtgat gaaggacatg gcttagaagt ggaaataaac tgcacccgga cccagaatac 
721 caagtgcaga tgtaaaccaa actttttttg taactctact gtatgtgaac actgtgaccc 
781 ttgcaccaaa tgtgaacatg gaatcatqaa ggaatgcacactcaccagqa acaccaagtg

841 caaagaggaa ggatccagat ctaacttggg gtggctttgt cttcttcttt tgccaattcc

901 actaattgtt tgggtgaaga gaaaggaagt acagaaaaca tgcagaaagc acagaaagga 
961 aaaccaaggt tctcatgaat ctccaacctt aaatcctgaa acaatggcaa taaatttatc 
1021 tgatgttgac ttgagtaaat atjatcaccac tattgctgga gtqatgacac taagtcaagt

1081 taaaggcttt gttcgaaaga atggtgtcaa tgaagccaaa atagatgaga tcaagaatga

1141 caatgtccaa gacacagcag aacagaaagt tcaactgctt cgtaattggc atcaacttca 
1201 tggaaagaaa gaagcgtatg acacattgat taaagatctc aaaaaagcca atctttgtac 
1261 tcttgcagag aaaattcaga ctatcatcct caaggacatt actagtgact cagaaaattc 
1321 aaacttcaga aatgaaatcc aaagcttggt ctagagtgaa aaacaacaaa ttcagttctg 
1381 agtatatgca attagtgttt gaaaagattc ttaatagctg gctgtaaata ctgcttggtt 
1441 ttttactggg tacattttat catttattag cgctgaagag ccaacatatt tgtagatttt 
1501 taatatctca tgattctgcc tccaaggatg tttaaaatct agttgggaaa acaaacttca 
1561 tcaagagtaa atgcagtggc atgctaagta cccaaatagg agtgtatgca gaggatgaaa 
1621 gattaagatt atgctctggc atctaacata tgattctgta gtatgaatgt aatcagtgta 
1681 tgttagtaca aatgtctatc cacaggctaa ccccactcta tgaatcaata gaagaagcta 
1741 tgaccttttg ctgaaatatc agttactgaa caggcaggcc actttgcctc taaattacct 
1801 ctgataattc tagagatttt accatatttc taaactttgt ttataactct gagaagatca 
1861 tatttatgta aagtatatgt atttgagtgc agaatttaaa taaggctcta cctcaaagac 
1921 ctttgcacag tttattggtg tcatattata caatatttca attgtgaatt cacatagaaa 
1981 acattaaatt ataatgtttg actattatat atgtgtatgc attttactgg ctcaaaacta 
2041 cctacttctt tctcaggcat caaaagcatt ttgagcagga gagtattact agagctttgc 
2101 cacctctcca tttttgcctt ggtgctcatc ttaatggcct aatgcacccc caaacatgga 
2161 aatatcacca aaaaatactt aatagtccac caaaaggcaa gactgccctt agaaattcta 
2221 gcctggtttg gagatactaa ctgctctcag agaaagtagc tttgtgacat gtcatgaacc 
2281 catgtttgca atcaaagatg ataaaataga ttcttatttt tcccccaccc ccgaaaatgt 
2341 tcaataatgt cccatgtaaa acctgctaca aatggcagct tatacatagc aatggtaaaa 
2401 tcatcatctg gatttaggaa ttgctcttgt cataccccca agtttctaag atttaagatt 
2461 ctccttacta ctatcctacg tttaaatatc tttgaaagtt tgtattaaat gtgaatttta 
2521 agaaataata tttatatttc tgtaaatgta aactgtgaag atagttataa actgaagcag 
2581 atacctggaa ccacctaaag aacttccatt tatggaggat ttttttgccc cttgtgtttg 
2641 gaattataaa atataggtaa aagtacgtaa ttaaataatg tttttggtaa aaaaaaaaaa 
2701 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa

Εικόνα 65 
Fas mRNA

Οι αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων που είναι κλεισμένες σε πλάισιο αντιστοιχούν στις αλληλουχίες 

των πριμοδοτικών μορίων για την ανίχνευση Fas mRNA
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BASE COUNT 590a 424 c 490 g 4771

1 gaggtgttlc ccttagctat ggaaactcta taagagagat ccagctlgcc tcdcttgag 

01 cagtcagcaa cagggtccog tccttgacac ctcagcctct acaggectga gaagaagtaa 

121 aaccgtttgc tggggctggc ctgactcacc agctgccatg caQcagccct tcaattaccc 

101 atalcoccag atctactggg tggacagcag tgccagctct ccctgggccc ctccaggcac

241 agttcttccc tgtccaacct dgfgcccag aaggcctggt caaaggaggc caccaccacc 

301 accgccaccg ccaccactac cacctccgcc gccgocgcca ocactgcctc cactacogct

301

421

gccacccctg aagaagagag ggaaccacag cacaggcctg (gtctccttg tgagfttj 

taggattggg ccfggggatg tttcagctd tccacctaca

401 gaaggagctg gcagaactoc gagagtctac cagccagatg cacacagcat catctngga 

541 gaagcaaata ggccacccca gtccaccccc tgaaaaaaag gagctgagga aagtggccca 

001 tttaacaggc aagtccaed caaggtccat gcctctggaa iQqgaaqaca cctatggaat 

001 tgtcdgct! tctggagtga agtataapaa gogtggcctt gtgatcaatg aaactgggct 

721 gtactttgta tattccaaag tatacooog ggqtcaatcf tgcaacaacc mcxaccigag 

701 ccacaaggtc tacatgagga actctaagta iccocagpl dggiQalga tggaggog—

041 galgatgagc tactgcacta ctgggcagat glgggcccgc apcagciacc igggggcagl 

901 gttcaatctl accagtgcig atcatttata tgtcaacgta tctpagcrci tfclggtcaa 

901 tmgaggaa Ictcagacgt ttncggctt ataisagctc taagagimgc acttlgggal 

1021 tcfttccatt etgattcttt gttacaggca ccgagaatqn tgtaocagt gagggtcflc 

1081 ttacalgcat ttgaggtcaa gtaagaagac atgaaccaaQ (ggaccttga gaocacaogg 

1141 ttcaaaatgt ctgtagdcc tcaadcacc taatgtnat gagccagaca aatggaggaa 

1201 tatgacggaa gaacatagaa ctctgggctg ocatgtgaag agggagaagc atgaaaaagc 

1201 agctaccagg tgttctacac tcatcttagt gcctgagagt amaggcag angaaaagg 

1321 acacctttta actcacdct caaggtgggc cttgctaoct caagggggac tglcttfcag 

1301 atacatggtt gtgacctgag oaffiaaanq atooaaaaoQ aaoactagaQ odhocataa 

1441 taagctaaag aggctgaaag aggccaatgc cccactggca gcatcttcac ttcfaaatgc 

1901 atatcctgag ccatcggtga aactaacaga taagcaagag agatgttttg gggadcatt 

1901 tcattcctaa cacagcatgt gtatttccag tgcaatlgta ggggtgtgtg tgtgtgtgtg 

1021 tgtgtgtgtg tgtgtatgac taaagagaga atgtagatat tgtgaagtac atattaggaa 

1081 aatatgggtt gcatnggtc aagattnga atgctfcctg acaatcaact ctaatagtgc 

1741 ttaaaaatca ttgattgtca gctadaatg atgttttcct ataalataat aaatatttat 

1801 gtagatgtgc atttttgtga aatgaaaaca tgtaataaaa agtatatgtt aggatacaaa 

1801 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa

Βκόνα 66 

Fas Ugand mRNA

!
Ot αλληλουχίες των νουκλεοτιδίων που είναι κλεισμένες σε πλάκηο αντιστοιχούν στις αλληλουχίες 

των ττριμοδοτικών μορίων για την ανίχνευση του FasL mRNA
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Ζεύγος πριμοδοτικών μορίων ανθρώπινης β-ακτίνης:

A. act (sense) : 5'-CCA-AGG-CCA-ACC-GCG-AGA-AGA-TGA-C-3'

Β. act (antisense): 5 '-AGG-GTA-CAT-GGT-GGT-GCC-GCC-AGA-C-3'

Με αυτό το ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνεύεται τμήμα του mRNA που 

κωδικοποιεί την β-ακτίνη μεγέθους 587 bp.

Β) Τα πειράματα της PCR πραγματοποιήθηκαν με τη συσκευή Gene Amp 

PCR System 9700 (Perkin-Elmer Applied Biosystems, California, USA) και το 

πακέτο υλικών Titan One Tube RT-PCR kit (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Germany, Cat No 1 939 823).

Στο σ ύ σ τη μ α  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  RT-PCR εν ό ς  βή μ α τος, τόσο η αντίδραση 

cDNA, όσο και η αντίδραση PCR πραγματοποιούνται με ένα ρυθμιστικό διάλυμα 

και ένα μίγμα ενζύμων, χωρίς να απαιτείται η προσθήκη αντιδραστηρίων μεταξύ 

της σύνθεσης cDNA και της αντίδρασης PCR. Πιο αναλυτικά, χρησιμοποιούνται:

1) το ένζυμο α ν ά σ τρ ο φ η  μ ετα γ ρ α φ ά σ η  AMV, το οποίο χρησιμεύει για τη 

σύνθεση της πρώτης αλυσίδας DNA, και

2) το μ ίγ μ α  ε ν ζ ύ μ ω ν  Expand High Fidelity, που αποτελείται από την T a q  D N A  

π ο λ υ μ ερ ά σ η  και την T g o  D N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η , μια πολυμεράση διορθωτικής 

ανάγνωσης και το οποίο χρησιμεύει για την αντίδραση PCR.

Τα π λ εο ν εκ τή μ α τα  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  R T -P C R  εν ό ς  β ή μ α το ς  (one-step RT- 

PCR) είναι τα ακόλουθα:

1) Η ελαχιστοποίηση του απαιτούμενου χρόνου

2) Η ελάπωση του κινδύνου επιμόλυνσης

Όλη η αντίδραση γίνεται σε ένα σωλήνα, χωρίς να απαιτείται μεταφορά 

αντιδραστηρίων και χωρίς να ανοίγεται ο σωλήνας πολλές φορές.

3) Η βελτίωση της ευαισθησίας και ειδικότητας της σύνθεσης cDNA

Η αυξημένη απόδοση και αποτελεσματικότητα οφείλονται σε δύο 

χαρακτηριστικά της αντίδρασης RT-PCR ενός βήματος:

•  στην αυξημένη θερμοκρασία στην οποία γίνεται η αντίδραση cDNA, με 

αποτέλεσμα να ελαχιστοποιούνται προβλήματα από τη δευτεροταγή δομή του 

RNA, και
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•  στη χρήση ολόκληρου του δείγματος cONA ως εκμαγείου για την αντίδραση 
PCR.

Τα διαλύματα stock που παρέχονται από τον κατασκευαστή (πίνακας 14) 
διατηρήθηκαν στους -20° C.

Γ) Προσδιορισμός των βέλτιστων συνθηκών της αντίδρασης RT-PCR για τη 
μελέτη της έκφρασης των υποδοχέων Fas και FasL και της β-ακτίνης

Ως εκμαγείο RNA (template) χρησιμοποιήθηκε το RNA που απομονώθηκε 
από περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος (παράγραφος 2.3.3 ζ). Αφού 
πραγματοποιήθηκε αντίδραση RT-PCR με τους εκκινητές της β-ακτίνης στα 
δείγματα RNA κυττάρων αίματος (εσωτερικός μάρτυρας για έλεγχο απομόνωσης 
RNA) και στο δείγμα Control RNA του πακέτου υλικών (kit), τα προϊόντα 
ηλεκτροφορήθηκσν σε πήγμα σγαρόζης (παράγραφος 2.3.3 κ). Στη συνέχεια 
υπολογίστηκε, με το πρόγραμμα Scion Image Software, ο λόγος του σήματος β- 
ακτίνης κάθε δείγματος προς το σήμα β-ακτίνης του Control RNA. το οποίο είναι 
γνωστής συγκέντρωσης. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ίση ποσότητα 
μίγματος.* χωρίς την προσθήκη προτύπου RNA.

Ο καθορισμός των βέλτιστων συνθηκών της αντίδρασης PCR για τα τρία 
ζεύγη των πριμοδοπκών μορίων (Fas. Fast και β-ακτίνης). πραγματοποιήθηκε με 
επαναλαμβανόμενες αντιδράσεις, στις οποίες ελέγχθηκαν οι σημαντικότερες 
μεταβλητές της αντίδρασης, όπως σναφέρονται στον πίνακα 15.

Πρωτόκολλο εκτέλεσης:

1) Σε κάθε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα MicroAmp χωρητικότητας 0.2 ml 
προστίθενται 5 μΙ εκμαγείου RNA.
2) Παρασκευάζονται τα προκαταρκτικά μίγματα αντίδρασης - Μ ίγμα I κα ι //. σε 
μικροφυγοκεντρικούς σωλήνες χωρητικότητας 2 ml. όπως φαίνεται στους πίνακες 
16 και 17.
3) Σε κάθε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα με τα 5 μΙ εκμαγείου RNA. προστίθενται 
20 μΙ μίγματος I και 25 μΙ μίγματος II. Ο  τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 50 μΙ 
για κάθε δείγμα.
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Πίνακας 14:

Αντιδραστήρια που παρέχονται με το πακέτο υλικών Titan One Tube
RT-PCR kit

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση
dH 20 ελεύθερο RNAaouiv

Μίγμα dNTPs 10 mM (συνολικά)

Διάλυμα DTT 100 mM

Αναστολέας RNAaacuv 5 U/μΙ

Μίγμα πριμοδοτικών μορίων 

β-ακτίνης

20 μΜ (συνολικά)

Πριμοδοτικό μόριο 1 (sense) για Fas ή FasL 20 μΜ

Πριμοδοτικό μόριο 2 (antisence) για Fas ή FasL 20 μΜ

Ανθρώπινο Control RNA

(Κ562 ολικό RNA με MS2 φορέα RNA)

2 pg/μί (συνολικά)

Ρυθμιστικό διάλυμα PCR με 7.5 mM MgCfe και 

DMSO

5χ

Διάλυμα MgCh (stock) 25 mM

Π ίνακας 15:

Μεταβλητές της αντίδρασης RT-PCR που μελετήθηκαν για τον καθορισμό
των βέλτιστων συνθηκών

Μεταβλητές της αντίδρασης Εύρος τιμών

Ποσότητα RNA (template) 0,1 pg-1 pg

Συγκέντρωση των πριμοδοτικών μορίων 0,2-0,8 μΜ κάθε ένα

Συγκέντρωση ιόντων μαγνησίου 1,5-3 mM

Θερμοκρασία σταδίου πρόσδεσης πριμοδοτικών 

μορίων (annealing)

45-66 * C

Λ

Λ
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Πίνακας 19:

Αντιδραστήριο που αποτελούν το Μίγμα I της αντίδρασης RT-PCR
Αντιδραστήριο 
(διαλύματα stock)

Όγκος για την 
αντίδραση 
β-ακτίνης

Όγκος για την 
αντίδραση 

F ·· ή Fas Ligand

Τελική
συγκέντρωση

Αποστειρωμένο νερό 10.5 μΙ 10.5

Μίγμα dNTPs 
(10 mM κάθε dNTP)

4 μΙ 4 μΙ 0.2 mM

Διάλυμα DTT 2.5 μΐ 2.5 μΙ 5 mM

Αναστολέας RNAaouiv Ip * 1μ* 5 U
Πριμοδοτικό μόριο 1 
(forward)

1μ Ι 0.4 μΜ

Πριμοδοτικό μόριο 2 
(reverse)

1 μΙ 0.4 μΜ

Μίγμα πριμοδοτικών 
μορίων β-ακτίνης

2 μ Ι m 0.4 μΜ 
(το κάθε ένα)

Συνολικός όγκος 20 μΙ 20 μΙ

Πίνακας 17:

Αντιδραστήρια που αποτελούν το Μίγμα I! της αντίδρασης RT-PCR
Αντιδραστήριο Όγκος για την 

αντίδραση 
β-ακτίνης

Όγκος για την 
αντίδραση 

Fas ή Fas Ligand

Τελική
συγκέντρωση

αποστειρωμένο νερό 14 μΙ 14 μί
ρυθμιστικό διάλυμα 
PCR (5χ)

10 μΙ 10 μΙ 1χ

Μίγμα ένζυμων 1 Ml 1μ Ι
Συνολικός όγκος 25 μΙ 25 μΙ



4) Μετά από σύντομη φυγοκέντρηση (short spin), τα δείγματα τοποθετούνται 

στον θερμοκυκλοποιητή στις βέλτιστες συνθήκες που προσδιορίστηκαν για κάθε 

ζεύγος πριμοδοτικών μορίων (Πίνακας 18). Με βάση τις συγκεκριμένες συνθήκες, 

η διάρκεια κάθε αντίδρασης RT-PCR είναι συνολικά 2 ώρες και 45 λεπτά.

Προφυλάξεις κατά την παρασκευή του μίγματος αντιδρώντων της PCR
>  Η διεξαγωγή του πειράματος PCR γίνεται σε χώρους αποστειρωμένους και 

με γάντια τα οποία πρέπει να αλλάζονται συχνά. Επίσης, όλα τα αντικείμενα που 

χρησιμοποιούνται για την εκτέλεση του πειράματος πρέπει να είναι 

αποστειρωμένα. Επειδή η αντίδραση PCR μπορεί να δημιουργήσει αντίγραφα 

ακόμα και ενός μορίου DNA, πρέπει να λαμβάνονται προφυλάξεις να αποφευχθεί 

επιμόλυνση (contamination) του μίγματος της αντίδρασης με ξένα τμήματα DNA 

που μπορεί να χρησιμεύσουν ως εκμαγεία (templates).

>  Κατά την προσθήκη των συστατικών του μίγματος, τα αντιδραστήρια 

φυλάσσονται σε θερμοκρασία 0-4° C.

>  Ακολουθείται αυστηρά η αναγραφόμενη σειρά προσθήκης, με την οποία 

ελαχιστοποιούνται οι αντιδράσεις μη ειδικής πρόσδεσης μεταξύ DNA και 

εκκινητών.

>  Το μίγμα των ενζύμων μεταφέρεται πάντοτε σε δοχείο πάγου και προστίθεται 

τελευταίο στο Μίγμα II της αντίδρασης χωρίς χρονοτριβή. Δεν απαιτείται χρόνος 

απόψυξης (το διάλυμα συντήρησης περιέχει 50% γλυκερόλη), ενώ το υπόλοιπο 

του όγκου του μίγματος φυλάσσεται αμέσως στον καταψύκτη φύλαξης (-20° C).
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Πίνακας 18:

Β έλτισ τες σ υ νθ ή κ ες α ν τ ίδ ρ α σ η ς  RT-PCR γ ια  τη ν  α ν ίχ ν ευ σ η  m R N A · τ ω ν  

π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  F a s , F aaL  και β -α κ τίνη ς

Κ ύκλοι Θ ερ μ ο κ ρ α σ ία Χ ρ ό νο ς

1χ Επώαση 60* C 30 λεπτά

1χ Θερμική σποδιόταξη 94* C 2 λεπτά

10χ Θερμική σποδιόταξη 94* C 30  δευτερόλεπτα

Στάδιο πρόσδεσης πρψ.μορίων 30  δευτερόλεπτα

ανίχνευση F a s  mRNA 56* C

ανίχνευση FasL  mRNA 6 0  * C

ανίχνευση mRNA β-ακτίνης 66* C

Επιμήκυνση 68* C 4 5  δευτερόλεπτο

25χ Θερμική σποδιόταξη 94* C 30 δευτερόλεπτα

Στάδιο πρόσδεσης πρψ.μορίων 30  δευτερόλεπτα

ανίχνευση F as  mRNA 56* C

ανίχνευση F a s t  mRNA 6 0  * C
0

ανίχνευση mRNA β-ακτίνης 66  * C

Επιμήκυνση 68* C 4 5  δευτερόλεπτα .

με επ ιπ ρ ό σ θετα

5  δευτερόλεπτα

κατά κύκλο

1χ Τελική επιμήκυνση 68* C 7 λεπ τά

103 ΓΙ/%

αιί
Σν

,



κ. Η λεκτροφ όρ ησ η  DNA

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι μια μέθοδος διαχωρισμού, 

αναγνώρισης και απομόνωσης τμημάτων DNA. Πραγματοποιείται σε οριζόντια 

συσκευή ηλεκτροφόρησης και βασίζεται στο ότι το DNA, ως ασθενές οξύ 

παρουσιάζει αρνητικό φορτίο σε ουδέτερο pH. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, όταν το 

DNA βρεθεί σε ηλεκτρικό πεδίο, να μετακινείται προς το θετικό πόλο (την άνοδο) 

(Sambrook και συν., τόμος 1ος κεφ. 6).

Οι παράγοντες που επηρεάζουν την ταχύτητα μετακίνησης του DNA στην 

πηκτή αγαρόζης είναι:

1) Το μέγεθος του τμήματος του DNA.

Τα γραμμικά μόρια του DNA μετακινούνται στην πηκτή αγαρόζης με 

ρυθμούς αντιστρόφως ανάλογους του δεκαδικού λογαρίθμου των μοριακών 

βαρών τους.

2) Η  συγκέντρω ση της αγαρόζης.

Η μετακίνηση ενός μορίου DNA εξαρτάται από τη συγκέντρωση της 

αγαρόζης. Ένα γραμμικό μόριο DNA με δεδομένο μέγεθος έχει διαφορετική 

κινητικότητα διαμέσου πηκτών με διαφορετικές συγκεντρώσεις αγαρόζης. 

Χρησιμοποιούνται, έτσι, πηκτές αγαρόζης διαφορετικών συγκεντρώσεων 

προκειμένου να επιτευχθεί ο βέλτιστος διαχωρισμός τμημάτων DNA τα οποία 

έχουν παραπλήσιο μέγεθος.

3) Η  στερεοδ ιάταξη του DNA.

Μόρια DNA του ίδιου MB αλλά διαφορετικής διαμόρφωσης έχουν 

διαφορετική κινητικότητα στην πηκτή της αγαρόζης, που εξαρτάται από το βαθμό 

υπερελίκωσης. Η σειρά αύξησης της κινητικότητας είναι: μόριο ανοιχτού κύκλου, 

ευθύγραμμο μόριο και, τέλος, μόριο κλειστού υπερσπειρωμένου κύκλου.

4 )  Το ηλεκτρ ικό πεδίο.

Η κινητικότητα του μορίου του DNA είναι ανάλογη της τάσης του πεδίου. 

Γενικά ισχύει, ότι όσο χαμηλότερη τάση εφαρμόζεται, τόσο καλύτερος 

διαχωρισμός επιτυγχάνεται.

5) Η  κατεύθυνση του ηλεκτρ ικού πεδίου

6) Η  σύσταση σε βάσ εις  του DNA και η θερμοκρασία

Η ηλεκτροφορητική συμπεριφορά του DNA σε πηκτή αγαρόζης (αντίθετα 

με ό,τι συμβαίνει σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου) δεν επηρεάζεται σημαντικά από τη
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σύσταση σε βάσεις του DNA, ή τη θερμοκρασία στην οποία πραγματοποιείται η 
ηλεκτροφόρηση. Έτσι, σε πηκτές σγαρόζης, οι σχετικές ηΑεκτροφορηπκές 
κινητικότητες τμημάτων DNA διαφορετικών μεγεθών δε μεταβάλλονται μεταξύ 4 '-  
30*C. Γενικά, η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή σγαρόζης πραγματοποιείται σε 
θερμοκρασία δωματίου.
7) Η παρουσία παρεμβαλλόμενων χρω στικώ ν

Το βρωμιούχο σιθίδιο (EtBr), μια φθορίζουσα χρωστική που 
χρησιμοποιείται για την ανίχνευση DNA σε πηκτές σγαρόζης και 
πολυακρυλαμιδίου (Sharp et al. 1973). ελαττώνει την ηλεκτροφορητική 
κινητικότητα του γραμμικού DNA κατά 15% περίπου.
ΣηυεΙωση: Επειδή είναι ισχυρό μεταλλαξιογόνο και μέτρια τοξικό. το EtBr θα  
πρέπει να χρησιμοποιείται με ιδιαίτερα μεγάλη προσοχή (τα γάντια είναι 
απαραίτητα όταν κανείς δουλεύει με διαλύματα που περιέχουν αυτή την 
χρωστική). Τα stock διαλύματα του EtBr πρέπει να φυλάσσονται σε σωλήνες 
περιτυλιγμένες με αλουμινόχαρτο σε θερμοκρασία 4* C.
8) Η  σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης

Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA επηρεάζεται από τη σύσταση και 
την ιοντική ισχύ του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης. Ρυθμιστικά 
διαλύματα με μεγάλη ιοντική ισχύ οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα θερμοκρασίας 
που επηρρεάζουν την κινητικότητα του DNA και το πήγμα της σγαρόζης. 
Αντίθετα, σε διαλύματα χαμηλής ιοντικής ισχύος δεν πσρστηρείται μετακίνηση του 
DNA.

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν διάφορα ρυθμιστικά διαλύματα 
ηλεκτροφόρησης, τα οποία περιέχουν EDTA (pH 8.0) και Tns-acetate (ΤΑΕ). Tris- 
borate (ΤΒΕ) ή Tris-phosphate (ΤΡΕ) σε συγκέντρωση περίπου 50 mM με pH
7.5-7.Θ. Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκε το διάλυμα ΤΒΕ 1χ-

Παρασκευή πηκτής αγαρόζης

•  Επιλέγεται η συσκευή ηλεκτροφόρησης και τοποθετούνται οι αντίστοιχοι 
υποδοχείς και το κτένι για τη δημιουργία των φρεατίων εντός των οποίων θα  
φορτωθούν τα δείγματα.

195
. ΦΒΛ/λ

Γ % %



2

Εικόνα 6 7

Διαδικασία π αρασκευής πηκτής αγαρόζης για οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης
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•  Σε 100 ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΒΕ 1χ σε μία κωνική φιάλη προστίθενται
1,5 g αγαρόζης (Agarose, SIGMA-Aldrich Co., St Louis, USA). Είναι σημαντικό το 
διάλυμα παρασκευής της πηκτής να είναι το ίδιο με το διάλυμα ηλεκτροφόρησης, 
καθώς ακόμη και μικρές διαφορές στην ιοντική ισχύ ή στο ρΗ μπορούν να 
επηρεάσουν την κινητικότητα των τμημάτων DNA.
•  Το περιεχόμενο της φιάλης διαλύεται πλήρως με βρασμό ή σε φούρνο 
μικροκυμάτων. Η σγαρόζη, όταν δεν έχει διαλυθεί πλήρως, δίνει την εντύπωση 
ύπαρξης μικρών «φακών» που εππτλέουν στο διάλυμα.
•  Οταν η θερμοκρασία της πηκτής ελαττωθεί στους 60’C, στα 100 ml 
διαλύματος αγαρόζης προστίθενται 5 μί διαλύματος EtSf συγκέντρωσης 10 
mg/ml.
•  Στη συνέχεια γίνεται σπόχυση της λειωμένης πηκτής στην αντίστοιχη θέση της 
συσκευής ηλεκτροφόρησης, στην οποία έχει τοποθετηθεί εκ των προτέρων κτένι 
για τη δημιουργία οδόντωσης φρεατίων. Η πηκτή θα πρέπει να έχει πάχος 3*5 
mm.

•  Μετά την πήξη της πηκτής, οφαιρείται το κτένι προσεκτικά υπό προσθήκη 
μικρού όγκου ΤΒΕ στον κενό χώρο των φρεατίων. Προστίθεται το ρυθμιστικό 
διάλυμα 1χ ΤΒΕ μέχρι ύψους 0.5 cm πάνω από την επιφάνεια της πηκτής.
•  Σε κάθε φρεάτιο μεταφέρουμε 20 μΙ προϊόντος της αντίδρασης RT-PCR και 3 
μί ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης GLB (Promega. Madison, W! USA, Cat No 
G190A, 1 mi) (αναλογία -  1:6). To GLB έχει μεγαλύτερο ειδικό βάρος από το νερό 
(λόγω της υψηλής συγκέντρωσης γλυκερόλης), με αποτέλεσμα το δείγμα DNA να 
κατακρατείται στον πυθμένα του φρεατίου και να εισχωρεί στην πηκτή της 
αγαρόζης μετά την εφαρμογή της διαφοράς δυναμικού. Επιπρόσθετος ρόλος του 
GLB είναι η παρακολούθηση της ηλεκτροφόρησης. λόγω των αρνητικά 
φορτισμένων χρωστικών που περιέχει, οι οποίες με την εφαρμογή ηλεκτρικού 
ρεύματος κινούνται προς το θετικό πόλο με προβλεπόμενους ρυθμούς.
•  Στα φρεάτια στη δεξιά και αριστερή πλευρά της πηκτής μεταφέρονται 5 μί 
μίγματος DNA με γνωστά MB (DNA ladder), όπως είναι τα: 1 kb DNA ladder 
(Promega, Madison, Wl. USA, Cat No G571A, 500 μΙ) ή 100 bp DNA ladder 
(Promega, Madison, W l, USA. Cat No G210 A. 250 μΙ). με 5 μΙ H 2 0  και 5 μΙ GLB. 
Αυτό επιτρέπει τον καθορισμό των μεγεθών αγνώστων τμημάτων DNA.
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•  Στη συνέχεια εφαρμόζεται σταθερή τάση 90 Volt. Στην παρούσα μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε το Τροφοδοτικό EC 105, E-C Apparatus Corporation, St 

Petersburg, Florida). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 

δωματίου για χρονικό διάστημα που εξαρτάται από το μήκος της πηκτής και το 

μέγεθος του DNA. Στη συγκεκριμένη μελέτη η ηλεκτροφόρηση διαρκεί 1 ώρα και 

40 λεπτά.

• Το τέλος της ηλεκτροφόρησης καθορίζεται από τη θέση των χρωστικών πάνω 

στην πηκτή. Η δεύτερη χρωστική του διαλύματος φόρτωσης, που είναι η 

χρωστική bromohenol blue θα πρέπει να έχει καλύψει περί τα 2/3 της απόστασης 

έως την άκρη του πήγματος.

•  Στην παρούσα μελέτη η πηκτή παρατηρήθηκε στη συσκευή υπεριώδους 

ακτινοβολίας Vilber Lourmat (Marne La Valle, Cedex 1, France) προκειμένου να 

γίνουν ορατές οι ζώνες του DNA, οι οποίες φθορίζουν. Για καταχώρηση και 

επεξεργασία του αποτελέσματος, έγινε φωτογράφηση της πηκτής με ψηφιακή 

μηχανή KODAK digital science DC 120 και μεταφορά της εικόνας σε ηλεκτρονικό 

επεξεργαστή (Electrophoresis Documentation and Analysis System, KODAK 

Digital Science).

• Τα μοριακά βάρη των υπό μελέτη τμημάτων του DNA υπολογίστηκαν με βάση 

τα πρότυπα μοριακά βάρη που χρησιμοποιήθηκαν (1 kb DNA ladder και 100 bp 

DNA ladder, Promega, Madison, Wl, USA) με τη βοήθεια ημιλογαριθμικού 

χαρτιού.

2.3.3 Αποτελέσματα

Αρχικά έγινε ταξινόμηση των ασθενών σε δύο ομάδες (παράγραφος 2.3.1). 

Όπως αναφέρθηκε ήδη (παράγραφος 2.2.1), η ταξινόμηση αυτή βασίστηκε στα 

υπερηχογραφικά ευρήματα, στις δοκιμασίες θυρεοειδικής λειτουργίας (επίπεδα 

FT4, FT3, TSH, anti-TPO) και στα κυτταρολογικά ευρήματα από τις βιοψίες FNA 

(παράγραφος 2.1.3).

α. Ανίχνευση τω ν mRNAs για τις πρω τεΐνες Fas και FasL

Η ανίχνευση των mRNAs που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες Fas και FasL 

στα θυρεοειδικά κύτταρα πραγματοποιήθηκε με την αντίδραση RT-PCR. Για να
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προσδιοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες της αντίδρασης και οι απαπουμενες 
συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων, χρησιμοποιήθηκε αρχικά ως εκμαγείο το 
RNA που απομονώθηκε από περιφερικά μονοπύρηνα του αίματος (παράγραφος 
2.3.2).

Επιλέγησαν από τη βιβλιογραφία δύο ζεύγη πριμοδοτικών μορίων για την 
ανίχνευση των mRNAs των Fas και FasL αντίστοιχα και ένα ζεύγος πριμοδοτικών 
μορίων για την ανίχνευση του mRNA της β-ακτίνης (παράγραφος 2.3.2).

Πραγματοποιήθηκαν επαναλαμβανόμενες αντιδράσεις, στις οποίες 
μελετήθηκαν για κάθε ζεύγος πριμοδοτικών μορίων οι σημαντικότερες μεταβλητές 
της αντίδρασης (παράγραφος 2.3.2, Πίνακας 15). Η σειρά των αντιδράσεων RT- 
PCR που πραγματοποιήθηκαν για την ανίχνευση του Fas mRNA αναλύεται στην 
εικόνα 68. Η πορεία που ακολουθήθηκε ήταν παρόμοια και για την ανίχνευση 
FasL mRNA. Σπς εικόνες ηλεκτροφόρησης που παρατίθενται στη συνέχεια 
απεικονίζονται ενδεικτικά προϊόντα αντιδράσεων RT-PCR. κατά τις οποίες 
ελέγχθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις εκμαγείου RNA (εικόνα 71 Α). 
διαφορετικές θερμοκρασίες σταδίου πρόσδεσης πριμοδοτικών μορίων 
(annealing) (εικόνα 69, 71 θ ). διαφορετικές συγκεντρώσεις ιόντων Mg (εικόνα 69 
Β), ή πριμοδοτικών μορίων (εικόνα 70).

Οι απαιτουμενες συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων και οι βέλτιστες 
συνθήκες, οι οποίες επιλέγησαν για την ανίχνευση των mRNAs των πρωτεϊνών 
Fas και FasL, αναφέρονται στους πίνακες 16-18.

Αφού παρατηρήθηκαν με την ηλεκτροφόρηση τα αναμενόμενα προϊόντα 
(εικόνες 69,70), η αντίδραση RT-PCR επαναλήφθηκε χρησιμοποιώντας ως 
εκμαγείο ολικό RNA το οποίο απομονώθηκε από υλικό παρακέντησης FNA του 
θυρεοειδούς. Λόγω μικρότερης περιεκπκότητας σε RNA των δειγμάτων FNA, στο 
μίγμα της αντίδρασης προστίθενται 10 μί κάθε δείγματος αντί για 5 μί και 
μειώνεται ανάλογα η συγκέντρωση του νερού (Πίνακας 19).

Στα δείγματα των ασθενών με ΗΤ. έγινε αρχικά έλεγχος της απομόνωσης 
RNA με την αντίδραση RT-PCR και εκκινητές β-ακτίνης. Στη συνέχεια, με το 
ζεύγος πριμοδοτικών μορίων Fas (sense) και Fas (antisense) διαπιστώθηκε 
έκφραση του mRNA που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Fas (προϊόν 255 bp) και ίχνη 
έκφρασης mRNA που κωδικοποιεί τη διαλυτή πρωτεΐνη sFas (προϊόν 192 bp) 
(εικόνα 72).
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Στους ασθενείς με NTG ανιχνεύτηκε mRNA για τη διαλυτή πρωτεΐνη sFas, 

όχι, όμως και για την πρωτεΐνη Fas (εικόνα 73 Α).

To mRNA που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Fas Ligand ανιχνεύτηκε μόνο 

στους ασθενείς με ΗΤ (εικόνα 73 Β).

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα της αντίδρασης RT-PCR, 

επιβεβαίωσαν τα ευρήματα της ανοσοκυτταροχημικής τεχνικής σχετικά με την 

αυξορρύθμιση του υποδοχέα Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα ασθενών με ενεργό 

ΗΤ. Στους ασθενείς με NTG, στους οποίους είχε διαπιστωθεί μειορρύθμιση της 

πρωτεΐνη Fas ανοσοκυπαροχημικά, δεν ανιχνεύτηκε Fas mRNA. Οι ασθενείς 

αυτοί είχαν υψηλά επίπεδα διαλυτής πρωτεΐνης sFas στον ορό τους, όπως 

διαπιστώθηκε με τη μέθοδο ELISA, γεγονός που επιβεβαιώθηκε και από την 

ανίχνευση sFas mRNA με την αντίδραση RT-PCR.
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ΜΕΤΑΒΛΗΤΕΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ RT-PCR

Αρχική ποσότητα εκμαγείου RNA (template)
Θερμοκρασία σταδίου πρόσδεσης πριμοδοτικών μορίων 
Συγκέντρωση πριμοδοτικών μορίων στο τελικό μίγμα αντίδρασης 
Συγκέντρωση MgCb

Assart 1

A. 1 .2.5 μί δείγματος RNA
2 .5  μΙ δείγματος RNA
3. 10 μΙ δείγματος RNA 

Β. 45* C 
Γ. 0.2 μΜ 
Δ. 1.5 mM

Assart Ζ

Α. (επιλογή) 5 μΙ δείγματος RNA  
Β. 45* C 
Γ  0.2 μΜ 
Δ. 1 .1 .5  mM 

2 .2 .2 5  mM 
3. 3m M

Assart?

A. 5 μ) δείγματος RNA 
Β. 1 .45 * C 

2. 5 5 * C  
3 .5 7 * C 

Γ. 0,2 μΜ
Δ. (επιλογή) 1.5 mM 

A o kiu0 4

A. 5 μί δείγματος RNA 
Β. (επιλογή) 55 * C 
Γ. 1 .0 .2  μΜ

2 .0 . 4 μΜ
3 .0 . 8  μΜ 

Δ . 1.5 mM

επιλογή



1 2 3 4 DNA Marker

Εικόνα 68
f αντιδράσεων π ο υ  ακολουθήθηκε για την ανίχνευση του F a s  m R N A

1 2 1' 2 ' DNA Marker

Εικόνα 69
1 T - P C R  π ο υ  πραγματοποιήθηκαν για την ανίχνευση F a s  m R N A

αντιστοιχούν σε προϊόντα αντίδρασης RT-PCR από 4 δείγματα: 
/ 5 μΙ εκμαγείου RNA κυττάρων αίματος και θερμοκρασία σταδίου 
δοτικών μορίων 45 ° C.
χτοιχούν σε προϊόντα αντίδρασης RT-PCR συγκέντρωσης MgCI2 3 mM, ενώ 
τιστοιχούν σε προϊόντα αντίδρασης RT-PCR από τα ίδια αρχικά δείγματα, 
οση MgCI2 1,5 mM.
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Em 6vo 70

Βέλτιστες συνθήκες RT-PCR y*o την ανίχνευση Fas mRNA σε κύτταρο αίματος

Οι θέσεις 1 και 2 προέρχονται οπό το Ά ο  αρχκό δείγμα RNA κυττάρων αίματος, 

θέσ η  1: θερμοκρασία σταδίου πρόσθεσης πρηιοδοτκων μορίων 57 ·  C. 

θέσ η 2: θερμοκρασία σταδίου πρόσθεσης πριμοδοηκών μορίων 55 ·  C.

Τα αναμενόμενα προϊόντα της αντίδρασης RT-PCR γ η  την ανίχνευση Fas mRNA είναι 2S6 bp. 

ενώ για την ανίχνευση sFas mRNA είναι 192 bp. Επιλέγεται ως βέλτιστη η θερμοκρασία σταδίου 

πρόσθεσης πριμοδοτκων μορίων 55 * C
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1 DNA 2 1' 2 ' 1" 2 "
Marker

Εικόνα 71 A

Αντιδράσεις R T -P C R  που πραγματοποιήθηκαν για την ανίχνευση FasL m RNA

σε κύπ αρα  αίματος

Α. Οι θέσεις αυτές αντιστοιχούν σε προϊόντα αντίδρασης RT-PCR από 2 δύο διαφορετικά 

δείγματα αρχικού RNA.

Θέσεις 1,2: έλεγχος απομόνωσης RNA με εκκινητές β-ακτίνης.

Θέσεις 1’,2’: 2,5 μΙ εκμαγείου RNA κυττάρων αίματος και θερμοκρασία σταδίου πρόσδεσης 

πριμοδοτικών μορίων 57 ° C.

Θέσεις 1” -2” : 5 μί εκμαγείου RNA κυττάρων αίματος και θερμοκρασία σταδίου πρόσδεσης 

πριμοδοτικών μορίων 57 ° C.

2 0 4



DNA 1 2  1 2 '  DNA
Marker Marker

EM0V0 71B

Αντιδράσεις RT-PC R  που πρσγμστοποίήθηκσν γη  την ανίχνευση FasL mRNA

σε κύτταρο εάματος

Β. Οι θέσεις 1,1‘«η  22 ' προέρχονται από δύο δοφορεηκύ δέρματα αρχκού RNA οπτό κύτταρο 

αίματος.

Θέσης 1,2: θερμοκρασία σταδίου ττρόσδεσος πρψοδοηκών μορίων 57 ·  C . 

θέσ η ς 1 \2 ’: θερμοκρασία σταδίου ηρόσδεσης πριμοδοτκών μορίων ββ ·  C.

*2:
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Π ίνακας 19

Αντιδραστήρια RT-PCR από RNA θυρεοειδικών κυττάρων (λήψη με FNA)
Μίγμα I

Αντιδραστήριο 
(διαλύματα stock)

Όγκος για την 
αντίδραση 
β-ακτίνης

Όγκος για την 
αντίδραση 

Fas ή Fas Ligand

Τελική
συγκέντρωση

Αποστειρωμένο νερό 0,5 μΙ 0,5

Μίγμα dNTPs 

(10 mM κάθε dNTP)

4 μΙ 4 μΙ 0,2 mM

Διάλυμα DTT 2,5 μΙ 2,5 μΙ 5 mM

Αναστολέας RNAaouiv 1 μΙ 1 μΙ 5 U

Πριμοδοτικό μόριο 1 

(forward)

1 μΙ 0,4 μΜ

Πριμοδοτικό μόριο 2 

(reverse)

1 μΙ 0,4 μΜ

Μίγμα πριμοδοτικών 

μορίων β-ακτίνης

2 μΙ 0,4 μΜ 

(το κάθε ένα)

Συνολικός όγκος 10 μΙ 10 μΙ

Μίγμα II
Αντιδραστήριο Όγκος για την 

αντίδραση 
β-ακτίνης

Όγκος για την 
αντίδραση 

Fas ή Fas Ligand

Τελική
συγκέντρωση

αποστειρωμένο νερό 14 μΙ 14 μΙ

ρυθμιστικό διάλυμα 

PCR (5χ)

10 μΙ 10 μΙ 1χ

Μίγμα ενζύμων 1 μΙ 1 μΙ

Συνολικός όγκος 25 μΙ 25 μΙ
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1 2 3 4  5 Ο Ν Α
Marker

Εικόνα 72

iί
ο

I

Αντιδράσεις RT-PCR που ττραγμστοττοκ)θηκσν για την ανίχνευση Pas mRNA

σε δείγματα FNA

Α. Οι θέσεις 1,4,5 προέρχονται από δείγματα οσθενών με MTG. ενώ οι θέσεις 2,3 από δείγματα 

ασθενών με ΗΤ. Η θερμοκροσια σταδίου πρόσθεσης πριμοδοτκών μορίων ήταν 55 * C γιο 

όλο τα δείγματα Το αναμενόμενο προϊόν (255 bp) διακρίνει® στα δείγματα 2.3 

Β. Οι θέσεις 1-5 αντιστοιχούν σε αντιδράσεις ελέγχου απομόνωσης RNA με εκκινητές {^ακτίνης 

(προϊόν 587 bp).
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1 2 3 4 DNA
Marker

Εικόνα 73

Αντιδράσεις R T -P C R  που πραγματοποιήθηκαν για την ανίχνευση F as  και FasL m RNA

σε δείγματα FNA

Οι θέσεις 1-7 προέρχονται από δείγματα ασθενών με NTG (θερμοκρασία πρόσδεσης 
πριμοδοτικών μορίων 55° C). Το προϊόν της αντίδρασης είναι τμήμα DNA 192 bp.

Οι θέσεις 1,2 αντιστοιχούν σε δείγματα ασθενών με ΗΤ, η θέση 3 σε δείγμα ασθενούς με NTG 

και η θέση 4 σε δείγμα RNA από κύτταρα αίματος στο οποίο διαπιστώθηκε έκφραση FasL 

oiRNA σε προηγούμενη αντίδραση RT-PCR. Από τα δείγματα FNA, το αναμενόμενο προϊόν 

(1018 bp) διακρίνεται σε αυτά που αντιστοιχούν σε ασθενείς με ΗΤ (θερμοκρασία 
πρόσδεσης πριμοδοτικών μορίων 60° C).
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2.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Με βάση τα αποτελέσματα που προσναφέρθηκσν στα κεφάλαια 2.1-2.3,
καταλήγουμε στα επιγραμματικά συμπεράσματα που σναφέρονται στη συνέχεια.
1) Στα δείγματα ΗΤ, η οποία έχει συσχετιστεί με αυξημένα επίπεδα απόπτωσης, 

διαπιστώθηκε:
Λνοσοκυπαοοϊπυικά
• υψηλότερος δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα 

ασθενών με ενεργό ΗΤ (βαθμός 3). συγκριτικά με ασθενείς που ήταν στη 
χράνια φάση της νόσου (βαθμός 2) και ασθενείς με NTG

•  χαμηλός δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Βϋ>2 (βαθμός 1) στα θυρεοειδικά 
κύπαρα

Με την τεχνικά RT-PCR

•  έκφραση Fas και FasL mRNAs

•  ελαπωμένα επίπεδα διαλυτής πρωτεΐνης sFas στον ορό των ασθενών που 
ήταν στην ενεργό φάση της νόσου και φυσιολογικά στον ορό των ασθενών με 
χρόνια ΗΤ, συγκριτικά με φυσιολογικά άτομα.

2) Στα δείγματα NTG, η οποία έχει συσχετιστεί με χαμηλά επίπεδα απόπτωσης, 
διαπιστώθηκε:

Α νοσοκυπαροκηρικά

•  χαμηλότερος δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα 
σε κολλοειδείς και αδενωμστώδεις όζους (βαθμός 1). συγκριτικά με κυστικούς 
όζους (βαθμός 2) και ασθενείς με ΗΤ

•  χαμηλός δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Bd-2 σε κολλοειδή και κυσηκά 
οζίδια (βαθμός 1), αλλά υψηλός σε αδενωμστώδη οζίδια (βαθμός 3).

Με την τεννική RT-PCR

•  έκφραση sFas mRNA ενώ δεν σνιχνεύτηκε έκφραση Fas και FasL mRNAs,
Με ELISA
•  αυξημένα επίπεδα sFas στον ορό συγκρπικά με τους ασθενείς με ΗΤ και
•  φυσιολογικά άτομα
3) Στην πλειοψηφία ασθενών και υγιών ατόμων, με τη μέθοδο ELISA  

διαπιστώθηκε όπ τα επίπεδα της διαλυτής πρωτεΐνης sFasL στον ορό ήταν 
χαμηλά έως μη ανιχνεύσιμα και σύμφωνα με τα δεδομένα της βιβλιογραφίας 
θεωρήθηκαν φυσιολογικά.
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ΜΕΡΟΣ ΤΡΙΤΟ

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Μεταξύ των ασθενειών που έχουν συσχετιστεί τα τελευταία χρόνια με την 
απόπτωση συμπεριλαμβάνονται και οι παθήσεις του θυρεοειδούς αδένα 
(Andrikoula and Tsatsouiis 2001. review). Η οδός Fas-Fas Ligand έχει σναδειχθεί 
μία από τις κύριες οδούς επαγωγής απόπτωσης στο θυρεοειδή, παραμένουν, 
όμως, αδιευκρίνιστοι οι μηχανισμοί έναρξης και ρύθμισης αυτής της διαδικασίας 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε κάθε νόσο.

Ο υποδοχέας Fas είναι διαμεμβρσνική πρωτεΐνη τύπου I με MB 45 kOa 
(Nagata 1994), η οποία αποτελείται από 335 αμινοξέα και κωδικοποιείται από το 
γονίδιο fas του ανθρώπινου χρωμοσώματος 10. Η πρωτεΐνη Fas διαθέτει μία 
σηματοδοτική αλληλουχία στο αμινοτελικό της άκρο, ένα εξωκυπάριο τμήμα με 
τρεις πλούσιες σε κυστεΐνη υποπεριοχές, ένα υδρόφοβο διαμεμβρσνικό τμήμα και 
μία κυτταροπλασμστική ουρά στο καρβοξυτελικό της άκρο (Itoh και συν. 1991). 
Το προσδετικό μόριο του υποδοχέα Fas. γνωστό ως Fas ligand (FasL). είναι 
διαμεμβρανική πρωτεΐνη τύπου II με MB 40 kOa και κωδικοποιείται από το 
γονίδιο Fas Ligand που βρίσκεται στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 1. Για την 
πρόκληση απόπτωσης είναι απαραίτητη η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Fas είτε 
μέσω anti-Fas αντισώματος είτε μέσω της πρωτεΐνης FasL (Yonehara και συν. 
1989, Suda και συν. 1993).

Η διεθνής βιβλιογραφία αναφέρει αντιφατικά αποτελέσματα σχετικά με την 
έκφραση των πρωτεϊνών Fas και Fas Ligand στα θυρεοειδικά κύτταρα, τα οποία 
προφανώς έγκεινται σε διαφορετικούς πειραματικούς τρόπους προσέγγισης 
βιολογικών και μη υλικών. Απαιτούνται, συνεπώς, περαιτέρω μελέτες για να 
διεκρινιστεί ο τρόπος ρύθμισης της έκφρασης του υποδοχέα Fas και του 
αντίστοιχου προσδεπκού μορίου Fas Ligand (FasL) στα θυρεοειδικά κύτταρα 
(Andrikoula and Tsatsouiis 2001, review).

Οι περισσότερες μελέτες αφορούν το ρόλο της Fas-επσγόμενης 
απόπτωσης στην αυτοάνοση θυρεοειδική νόσο (ΑΠΌ) (Thompson 1995, Baker 
1999). Οι διαφορές στην έκφραση των πρωτεϊνών Fas και FasL συσχετίζονται με 
την ετερογένεια των φαινοτύπων που παρατηρούνται στην AITD και πιστεύεται
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ότι καθορίζουν τα δύο διαφορετικά κλινικά σύνδρομα με τα οποία εκδηλώνεται 

αυτή η νόσος, τη θυρεοειδίτιδα Hashimoto (ΗΤ) και τη νόσο Graves’ (GD).

Επιδημιολογικές και μεταβολικές μελέτες, που διεξήχθησαν περισσότερα 

από 30 χρόνια πριν, έδειξαν ότι η βρογχοκήλη από ανεπάρκεια ιωδίου αποτελεί 

ενδημικό πρόβλημα στην Ελλάδα, και ειδικότερα στην ορεινή περιοχή της 

Ηπείρου. Η επίπτωση της βρογχοκήλης σε παιδιά της σχολικής ηλικίας που 

κατοικούσαν σ ' αυτή την περιοχή διαπιστώθηκε στο 40-60% (Malamos, Miras και 

συν. 1966, Malamos, Koutras και συν. 1966). Η πλειοψηφία αυτών των οζιδίων 

είναι μη νεοπλασματικά, ενώ μόνο το 5-30% είναι κακοήθη και απαιτούν 

χειρουργική επέμβαση (Hemrius and Huysmans 1998). Ο κύριος σκοπός της 

βιοψίας FNA είναι να ταυτοποιήσει τα οζίδια που χρειάζονται χειρουργική 

επέμβαση και να ελαττώσει στο σύνολο τον αριθμό των θυρεοειδεκτομών σε 

ασθενείς με καλοήθη διαταραχή του θυρεοειδούς.

Ενώ έχουν δημοσιευτεί πολλές μελέτες σχετικά με το ρόλο της απόπτωσης 

στην AITD, είναι λίγες αυτές που διερευνούν το ρόλο της στην παθογένεια της μη 

τοξικής βρογχοκήλης. Οι περισσότερες εργασίες αφορούν επίμυες στους οποίους 

έχει προκληθεί η δημιουργία βρογχοκήλης με βρογχοκηλογόνες ουσίες, ή τομές 

θυρεοειδικού ιστού από ασθενείς που υποβλήθηκαν σε χειρουργική επέμβαση 

θυρεοειδούς. Η πλειοψηφία των ασθενών με οζώδη θυρεοειδική νόσο δεν χρήζει 

χειρουργικής αντιμετώπισης. Οι ασθενείς αυτοί υποβάλλονται για διαγνωστικούς 

λόγους σε παρακέντηση θυρεοειδούς αδένα δια λεπτής βελόνης (FNA), και το 

υλικό που λαμβάνεται αποστέλλεται για κυτταρολογική εξέταση.

Η μελέτη επομένως του δείγματος FNA που λαμβάνεται από τους 

παραπάνω ασθενείς, παράλληλα με τη διαγνωστική του αξία, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση της έκφρασης αποπτωτικών δεικτών στα 

θυρεοειδικά τους κύτταρα.

Στο πρώτο στάδιο της παρούσας μελέτης, με την μεθοδολογία της 

ανοσοκυτταροχημείας και τη χρήση ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων, 

μελετήθηκε η έκφραση της αποπτωτικής πρωτεΐνης Fas και της αντιαποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-2 στα θυρεοειδικά κύτταρα σε υλικό FNA από ασθενείς με οζώδη 

θυρεοειδική νόσο, είτε αυτοάνοσης (ΗΤ) είτε μη αυτοάνοσης αιτιολογίας (NTG). 

Από τα μέχρι τώρα βιβλιογραφικά δεδομένα είναι η πρώτη μελέτη που 

παρουσιάζει τις μεταβολές που θα αναφερθούν στη συνέχεια σε υλικό 

παρακέντησης FNA του θυρεοειδούς.
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Η έκφραση της πρωτινής Fas στην οζώδη θυρεοειδική νόσο

Ο δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Fas ήταν υψηλότερος (βαθμός 3) σε 
δείγματα με ενεργό ΗΤ και σχετικά με αυτά χαμηλότερος (βαθμός 2) σε δείγματα 
χρόνιας ΗΤ (Andrikoula and Tsatsoulis 2001).

Σε παλαιότερες μελέτες, με τεχνικές όπως η κυτιαρομετρίσ. η 
ανοσοαποτύπωση, η RT-PCR και η ανοσοΐστοχημεία σε τομές θυρεοειδικού 
ιστού, διαπιστώθηκε αυξημένη έκψροση Fas σε κύτταρα ασθενών με ΗΤ σε 
σύγκριση με ασθενείς με μη τοξική βρογχοκήλη (Non Toxic Goiter. NTG) 
(Hammond και συν. 1997. Giordano και συν. 2001, Mitsiades και συν. 1998. 
Stassi και συν. 2000). Σε καλλιέργειες κυττάρων ανθρώπινου γλοκύμστος. μετά 
από επίδραση με κυττσροκίνες όπως η INF-γ. η ΙΜ β . ή ο TNF-α. διαπιστώθηκε 
αύξηση της έκφρασης Fas. επίσης, και αύξηση της ευαισθησίας των κυττάρων 
αυτών να οδηγούνται σε απόπτωση επαγόμενη από αντίσωμα ant>-Fas (Wetter 
και συν. 1994). Τα ευρήματα αυτό επιβεβαιώθηκαν αργότερα και σε καλλιέργειες 
θυρεοειδικών κυττάρων υγιών ατόμων ή ασθενών με GO (Kawakamt και συν. 
1996). Στη θυρεοειδίτιδα, πιθανή πηγή κυτταροκινών είναι τα λεμφοκύτταρα που 
διηθούν τον αδένα (Watson και συν. 1994). Άλλη ομάδα ερευνητών ανίχνευσε 
έκφραση Fas σε θυρεοειδικά κύτταρα ασθενών με NTG μόνο ύστερο από 
επίδραση με IL-Ιβ  (Giordanno και συν. 1997).

Σε συμφωνία με τα προηγούμενο αποτελέσματα, στην παρούσα μελέτη 
διευκρινίστηκε μια διαφορετική εικόνα όσον αψορά στην έκφραση της πρωτεΐνης 
Fas σε ασθενείς με NTG σε σύγκριση με αυτή της ΗΤ. Συγκεκριμένα, ανιχνεύτηκε 
πρωτεΐνη Fas σε όλους τους ασθενείς με NTG. αλλά σε χαμηλά επίπεδα 
(Andrikoula and Tsatsoulis 2001). Αναλυτικά, στους κολλοειδείς και 
αδενωμστώδεις όζους, ο δείκτης έκφρασης της πρωτεΐνης Fas ήταν ο 
χαμηλότερος από όλες τις ομάδες ασθενών (βαθμός 1). Από την ομάδα, όμως, 
των κυσπκών όζων 4 από τα 6 δείγματα παρουσίασαν σχετικά υψηλότερη 
έκφραση πρωτεΐνης Fas 2 σε σύγκριση με τους υπόλοιπους όζους της NTG  
(βαθμός 2). Στα παραπάνω 4 δείγματα των κυσπκών όζων. η κυτταρολογική 
εξέταση έδειξε την παρουσία λεμφοκυττάρων. Αυτό οδηγεί στο εύλογο 
συμπέρασμα όπ η παρουσία των λεμφοκυττάρων, με την απελευθέρωση 
κυτταροκινών. ευθύνεται για την αυξορρύθμιση του υποδοχέα Fas στα
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θυρεοειδικά κύπαρα. Μεγαλύτερος αριθμός ασθενών και ο έλεγχος με ίη vitro 

πειράματα θα φωτίσει περισσότερο τη θεωρία αυτή, η οποία θα αποτελέσει ένα 

νέο κεφάλαιο της μελέτης μας.

Όπως δείχνουν παλαιότερες μελέτες, ενώ σε θυρεοειδείς αδένες με NTG 

ανιχνεύονται χαμηλά επίπεδα απόπτωσης, σε αδένες με θυρεοειδίτιδα Hashimoto 

διαπιστώνονται αυξημένα επίπεδα απόπτωσης, έως και 22%, στην περιφέρεια 

περιοχών διηθημένων με λεμφοκύτταρα (Kotani και συν. 1995, Hammond και 

συν. 1997, Giordano και συν. 1997, Hiromatsu και συν. 1999). Ο αριθμός των 

αποπτωτικών κυπάρων είναι ελαττωμένος σε άθικτα θυλάκια μακριά από τα 

βλαστικά κέντρα (Kotani και συν. 1995, Hammond και συν. 1997). Τα διαφορετικά 

επίπεδα απόπτωσης μεταξύ των δειγμάτων, αποδίδονται στη φάση της νόσου 

και/ή στην έκταση της λεμφοκυτταρικής διήθησης (Kotani και συν. 1995, 

Hammond και συν. 1997, Giordano και συν. 1997, Koga και συν. 1999, Tanimoto 

και συν. 1995). Ανοσοϊστοχημικές αναλύσεις επιβεβαίωσαν ότι αυτή η διαδικασία 

περιορίζεται κυρίως στα θυρεοειδικά κύπαρα, ενώ τα ενδοθυρεοειδικά 

λεμφοκύπαρα τείνουν να παραμείνουν άθικτα (Giordano και συν. 1997).

Στην άλλη μορφή AITD, τη GD, ανιχνεύονται χαμηλά επίπεδα απόπτωσης 

(0-5%), παρόλο που έχει διαπιστωθεί έκφραση των πρωτεϊνών Fas και FasL στα 

θυρεοειδικά κύτταρα ασθενών με τη νόσο αυτή (Hammond και συν. 1997, 

Hiromatsu και συν. 1999, Labat-Moleur και συν. 1999). Τα αποτελέσματα αυτά 

καθώς και τα υψηλότερα επίπεδα πρωτεΐνης Bcl-2 σε σύγκριση με αντίστοιχα 

κύτταρα ασθενών με ΗΤ (Hiromatsu και συν. 1999, Giordano και συν. 2001), 

συνηγορούν στο ότι στους θυρεοειδείς αδένες με GD κυριαρχεί ένα 

αντιαποπτωτικό περιβάλλον (milieu). Τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης FasL 

ήταν παρόμοια σε θυρεοειδικά κύτταρα ασθενών με GD, φυσιολογικών ατόμων 

και ασθενών με NTG. Αυτό φαίνεται να εξηγεί την έλλειψη ιστικής καταστροφής σ’ 

αυτούς τους αδένες, καθώς πιστεύεται ότι τα θυρεοειδικά κύπαρα με την έκφραση 

FasL πιθανότατα προστατεύονται από τα αυτοαντιδρώντα λεμφοκύπαρα.

Η διαταραχή της ισορροπίας στην έκφραση των πρωτεϊνών Fas και FasL 

μπορεί να μετατρέψει έναν αρχικά προστατευτικό σε έναν δυνητικά καταστροφικό 

μηχανισμό, όπως συμβαίνει στη ΗΤ, όπου υπερεκφράζονται και οι δύο πρωτεΐνες 

(Giordano και συν. 1997). Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η ταυτόχρονη έκφρασή 

τους στην επιφάνεια γειτονικών θυρεοειδικών κυπάρων φαίνεται ότι πυροδοτεί 

την αμοιβαία (=fratricidal) απόπτωση των θυρεοειδικών κυττάρων. Ο μηχανισμός
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αυτός αποδεικνύεται σημαντικός για την καταστροφή των θυρεοαδικών κυττάρων 
στη ΗΤ (Williams 1997).

Η έκφραση της π ρω τεΐνης Fas Ligand στην οζώ δη θυρεοειδική νόσο

Η έκφραση της πρωτεΐνης Fas ligand (FasL) αναφέρθηκε αρχικά μόνο σε 
ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα που μετέχουν στην κυτταρική ανοσία, καθώς και σε 
κύτταρα ιστών, όπως είναι οι οφθαλμοί, οι όρχεις. ο εγκέφαλος και πλακούντας 
που χαρακτηρίζονται «ανοσολογικά προνομιούχοι» (immune-pnvileged) (Bellgrau 
και συν. 1995. Watanabe και συν. 1997. Griffith και συν. 1995). Τα κύτταρα των 
παραπάνω ιστών, προστατεύονται από τα κυπαροτοξικά Τ-κύτταρσ μέσω της 
έκφρασης του μορίου FasL. της σύνδεσής του στον υποδοχέα Fas των 
λεμφοκυττάρων και της επαγωγής της απόπτωσης στα Τ-κύτταρα.

Στη δική μας μελέτη, η ανίχνευση του Fast mRNA με την τεχνική RT-PCR, 
έδωσε θετικά αποτελέσματα στους ασθενείς με ΗΤ. αλλά αρνητικά στους 
ασθενείς με NTG.

Στο παρελθόν, η πρωτεϊνική ανίχνευση του FasL στα θυρεοειδικά κύτταρα 
έδωσε αντιφατικά αποτελέσματα ανάλογα με τα χρησιμοποιούμενα κάθε φορά 
αντισώματα (Rymaszewski και συν. 1997). Μελέτη των Giordano και συν. (1997) 
έδειξε συνεχή έκφραση του FasL σε θυρεοειδικά κύτταρα από ιστούς τόσο με ΗΤ 
όσο και με NTG. Πρόσφατες μελέτες με ειδικά αντιδραστήρια και τη χρήση της 
ανοσοϊστοχημείας (Mitsiades και συν. 1998). της ανοσοσποτύπωσης (Stassi και 
συν. 2000, Giordano και συν. 2001), της FACS ανάλυσης και της RT-PCR  
(Giordano και συν. 2001) έδειξαν αυξημένη έκφραση FasL σε θυρεοειδικά 
κύπαρα ΗΤ σε σύγκριση με φυσιολογικά κύτταρα του αδένα. Αυτό θα μπορούσε 
να αποτελεί επιβεβαίωση της αρχικής υπόθεσης ότι υπάρχει κάποιος 
υποκείμενος αυτοκρινής μηχανισμός θανάτου του αυτοάνοσου θυρεοειδικού 
κυττάρου σ’ αυτή την παθολογική κατάσταση (Giordano και συν. 1997). Στην 
πρόσφατη διεθνή βιβλιογραφία σναφέρονται αποτελέσματα σχετικά με την 
έκφραση του μορίου FasL και με in situ και με in vitro πειράματα σε GD και σε 
NTG (Hiromatsu και συν. 1999, Stassi και συν. 2000, Giordano και συν. 2001).

Εξαιτίας της έκφρασης Fas και FasL στα θυρεοειδικά κύτταρα προέκυψε η 
υπόθεση όπ ο κυτταρικός θάνατος θα μπορούσε να προκαλείται στιγμιαία σε 
γειτονικά θυρεοειδικά κύτταρα (Giordano και συν. 1997). Παρόλα αυτά, δεν έχει
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παρατηρηθεί in vivo μαζική απόπτωση. Αντίθετα, φαίνεται ότι η απόπτωση και η 

καταστροφή του θυρεοειδούς επέρχονται σταδιακά (Tanimoto και συν. 1995, 

Kotani και συν. 1995, Hammond και συν. 1997). Οι ενδείξεις αυτές θέτουν υπό 

αμφισβήτηση την παραπάνω υπόθεση για αλληλοκαταστροφή γειτονικών 

θυρεοειδικών κυττάρων.

Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης είναι σε συμφωνία με την παλαιότερη 

μελέτη των Mitsiades και συν. (1998), οι οποίοι με τις τεχνικές ανοσοϊστοχημεία 

και RT-PCR, καταλήγουν στο ότι τα θυλακιώδη κύτταρα στη ΗΤ υφίστανται 

απόπτωση μέσω αυξορρύθμισης του Fas-FasL και μειορρύθμισης της Bcl-2. 

Αντίθετα, τα λεμφοκύπαρα δεν φαίνεται να μετέχουν στη διαδικασία με το δικό 

τους FasL, δημιουργούν, όμως, το κατάλληλο περιβάλλον κυπαροκινών για την 

αύξηση της έκφρασης Fas-FasL και την πυροδότηση της απόπτωσης.

Σε φυσιολογικά δείγματα έχει διαπιστωθεί με ανοσοϊστοχημικές μεθόδους 

και RT-PCR ασθενώς θετική και όχι συνεχής έκφραση FasL (Stokes και συν. 

1998, Hiromatsu και συν. 1999, Mitsiades και συν. 1998, Mitsiades και συν.

2000), όσο και με ανοσοαποτύπωση (Mitsiades και συν. 2000).

Με βάση τη μελέτη των Giordano και συν. (1997), ο θυρεοειδής αδένας 

θεωρήθηκε αρχικά ως ανοσολογικά προνομιούχος ιστός (immune-privileged) 

όπως οι ιστοί των οφθαλμών και των όρχεων, λόγω της έκφρασης FasL. Από τις 

μελέτες, όμως, που ακολούθησαν καταλήγουμε στο συμπέρασμα ότι στην 

πραγματικότητα ο φυσιολογικός θυρεοειδικός ιστός δεν έχει τέτοια ιδιότητα, 

αντίθετα, αποτελεί συχνά στόχο αυτοάνοσης καταστροφής.

Ο ρόλος των διαλυτών πρωτεϊνών sFas και sFasL στην απόπτωση των 
θυρεοειδικών κυττάρων

Το ανθρώπινο γονίδιο fas αποτελείται από εννέα εξόνια και οκτώ ιντρόνια 

(Liu και συν. 1995). Πρόσφατες μοριακές μελέτες περιγράφουν ένα παράλλαγμα 

Fas mRNA, που προκύπτει κατά το εναλλακτικό μάτισμα από εξάλειψη του 

εξονίου 6, το οποίο κωδικοποιεί τη διαμεμβρανική περιοχή του υποδοχέα Fas. 

Κατά συνέπεια, το παράλλαγμα αυτό (FasATM) κωδικοποιεί ένα μόριο Fas χωρίς 

τη διαμεμβρανική του περιοχή, που κυκλοφορεί ως διαλυτή πρωτεΐνη και είναι 

γνωστό ως soluble Fas (sFas) (Cheng και συν. 1994, Liu και συν. 1995). Η 

πρωτεΐνη sFas μπορεί να συνδεθεί με το μόριο FasL παρεμποδίζοντας την
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αλληλεπίδρασή του με τον υποδοχέα Fas και προστατεύοντας μ* αυτόν τον 
τρόπο τα κύτταρα από τη Fas-επαγόμενη απόπτωση (Cheng και συν. 1994).

Σκοπός της εφαρμογής της τεχνικής ELISA ήταν η διερεύνηση των 
επιπέδων των διαλυτών πρωτεϊνών sFas και sFas Ligand στον ορό ασθενών με 
NTG και ΗΤ, καθώς και η σύγκρισή τους με τα αντίστοιχα επίπεδα των 
φυσιολογικών ατόμων.

Με βάση τα υπερηχογραφικά ευρήματα και πς δοκιμασίες θυρεοειδικής 
λειτουργίας, οι ασθενείς με ΗΤ ταξινομήθηκαν σε δύο υποομάδες: μία ομάδα 
ασθενών στην ενεργό φάση της νόσου με υποκλινικό υποθυρεοειδισμό και 
υψηλά επίπεδα αντισωμάτων anti-TPO και μία ομάδα ασθενών στη χρόνια φάση 
της νόσου, με μακροχρόνιο υποθυρεοειδισμό υπό αγωγή υποκατάστασης με 
θυροξίνη.

Η μελέτη αυτή έδειξε ότι. σε σύγκριση με τα φυσιολογικά άτομα, τα 
επίπεδα sFas στον ορό είναι υψηλότερα στους ασθενείς με NTG και χαμηλότερα 
στους ασθενείς με ΗΤ στην ενεργό φάση της νόσου. Αντίθετα, οι ασθενείς με 
χρόνια ΗΤ είχαν παρόμοια επίπεδα πρωτεΐνης sFas με τους υγιείς. Στους 
ασθενείς με ΗΤ. διαπιστώθηκε αντίστροφη εξάρτηση των επιπέδων sFas από τα 
επίπεδα των αντισωμάτων anti-TPO στον ορό. Από την άλλη πλευρά, δε 
διαπιστώθηκε εξάρτηση των ίδιων επιπέδων από τα επίπεδα TSH. Σε αντίθεση 
με προηγούμενη μελέτη στην οποία εφαρμόστηκε η ίδια τεχνική ELISA (Setshima 
και συν. 1996), τα αποτελέσματα αυτής της εργασίας δεν έδειξαν εξάρτηση των 
επιπέδων sFas από την ηλικία ή το φύλο των εξεταζόμενων ατόμων.

Παραμένει ακόμη υπό διερεύνηση εάν τα αυξημένα επίπεδα sFas είναι 
αποτέλεσμα της αυξημένης παραγωγής sFas στα θυρεοειδικά κύτταρα και 
ενδοθυρεοειδικά λεμφοκύτταρα, ή του αυξημένου αριθμού αυτών των κυττάρων. 
Παρόλο που η επαγωγή παραγωγής της πρωτεΐνης sFas από κυπαροκίνες 
(Hiromatsu και συν., 1999) φαίνεται να στηρίζει την πρώτη άποψη, είναι πιθανός 
και ο δεύτερος μηχανισμός, καθώς η υπερτροφία και η υπερπλασία των 
θυρεοειδικών κυττάρων είναι χαρακτηριστικά της NTG.

Επομένως, στο δεύτερο στάδιο της παρούσας μελέτης διαπιστώθηκε, για 
πρώτη φορά, ότι η συγκέντρωση της πρωτεΐνης sFas είναι αυξημένη σε ασθενείς 
με NTG, μια πάθηση που έχει συσχετιστεί με χαμηλή έκφραση του υποδοχέα Fas 
στα θυρεοειδικά κύτταρα. Αντίθετα, η συγκέντρωση της πρωτεΐνης sFas είναι 
μειωμένη στην ενεργό φάση της ΗΤ. που συσχετίζεται με υψηλά ποσοστά



απόπτωσης, ενώ επανέρχεται στα επίπεδα των φυσιολογικών ατόμων στη χρόνια 

φάση της νόσου, κατά την οποία τα θυρεοειδικά κύπαρα έχουν καταστραφεί 

μέσω απόπτωσης (Andrikoula και συν. 2002, υπό κρίση). Τα αποτελέσματα αυτά 

συμφωνούν με προηγούμενη μελέτη (Shimaoka και συν. 1998), στην οποία 

βρέθηκαν ελαπωμένα επίπεδα sFas σε ευθυρεοειδικούς ασθενείς με ΗΤ (που 

ήταν προφανώς στην ενεργό φάση της νόσου), αλλά φυσιολογικά επίπεδα της 

ίδιας πρωτεΐνης σε ασθενείς με ΗΤ που έχουν γίνει υποθυρεοειδικοί.

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, στο πρώτο στάδιο της μελέτης αυτής 

διαπιστώσαμε με ανοσοκυτταροχημεία χαμηλό δείκτη έκφρασης του υποδοχέα 

Fas (βαθμός 1) στην επιφάνεια των θυρεοειδικών κυττάρων των ασθενών με 

NTG. Αντίθετα, ο δείκτης έκφρασης του υποδοχέα Fas βρέθηκε υψηλότερος 

στους ασθενείς με ενεργό ΗΤ (βαθμός 3), ενώ σε σύγκριση με αυτούς, ήταν 

χαμηλότερος στους ασθενείς με χρόνια ΗΤ (βαθμός 2) (Andrikoula και συν.

2001).

Από τα ευρήματα και των δύο τεχνικών (ELISA και ανοσοκυτταροχημείας), 

συμπεραίνουμε ότι υπάρχει αντίστροφη συσχέτιση των επιπέδων sFas στον ορό 

και του βαθμού έκφρασης της πρωτεΐνης Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα 

(Andrikoula και συν. 2002, υπό κρίση).

Παλαιότερες πειραματικές μελέτες in vitro, έδειξαν ότι η ενεργοποίηση 

περιφερικών μονοπύρηνων κυττάρων του αίματος προκάλεσε αύξηση της 

έκφρασης του υποδοχέα Fas και ταυτόχρονη ελάπωση της έκφρασης της 

διαλυτής πρωτεΐνης sFas στα κύπαρα αυτά. Κατά συνέπεια, η διαφορική 

έκφραση των παραλλαγμάτων Fas mRNA, τα οποία προκύπτουν από το 

εναλλακτικό μάτισμα διαφαίνεται ότι επηρεάζει τη Fas-επαγόμενη αποπτωτική 

διαδικασία ρυθμίζοντας την παραγωγή της μεμβρανικής και της διαλυτής, 

εκκρινόμενης μορφής του υποδοχέα Fas (Liu και συν. 1995).

Επιπλέον, μετά από αυτές τις παρατηρήσεις, δημοσιεύτηκαν μελέτες στις 

οποίες διαπιστώθηκαν με τη μέθοδο ELISA διαφορετικά επίπεδα sFas στις δύο 

μορφές της AITD, οι οποίες συσχετίζονται και με διαφορετικά ποσοστά Fas- 

επαγόμενης απόπτωσης θυρεοειδικών κυττάρων. Συγκεκριμένα, τα επίπεδα sFas 

ήταν αυξημένα σε ασθενείς με GD, μία πάθηση που χαρακτηρίζεται από χαμηλά 

ποσοστά απόπτωσης θυρεοειδικών κυττάρων και ελαπωμένα σε ασθενείς με ΗΤ, 

η οποία αποδίδεται στα αυξημένα ποσοστά απόπτωσης (Hiromatsu και συν. 

1999, Shimaoka και συν. 1998).
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Η διαλυτή μορφή του προσδετικού μορίου του υποδοχέα Fas, γνωστή ως 
sFasL προκύπτει με αποκοπή της πρωτεΐνης FasL από την κυτταρική μεμβράνη 
μέσω μιας μεταλλοπρωτεΐνάσης (Tanaka και συν. 1995). Το μόριο sFasL (MB 26 
kD) έχει την ικανότητα να επάγει την απόπτωση σε Fas-θεπκά κύτταρσ-στόχους 
(Suda και συν. 1995, Hosaka και συν. 1998), γι' αυτό θεωρείται ότι λειτουργεί ως 
παθολογικός παράγοντας στη συστηματική ιστική καταστροφή (Tanaka και συν.
1995). Πιστεύεται ότι η μη φυσιολογική ή εκτεταμένη ενεργοποίηση Τ-κυττάρων 
ττροκαλεί την παραγωγή της πρωτεΐνης sFasL. η οποία μπορεί να έχει δυσμενείς 
επιπτώσεις για τον άνθρωπο. Τα επίπεδα sFasL έχουν βρεθεί αυξημένα στον 
ορό ασθενών με αιματολογικά ή ρευματικά νοσήματα, με συμφορητική καρδιακή 
ανεπάρκεια ή ανεπάρκεια πολλαπλών οργάνων (Viard και συν. 1998. Sato και 
συν. 1996, Nozawa και συν. 1997, Toyozaki και συν. 1998. Hon και συν. 1999, 
Matute-Bello και συν. 1999), ενώ ταυτόχρονα με την αύξηση των επιπέδων 
sFasL, διαπιστώθηκε αύξηση της ηπστικής δυσλειτουργίας (Taieb και συν. 1998) 
και της καταστροφής των νεφρών (Ortiz και συν. 1999. Sano at a!. 1998).

Για τη διερεύνηση των επιπέδων sFasL στον ορό των ασθενών με NTG  
και ΗΤ της παρούσας μελέτης, εφαρμόστηκε η τεχνική ELISA. Στην πλειοψηφία 
των ασθενών τα επίπεδα sFas ήταν χαμηλότερα από 0.12 ng/ml. που ήταν το 
κατώτερο όριο ανίχνευσης της μεθόδου. Τα ευρήματό αυτά συμφωνούν με 
προηγούμενη μελέτη, όπου αναφέρονται μη ανιχνεύσιμα επίπεδα sFasL σε 
φυσιολογικά άτομα, αλλά και σε ασθενείς με επιπλοκές λόγω σακχαρώδους 
διαβήτη, στους οποίους διαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων sFas (GuiHot et at 
2001).

Η έκφραση της π ρ ω τ^ η ς  B ci-2 στην οζώ δη θυρεοειδική νόσο

Οι αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες της οικογένειας Bd-2 δεν είναι πλήρως 
αποδεκτό ότι μπλοκάρουν ειδικά τη Fas-επαγόμενη απόπτωση (Owen-Schaub 
και συν. 1994). Θεωρείται ότι μπλοκάρουν την απόπτωση που προκαλείται από 
ακτινοβολία, φάρμακα ή καταστροφή DNA (Sentman και συν. 1991. Dbaibo και 
συν. 1997), γεγονός το οποίο πιθανολογεί το ρόλο της πρωτεΐνης Bd-2 στην 
παθολογία του θυρεοειδούς και τη σχέση της με τη ΗΤ, τη GO και το θυρεοειδικό 
καρκίνο (Basolo και συν. 1997, Yang και συν. 1997). Σε διαφορετικές παθήσεις 
του θυρεοειδούς διαπιστώνονται διαφορές στην έκφραση Bd-2, χωρίς όμως.
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αυτή να ρυθμίζεται από τις TSH, IFN-γ, ή IL-1 β (Kawakami και συν. 1996). Σε 

θυρεοειδικούς καρκίνους η έκφραση της Bcl-2 φαίνεται να σχετίζεται με το βαθμό 

διαφοροποίησης των κυττάρων (Hockenberry και συν. 1991, Lombardi and 

Frigerio 1997).

Στην παρούσα μελέτη, διαπιστώθηκαν διαφορές στην έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-2 μεταξύ των διαφορετικών υποομάδων των ασθενών με NTG. Τα 

επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης ήταν χαμηλά σε ασθενείς με κολλοειδή οζώδη 

βρογχοκήλη και σε ασθενείς με κυστική εκφύλιση όζου. Αντίθετα, τα επίπεδα 

έκφρασής της ήταν υψηλά σε μονήρεις αδενωματώδεις καλοήθεις όζους 

(Andrikoula et al 2001). Αυτή η διαφορετική έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 μπορεί 

να σχετίζεται με διαφοροποίηση των όζων σε κολλοειδείς και αδενωματώδεις.

Σύμφωνα με τα δεδομένα της βιβλιογραφίας, η πρωτεΐνη Bcl-2 εκφράζεται 

σε φυσιολογικούς θυρεοειδείς αδένες και σε NTG, αλλά τα υψηλά επίπεδα 

έκφρασής της διαπιστώνονται σε GD (Hammond και συν. 1997, Giordano και 

συν. 1997, Koga και συν. 1999, Hiromatsu και συν. 1999) και σε κακοήθη νόσο 

του θυρεοειδούς (Hockenberry και συν. 1990, Basolo και συν. 1997, Lombardi 

και συν 1997). Αντίθετα, ελαπωμένη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 παρατηρείται 

σε θυρεοειδικά κύτταρα ΗΤ (Kotani και συν. 1995, Hammond και συν. 1997, 

Mitsiades και συν. 1998). Η αιτία της ελαττωμένης έκφρασης αυτού του αντι- 

αποπτωτικού γονιδίου στη ΗΤ παραμένει ακόμα υπό διερεύνηση. Φαίνεται, ότι 

καθοριστικό ρόλο-κλειδί για την πορεία που θα ακολουθήσει το θυρεοειδικό 

κύτταρο παίζει ο λόγος της έκφρασης ανταγωνιστών θανάτου (Bcl-2, Bcl-XL, mcl- 

1) ως προς την έκφραση αγωνιστών θανάτου (Bax, Bak, Bad) τόσο σε 

φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις. Επομένως, σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα των παλαιότερων μελετών, τα θυρεοειδικά θυλακιώδη κύπαρα 

υφίστανται απόπτωση με αυξορρύθμιση των πρωτεϊνών Fas και FasL και 

μειορρύθμιση της πρωτεΐνης Bcl-2.

Παλαιότερες ανοσοϊστοχημικές μελέτες αναφέρουν υψηλή έκφραση 

πρωτεΐνης Bcl-2 σε φυσιολογικούς θυρεοειδείς αδένες (Hammond και συν. 1997, 

Patel και συν. 2000). Σύμφωνα με την άποψη αυτή, τα δικά μας αποτελέσματα 

στηρίζουν την άποψη ότι η πρωτεΐνη Bcl-2 εμφανίζει μειορρύθμιση σε ασθενείς με 

κολλοειδείς όζους, όχι όμως και σε αυτούς με αδενωματώδεις όζους.
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Συμπεράσμστα-Μελλονηκίς προοπτικές

Γίνεται σαφές, επομένως, ότι η λεπτή ισορροπία μεταξύ απόπτωσης και 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού είναι σημαντική για τον έλεγχο της μάζας του 
θυρεοειδούς αδένα. Ο ρόλος της απόπτωσης και η συμμετοχή της οδού Fas έχει 
ήδη μελετηθεί σε ζωίκά μοντέλα βρογχοκήλης κατά τα στάδια της δημιουργίας και 
της υποστροφής της (Tamura και συν. 1998. Riesco και συν. 1998). Τα κύρια 
ευρήματα αυτών των μελετών ήταν ο αυξημένος αριθμός αποπτωτικών κυττάρων 
παράλληλα με έναν αυξημένο αριθμό Fas-θετικών κυττάρων κατά την ανάπτυξη 
και το πρώϊμο στάδιο υποστροφής της βρογχοκήλης καθώς και η συνεχής 
έκφραση του υποδοχέα FasL σε όλη τη διάρκεια του πειράματος (Tamura και 
συν, 1998). Αυτά τα ευρήματα υποδηλώνουν ότι η έκφραση του υποδοχέα Fas 
μπορεί να χρησιμεύσει ως περιοριστικός παράγοντας για την Fas-επσγώμενη 
απόπτωση.

Η μελέτη των Patel και συν (2000) αποκάλυψε υψηλό επίπεδα Bd-2 
σνοσοανπδρασπκότητας σε ζώα τόσο σε φυσιολογικούς θυρεοειδείς αδένες όσο 
και σε αδένες με βρογχοκήλη, επίπεδα που μειώθηκαν αξιοσημείωτα κατά την 
υποστροφή της βρογχοκήλης.

Υπάρχουν δυσκολίες για άμεσες συγκρίσεις μεταξύ των αποτελεσμάτων 
της μελέτης αυτής και των δεδομένων της βιβλιογραφίας που προέρχονται από 
πειραματόζωα. Η διαδικασία της δημιουργίας βρογχοκήλης είναι ταχύτερη στα 
πειραματόζωα από τον άνθρωπο όπως μελετήθηκε το φαινόμενο στα στάδια 
δημιουργίας και υποστροφής της βρογχοκήλης.

Συμπερασματικά, η μειωμένη γενικώς αποτπωπκή δραστηριότητα μέσω 
Fas πιθανώς να δκπαρόσσει το ισοζύγιο κυτταρικού πολλαπλασιασμού· 
απόπτωσης των θυρεοειδικών κυττάρων και να συμβάλλει στην κυτταρική 
υπερπλασία που χαρακτηρίζει την ανθρώπινη βρογχοκήλη. Η διαφορετική 
έκφραση της ρυθμιστικής πρωτεΐνης Bd-2 μπορεί να σχετίζεται με τη 
διαφοροποίηση των θυρεοειδικών όζων σε αδενωμστώδεις και κολλοειδείς.

Αν και υπήρχαν ενδείξεις συνεχούς έκφρασης της πρωτεΐνης Fas σε 
φυσιολογικά θυρεοειδικά κύτταρα (Hiromatsu και συν. 1999, Mitsiades και συν. 
1998), σε νεότερες μελέτες, όπως και στην παρούσα, δεν επιβεβαιώθηκε 
έκφραση αυτής της πρωτεΐνης σε θυρεοειδικά κύτταρα ασθενών με NTG ή GD  
(Hammond και συν. 1997, Bluher και συν. 1999). Τα διαφορετικά ευρήματα
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σχετικά με την έκφραση της πρωτεΐνης Fas μπορεί να οφείλονται στην επιλογή 

των ασθενών που συμπεριλαμβάνονται σε κάθε μελέτη. Είναι γενικώς αποδεκτή 

η αυξημένη έκφραση Fas σε θυρεοειδείς με ΗΤ (Hammond και συν. 1997, 

Mitsiades και συν. 1998, Stassi και συν. 1999).

Η παθοφυσιολογική σημασία των ευρημάτων μας είναι δύσκολο να 

εξακριβωθεί, καθώς δεν έχουμε άμεσα δεδομένα για τις ίδιες παραμέτρους σε 

φυσιολογικούς θυρεοειδείς αδένες. Η δεοντολογία δεν επιτρέπει τη λήψη 

δειγμάτων FNA από φυσιολογικά άτομα, όπου δεν υπάρχει ένδειξη 

παρακέντησης.

Συμπερασματικά, στη NTG, πάθηση που έχει συσχετιστεί με χαμηλά 

ποσοστά απόπτωσης, η παρούσα μελέτη απέδειξε αυξημένα επίπεδα sFas, 

έκφραση sFas mRNA και μειορρύθμιση της έκφρασης του μεμβρανικού 

υποδοχέα Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα. Αντίθετα, στη ΗΤ, πάθηση που έχει 

συσχετιστεί με υψηλά ποσοστά απόπτωσης, διαπιστώθηκε χαμηλή συγκέντρωση 

πρωτεΐνης sFas σε όσους ήταν στην ενεργό φάση της νόσου, έκφραση Fas 

mRNA και αυξορρύθμιση του μεμβρανικού υποδοχέα Fas. Η συγκέντρωση της 

πρωτεΐνης sFas φαίνεται ότι επανέρχεται στα φυσιολογικά επίπεδα κατά τη 

χρόνια φάση της νόσου, όταν έχει ήδη συμβεί ολοκληρωτική καταστροφή των 

θυρεοειδικών κυπάρων. Καταλήγουμε επομένως, στο συμπέρασμα ότι υπάρχει 

μια αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων sFas και της αποπτωτικής 

δραστηριότητας των θυρεοειδικών κυττάρων.

Αν ερμηνεύσουμε τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης λαμβάνοντας 

υπόψιν τη μελέτη των Liu και συν. (1995) για τη διαφορική έκφραση των 

παραλλαγμάτων Fas mRNA, καταλήγουμε στην παρακάτω υπόθεση: ότι τα 

αυξημένα επίπεδα sFas στη NTG υποδηλώνουν αυξημένη έκφραση του 

παραλλάγματος Fas mRNA το οποίο κωδικοποιεί τη διαλυτή πρωτεΐνη sFas, 

καθώς και ελαπωμένη έκφραση του υποδοχέα Fas στην επιφάνεια των 

θυρεοειδικών κυπάρων. Η αυξημένη συγκέντρωση της πρωτεΐνης sFas είναι 

πιθανό να οδηγεί σε αύξηση του αριθμού των θυρεοειδικών κυπάρων, καθώς 

παρεμποδίζει την αλληλεπίδραση Fas-FasL και τα προστατεύει από τη Fas- 

επαγόμενη απόπτωση. Αντίθετα, η ελαπωμένη συγκέντρωση sFas στη ΗΤ 

υποδηλώνει αυξημένη έκφραση του υποδοχέα Fas στην επιφάνεια των 

θυρεοειδικών κυπάρων, που οδηγεί στην καταστροφή τους μέσω Fas- 

επαγόμενης απόπτωσης. Συνεπώς, η διαφορική ρύθμιση της έκφρασης των
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παραλλαγμάτων Fas mRNA στα θυρεοειδικά κύτταρα μπορεί να είναι ένας 
τρόπος ρύθμισης- αναστολής ή επαγωγής- της απόπτωσής τους.

Η εκτεταμένη ιστική καταστροφή που χαρακτηρίζει τη ΗΤ φαίνεται να είναι 
αποτέλεσμα της διαταραχής στην ισορροπία έκφρασης των πρωτεϊνών Fas και 
FasL και της ελαττωμένης έκφρασης της πρωτεΐνης Bd-2 στα θυρεοειδικά 
κύτταρα. Και τα δύο αυτά γεγονότα επόγονται από προσποπτωτικές κυπαροκίνες 
που εκκρίνονται από διηθηπκά μονοπύρηνα κύτταρα. Η χαμηλή έκφραση Fast 
στα λεμφοκύτταρα είναι μια ένδειξη αφ ενός μεν ότι αυτά μπορεί να μην είναι 
ικανά να προκαλούν σημαντική ιστική καταστροφή και αφ ετέρου ότι τα ίδια τα 
θυρεοειδικά κύτταρα μπορεί να είναι οι κύριοι διαμεσολαβητές του δικού τους 
θανάτου, άποψη που μπορεί να μεταβάλει την επικρατούσα αντίληψη για το 
όργανο-στόχο στην οργανοειδική αυτοσνοσία.

Σύμφωνα με τα δεδομένα της βιβλιογραφίας, φαίνεται ότι τα θυρεοειδικά 
κύτταρα εκφράζουν όλα τα συστατικά της οδού Fas. για να είναι, όμως, αυτά 
λειτουργικά απαιτείται η ταυτόχρονη επαρκής έκφραση και άλλων ομάδων 
μορίων στα θυρεοειδικά κύτταρα, καθώς, επίσης, και η παρουσία ειδικών 
κυττάρων και ευοδωπκών παραγόντων στο άμεσο περιβάλλον, όπως είναι για

φ

παράδειγμα οι προφλεγμονώδεις κυπαροκίνες (Soda και συν. 1997). Η 
παρουσία, δηλαδή, του υποδοχέα Fas από μόνη της δεν αρκεί πάντοτε για την 
πρόκληση προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (Owen-Schaub και συν. 
1994). Η δυσκολία επαγωγής της απόπτωσης σε θυρεοειδικά κύτταρα με τη 
χρήση αντισωμάτων ενισχύει την άποψη ότι υπάρχει ένας ασταθής αναστολέας 
(Arscott και συν. 1997), που όμως δεν έχει μέχρι τώρα ταυτοποιηθεί.

Κατά συνέπεια, ο θάνατος του θυρεοειδικού κυττάρου μπορεί να μην είναι 
συνέπεια της ενεργοποίησης της οδού Fas-FasL, αλλά να προκύπτει από μια 
περισσότερο σύνθετη διαταραχή της ισορροπίας έκφρασης προσποτπωτικών και 
αντιαποπτωτικών γονιδίων. Η διευκρίνιση του ρόλου αυτού του σύνθετου 
συμπλέγματος κυπαροκινών και ενδοκυπάριων ρυθμιστών, που καθορίζει την 
πορεία του θυρεοειδικού κυττάρου, θα εττπρέψει το σχεδίασμά νέων 
αποτελεσματικών θεραπευπκών στρατηγικών.

Αναμφισβήτητα, τα θυρεοειδικά κύτταρα στην αυτοάνοση καταστροφική 
θυρεοειδίτιδα πεθαίνουν με απόπτωση. Παρόλα αυτά, εξακολουθεί να υπάρχει 
διάσταση απόψεων σχετικά με την έκφραση και λειτουργία των προαποπτωπκών 
γονιδίων στο θυρεοειδή. Ειδικότερα, ο ακριβής ρόλος του συστήματος Fas/FasL
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στην ευαισθησία ή τη «δολοφονική» ικανότητα των θυρεοειδικών κυττάρων 

παραμένει ακόμη αναπάντητο ερώτημα. Η διαθεσιμότητα περισσότερο ισχυρών 

και ειδικών αντισωμάτων θα διευκολύνει τη σωστή εκτίμηση όχι μόνο των 

προϊόντων των προ- και αντι-αποπτωτικών γονιδίων, αλλά και του καταρράκτη 

σημάτων που οδηγεί στο θάνατο του θυρεοειδικού κυττάρου.

Η παρούσα μελέτη αναδεικνύει την ανεκτίμητη αξία της παρακέντησης 

FNA, καθώς είναι μια εξέταση που μπορεί να πραγματοποιηθεί στο εξωτερικό 

ιατρείο, προκαλεί ελάχιστη δυσανεξία στον ασθενή, μπορεί να επαναληφθεί 

ακόμα και σε σύντομο χρονικό διάστημα, ενώ ταυτόχρονα δίνει τη δυνατότητα 

δύο διαφορετικών αποτελεσμάτων, της κυπαρολογικής διάγνωσης και 

πληροφοριών για την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων με τη χρήση της 

μοριακής ανάλυσης και της ανοσοϊστοχημείας. Η χρήση νέων τεχνικών μοριακής 

βιολογίας, όπως οι μικροσυστοιχίες (microarrays) έκφρασης cDNA θα 

αποκαλύψει την ενεργοποίηση σειρών γονιδίων που σχετίζονται με τις οδούς 

πρόκλησης αποπτωτικού θανάτου στα θυρεοειδικά κύτταρα. Ακόμη, η πρόσφατη 

εξέλιξη στις μεθοδολογίες μικροσκοπίας θα διευκολύνει τη μελέτη των 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών τόσο στην επιφάνεια όσο και στο εσωτερικό 

του κυττάρου.

Με τις παραπάνω τεχνικές, θα ήταν ενδιαφέρον να μελετηθούν οι διαφορές 

στην έκφραση προαποπτωτικών και αντιαποπτωτικών μορίων στα θυρεοειδικά 

κύτταρα πριν και μετά τη θεραπευτική αγωγή με θυροξίνη ή τη χορήγηση 

ραδιενεργού ιωδίου, ο ρόλος του οποίου διαφαίνεται σημαντικός στη ρύθμιση της 

αποπτωτικής διαδικασίας.

Συμπερασματικά, η ρύθμιση των οδών προγραμματισμένου κυτταρικού 

θανάτου στο θυρεοειδή μπορεί να μεταβάλει την έκφραση των θυρεοειδικών 

παθήσεων τροποποιώντας την ευαισθησία των θυρεοειδικών κυττάρων στην 

απόπτωση στην οποία, όπως έχει αποδειχθεί, μεσολαβεί το ανοσολογικό 

σύστημα.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΗΣ ΟΔΟΥ Fas-Fas Ligand 

ΣΤΗΝ ΟΖΟΔΗ ΘΥΡΕΟΕΙΔΙΚΗ ΝΟΣΟ

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ 

ΜΑΡΙΑ I. ΑΝΔΡΙΚΟΥΛΑ
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Πρόσφατες μελέτες της διεθνούς βιβλιογραφίας έχουν σνοδείξει τη
συμβολή της απόπτωσης, ειδικότερα διαμέσου της οδού Fas-Fas Ligand και της
ρυθμιστικής πρωτεΐνης Bd-2 σε αυτοάνοσες θυρεοειδικές παθήσεις. Στην
κατηγορία αυτή ανήκα η θυρεοειδίτιδα Hashimoto (ΗΤ). η οποίο χαρακτηρίζεται
από λεμφοκυτταρική διήθηση του θυρεοειδούς αδένο και καταστροφή
θυρεοειδικών κυττάρων. Αντίθετα, έχουν δημοσιευτεί λίγες μελέτες του ρόλο των
πρωτεϊνών Fas και Bcl-2 στην μη τοξική βρογχοκήλη (NTG). Η πάθηση αυτή
χαρακτηρίζεται από εστιακή υπερπλασία θυρεοειδικών θυλοκιωδών καπάρων,
αποτέλεσμα διαταραχής στην ισορροπία κυτταρικού πολλαπλασιασμού και
προγραμματισμένου κυπαρικού θανάτου. Η πλειοψηφία των ασθενών με οζώδη
θυρεοειδική νόσο, συτοάνοσης (ΗΤ) ή μη αυτοάνοσης (NTG) αιτιολογίας,
υποβάλλεται για διαγνωστικούς σκοπούς σε παρακέντηση δια λεπτής βελόνης #
(FNA) του θυρεοειδούς αδένα. Το υλικό που λαμβόνεται με αυτή την εξέταση, 
εκτός από τη διαγνωστική του αξία, μπορεί να χρησιμεύσει για την εκτίμηση του 
ρόλου της απόπτωσης in vivo στις θυρεοειδικές παθήσεις που δεν αποτελούν 
ένδειξη για χειρουργική επέμβαση του θυρεοειδούς.

Στο πρώτο στάδιο της μελέτης, σε δείγματα FNA από ασθενείς με NTG και 
ΗΤ, μελετήθηκε η έκφραση των πρωτεϊνών Fas και Bd-2 με ανοσοκυτταροχημεία 
και τη χρήση αδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων. Στα δείγματα ΗΤ 
παρατηρήθηκε αυξορρύθμιση της πρωτεΐνης Fas, η οποία ήταν μεγαλύτερη 
στους ασθενείς που ήταν στην ενεργό φάση της νόσου σε σχέση με αυτούς που 
ήταν στη χρόνια φάση. Σε όλους, όμως, τους ασθενείς αυτούς διαπιστώθηκε 
μειορρύθμιση της πρωτεΐνης Bd-2. Στα δείγματα NTG η έκφραση της πρωτεΐνης 
Fas ήταν χαμηλή, υποδηλώνοντας χαμηλή Fas-επσγόμενη σποτπωτική 
δραστηριότητα. Στην ίδια ομάδα ασθενών, η έκφραση της πρωτεΐνης Bd-2  
διαπιστώθηκε χαμηλή σε κολλοειδή και κυστικά. αλλά υψηλή σε αδενωμστώδη 
οζίδια, υποδηλώνοντας πιθανό ρόλο της πρωτεΐνης αυτής στη διαφοροποίηση 
των θυρεοειδικών οζιδίων.
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Στο δεύτερο στάδιο της μελέτης προσδιορίστηκαν με τη μέθοδο ELISA τα 

επίπεδα των διαλυτών πρωτεϊνών sFas και sFasL στον ορό ασθενών με NTG, 

ασθενών με ΗΤ και φυσιολογικών ατόμων. Σε σχέση με τα φυσιολογικά άτομα, τα 

επίπεδα sFas βρέθηκαν αυξημένα στους ασθενείς με NTG, μια πάθηση που έχει 

συσχετιστεί με χαμηλά επίπεδα απόπτωσης. Αντίθετα, τα επίπεδα sFas ήταν 

ελαπωμένα σε ασθενείς με ενεργό ΗΤ, η οποία έχει συσχετιστεί με αυξημένη 

έκφραση πρωτεΐνης Fas στα θυρεοειδικά κύπαρα και υψηλά ποσοστά 

απόπτωσης. Οι ασθενείς με χρόνια ΗΤ είχαν παρόμοια επίπεδα sFas με τα 

φυσιολογικά άτομα. Τα επίπεδα sFasL ήταν χαμηλά έως μη ανιχνεύσιμα στην 

πλειοψηφία ασθενών και υγιών ατόμων και σε συμφωνία με τα δεδομένα της 

βιβλιογραφίας θεωρήθηκαν φυσιολογικά.

Στο τρίτο στάδιο της μελέτης, διερευνήθηκε με την τεχνική RT-PCR η 

έκφραση των Fas και FasL mRNAs στα θυρεοειδικά κύτταρα, σε δείγματα FNA 

από ασθενείς με NTG και ΗΤ. Σε συμφωνία με τα προηγούμενα ευρήματα, 

διαπιστώθηκε έκφραση Fas mRNA σε όλα τα δείγματα ΗΤ, ενώ δεν ανιχνεύτηκε 

στα δείγματα NTG. Αντίθετα, σ’ αυτά διαπιστώθηκε έκφραση του mRNA που 

κωδικοποιεί τη διαλυτή πρωτεΐνη sFas. Επιπλέον, στα δείγματα ΗΤ διαπιστώθηκε 

και έκφραση FasL mRNA.

Κατά συνέπεια, είναι σαφές ότι η ρύθμιση της έκφρασης της πρωτεΐνης 

Fas συμβάλλει στην παθογένεια της βρογχοκήλης διαταράσσοντας τη 

φυσιολογική ισορροπία μεταξύ κυτταρικού πολλαπλασιασμού και απόπτωσης και 

ευνοώντας την πρώτη διαδικασία. Από την άλλη πλευρά, η πρωτεΐνη Bcl-2 

φαίνεται να διαδραματίζει έναν ιδιαίτερο ρόλο στην ανάπτυξη αδενωματωδών 

οζιδίων και/ή στη διαφοροποίησή τους από κολλοειδή σε αδενωματώδη στην 

ανθρώπινη NTG. Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής υποδηλώνουν ότι τα 

επίπεδα της διαλυτής πρωτεΐνης sFas στον ορό είναι αντιστρόφως ανάλογα του 

βαθμού της έκφρασης της πρωτεΐνης Fas και συνεπώς και της Fas-επαγόμενης 

απόπτωσης των θυρεοειδικών κυττάρων. Η διαφορική ρύθμιση της έκφρασης του 

παραλλάγματος και του πλήρους μήκους Fas mRNA φαίνεται ότι είναι ένας 

τρόπος ρύθμισης της απόπτωσης των θυρεοειδικών κυττάρων.
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DOCTORATE THESIS 

by Maria Andrikoula



SUMMARY

Several recent studies have demonstrated the contribution of apoptosis, 
particularly through the Fas-Fas Ligand pathway and the regulatory protein Bd-2 
in autoimmune thyroid diseases, such as Hashimoto's thyroiditis (HT). This 
disease is characterized by lymphocyte infiltration of thyroid gland and destruction 
of thyroid cells. However, only a few studies have investigated the role of Fas and 
Bci-2 proteins in non-toxic goiter (NTG). NTG is characterized by focal 
hyperplasia of thyroid follicular cells resulting from a disturbance in the balance 
between cell proliferation and cell death. The majority of patients with nodular 
thyroid disease of autoimmune (HT) or non autoimmune (NTG) origin, undergo 
FNA biopsy of thyroid gland for diagnostic reasons. Apart from their diagnostic 
value, FNA aspirates from the above patients may contribute to the evaluation of 
the role of apoptosis in vivo in thyroid diseases not requiring surgical intervention.

At (he first stage of this study. FNA aspirates from patients with NTG and 
HT were examined for Fas and Bd-2 expression by immunocytochemistry using 
specific monoclonal antibodies. HT samples showed an upregulation of Fas 
expression, which was higher in patients with active HT compared to those in the 
chronic phase of the disease. All samples with HT exhibited low expression of 
Bd-2 protein. Conversely. Fas expression was low in NTG samples, indicating 
low Fas-mediated apoptotic activity. Bd-2 protein expression was low in colloid 
and degenerative nodules, but high in adenomatous ones in NTG samples, 
suggesting that this protein may play a role in the differentiation of thyroid 
nodules.

To determine serum sFas and sFasL levels, we performed ELISA method 
in patients with NTG, those with HT and healthy individuals that were used as 
controls. Compared to normal controls, sFas levels were elevated in patients with 
NTG, a condition previously shown to be associated with low apoptotic levels. 
Conversely, sFas levels were found to be reduced in patients with active HT, 
which is assodated with increased Fas protein expression on thyroid cells and 
high apoptotic rate. There was no difference found in serum sFas levels between
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patients with chronic HT and normal controls. Serum levels of sFasL were low to 

undetectable in the majority of patients and healthy controls and were considered 

as normal according to the litterature.

To further define the expression of Fas and FasL, we investigated the 

expression of Fas and FasL mRNAs by RT-PCR, in FNA samples from patients 

with NTG and HT. In agreement to the previous findings, Fas and FasL mRNA 

was detected only in HT samples. Conversely, NTG samples expressed sFas 

mRNA coding the soluble form of Fas protein.

Therefore, we conclude that the regulation of Fas protein may play a role 

in the pathogenesis of goiter by upsetting the normal equilibrium between thyroid 

cell proliferation and apoptosis in favor of the former process. On the other hand, 

regulation of expression of the anti-apoptotic Bcl-2 protein in adenomatous 

nodular goiter is different from that in colloid goiter. The latter protein may have a 

particular role in the development of adenomatous nodules and/or their 

differentiation from colloid nodules in human nodular goiter.

Our data also indicate that serum sFas levels are inversely related to the 

degree of Fas protein expression and consequently, of Fas-mediated apoptosis of 

thyrocytes. Thus, differential regulation of sFas mRNA and full length Fas mRNA 

expression on thyroid cells may be a way of regulation of thyroid cell apoptosis.
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ΓΛΩΣΣΑΡΙΟ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ

Μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bd~2 γνωστή και ως πρωτεΐνη 
BFL-1. Η πρωτεΐνη Α1 εκφράζεται σε αιμοπαητικούς ιστούς, 
παρατείνει την επιβίωση του κυπάρου και εππρέπει τη 
διαφοροποίηση των καπάρων του μυελού.
(J Immunol 1993, 151:1979-1988; Blood 1996, 87:983-992)

Το γονίδιο Α20 είναι υπεύθυνο για την πρωτογενή αντίδραση που 
επάγεται από κυπαροκίνες (cytokine-inducible primary response 
gene) και κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που αναστέλλει την 
απόπτωση.
(J Biol Chem 1990, 265:14705-14708; J  Immunol 1995, 154:1699- 

1706)

Apoptosis inducing factor. Παράγοντος επαγωγής της απόπτωσης, 
ο οποίος απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια, έχει 
πρωτεολυπκές ιδιότητες και ενεργοποιεί τις κοσπάσες.
(FEBSLett 1998, 427:198-202)

Γνωστή και ως πρωτεϊνική κινάση Β ή ΡΚΒ. Η ΑΚΤ είναι μια κινάση 
σερίνης-θρεονίνης, η οποία παρεμποδίζει την απόπτωση των 
νευρώνων.
(Science 1997,275:628-630)

Apoptosis-linked gene-2. Προ-σποπτωπκό γονίδιο που 
κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη σύνδεσης με το ασβέστιο (Ca++) . η 
οποία απαιτείται για τον καπαρικό θάνατο μέσω του Τ-κυπαρικού 
υποδοχέα και του υποδοχέα Fas. Το γονίδιο ALG-2 σχετίζεται 
επίσης με την επιβίωση των νευρώνων.
(Science 1996, 271:521-525)
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A L G -3

Annexin-V

Apaf-1

Apaf-2

Apaf-3

APO-1

A P0-1L

APO-2

APO-2L

Apoptosis-linked gene-3. Γονίδιο της νόσου Alzheimer που 

προστατεύει τα κύτταρα PC12 από την απόπτωση που επάγει το 

γλουταμικό οξύ.

( J B io lC h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :3 1 0 2 5 -3 1 0 2 8 )

Πρωτεΐνη που συνδέεται με την φωσφατιδυλσερίνη και 

χρησιμοποιείται για την ανίχνευση των αποπτωτικών κυττάρων. 

Apoptosis protease activating factor-1. Ανθρώπινη πρωτεΐνη 

ομόλογη με την πρωτεΐνη CED-4 του C. elegans. Ο παράγοντας 

Apaf-1 συμμετέχει με την κασπάση-9 (Apaf-3) στην ενεργοποίηση 

της κασπάσης-3 που εξαρτάται από το κυτόχρωμα c και οδηγεί το 

κύπαρο σε απόπτωση.

(C e ll  1 9 9 7 , 9 0 :4 0 5 -4 1 3 )

Apoptosis protease activating factor-2. Είναι ο παράγοντας-2 

ενεργοποίησης αποπτωτικών πρωτεασών, γνωστός και ως 

κυτόχρωμα c.

Apoptosis protease activating factor-3. Είναι ο παράγοντας-3 

ενεργοποίησης αποπτωτικών πρωτεασών γνωστός και ως 

κασπάση-9 (πρωτεΐνη ομόλογη της πρωτεΐνης ced3 του 

C.elegans).

(J  B io l C h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :1 6 7 2 0 -1 6 7 2 4 )

Υποδοχέας θανάτου γνωστός και ως Fas ή CD95, μέλος της 

οικογένειας TNF. Η σύνδεσή του με την πρωτεΐνη ΑΡΟ- 

1 L/FasL/CD95L επάγει την απόπτωση.

(J  B io l C h e m  1 9 9 2 , 2 6 7 :1 0 7 0 9 -1 0 7 1 5 )

Προσδετικό μόριο του υποδοχέα Fas/Apo1/CD95, γνωστό και ως 

Fas ligand ή CD95 ligand. Η πρωτεΐνη Αρο11_ είναι μέλος της 

οικογένειας TNF και επάγει την απόπτωση συνδεόμενη με την 

πρωτεΐνη Fas.

(C e ll 1 9 9 3 , 7 5 :1 1 6 9 -1 1 7 8 )

Υποδοχέας θανάτου μέλος της οικογένειας TNF.

(C u r r B io l  1 9 9 8 , 8 :1 1 3 -1 1 6 )

Προσδετικό μόριο του υποδοχέα Αρο2, γνωστός και ως TRAIL. Η 

πρωτεΐνη APO-2L είναι μέλος της οικογένειας TNF και επάγει την 

απόπτωση. (J  B io l C h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :2 6 8 7 -1 2 6 9 0 )
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ΑΡΟ-3 Υποδοχέας θανάτου γνωστός και ως 0R 3, WSL-1, TRAMP or 
LARD, μέλος της οικογένειας TNF.
(C urrB iol 1996, 6:1669-1676)

APO-3L Προσδετικό μόριο του υποδοχέα Αρο-3. Η πρωτεΐνη Apo-3L είναι 
μία διαμεμβρανική τύπου II πρωτεΐνη με 249 σμινοξέα που επάγει 
την απόπτωση και την ενεργοποίηση του παράγοντα NF-kB. 
(C urrB io l 1998 8:525-528)

Apopain Άλλη ονομασία για την κασπόση-3.
(Nat Struct B iol 1996, 3171:619-625)

Apoptosis Ελληνική λέξη που σημαίνει την τπώση των φύλλων από τα 
δέντρα. Περιγράφει τις κοινές μορφολογικές μεταβολές που 
χαρακτηρίζουν τη διαδικασία κυτταρικής συτο-κσταστροφής.
(BrJ Cancer, 1972. 26:239-245)

Apoptosome Αποπτόσωμα. Είναι το σύμπλεγμα του οποίου η δημιουργία παίζει 
κυρίαρχο ρόλο στην ενεργοποίηση της απόπτωσης και αποτελεί 
στα θηλαστικά το ομόλογο του νηματοειδούς C.elegans. 
Αποτελείται από την Ced-4 πρωτεΐνη, τον παράγοντα Apaf-1, το 
κυτόχρωμα c (που ελευθερώνεται σπό τα μιτοχόνδρια). τη 
δεοξυτρκρωσφορική αδενοσίνη και την προ-κασπόση 9.
(Science 1998, 281:1317-1322)

ARC Apoptosis Repressor with Caspase recruitment domain.
Αναστολέας της απόπτωσης με «περιοχή επιστράτευσης των 
κασπασών», ο οποίος εκφράζεται αρχικά στους σκελετικούς μύες 
και στον καρδιακό ιστό και εμποδίζει την απόπτωση.
(Proc Natl Acad Set USA 1998, 95:5156-5160)

B

Bad Bd-xL/Bd-2 associated death ρτοτηοίβΓ.Υποκινητής θανάτου. Η 
πρωτεΐνη Bad συμμετέχει στο σχηματισμό ετεροδιμερών με πς 
πρωτεΐνες Bcl-xL και Bd-2, παρεκτοπίζοντας την πρωτεΐνη Bax 
και επάγοντας μ'αυτόν τον τρόπο τον προγραμματισμένο 
κυπαρικό θάνατο.
(Cell 1995, 80:285-291)
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Bag

Bak

Bax

Bax a

Bax β

Bax γ 
B ax Q

Bcl-2

Bcl-W

Bcl-x β 

Bcl-xL

Bcl-2 associated athanogene 1.Πρωτεΐνη που συνδέεται με την 

πρωτεΐνη Bcl-2 και παρέχει προστασία από τον αποτπωτικό 

κυτταρικό θάνατο.

(C e ll  1 9 9 5 , 8 0 : 2 7 9 -2 8 4 )

Bcl-2 antagonist/killer. Φονική πρωτεΐνη-ανταγωνιστής της Bcl-2. 

Είναι προ-αποπτωτικό μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2. 

(G e n o m ic s  1 9 9 7 , 4 4 : 1 9 5 - 2 0 0 )

Bcl-2 associated x protein. Πρωτεΐνη x που συνδέεται με την 

πρωτεΐνη Bcl-2. Είναι προ-αποπτωτικό μέλος της οικογένειας 

πρωτεϊνών Bcl-2.

(C e ll 1 9 9 3 , 74 : 6 0 9 -6 1 9 )

Μία από τις ισομορφές της πρωτεΐνης Bax (21 kDa) που επάγει 

την απόπτωση.

Μία από τις ισομορφές της πρωτεΐνης Bax (24 kDa) που επάγει 

την απόπτωση.

Μία από τις ισομορφές της πρωτεΐνης Bax.

Πρωτεΐνη που προκύπτει από εναλλακτικό μάτισμα του mRNA της 

πρωτεΐνης Bax.

( J B io lC h e m  1 9 9 8 , 2 7 3 :1 1 9 3 0 -1 1 9 3 6 )

B-cell lymphoma 2. Μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2 που 

αναστέλλει την απόπτωση.

Μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2 που προάγει την επιβίωση 

του κυττάρου.

(O n c o g e n e  1 9 9 6 , 1 3 :6 6 5 -6 7 5 )

Μια ισομορφή της πρωτεΐνης Bcl-x που αναστέλλει την απόπτωση. 

(B io c h e m  B io p h y s  R e s  C o m m u n  199 8 , 2 4 8 :1 4 7 -1 5 2 )

Μακριά μορφή (long) της πρωτεΐνης Bcl-x. Γονίδιο που σχετίζεται 

με το γονίδιο bcl-2 και λειτουργεί ως κυρίαρχος ρυθμιστής του 

αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου. Η πρωτεΐνη Bcl-xL αναστέλλει 

τον κυτταρικό θάνατο.

(C e ll 1 9 9 3 , 7 4 :5 9 7 -6 0 8 )
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Bcl-xS βραχεία μορφή (short) της πρωτεΐνης Bd-x, προ-αποπτωτική (οι 
περιοχές ΒΗ1 και ΒΗ2 εξαλείφονται κατά το εναλλακτικό μάτισμα 
(splicing).

B fM  Ομόλογη πρωτεΐνη της Bd-2, που απομονώθηκε από εμβρυϊκό
ήπαρ ανθρώπου. Η Bfl-1, γνωστή και ως Α1, είναι αντι- 
αποπτωτική πρωτεΐνη.
(Oncogene 1995, 11:1693-1698)

ΒΗ1 Bd-2 homolog domain-1.
(Adv Exp Med Biol 1996, 406:99-112)

BH2 Bd-2 homolog domain-2.
(Adv Exp Med Biot 1996, 406:99-112)

BH3 Bd-2 homolog domain-3.
(Adv Exp Med Biol 1996, 406:99-112)

BH4 Bd-2 homolog domain-4.
(Adv Exp Med B iol 1996, 406:99-112)

BI-1 Bax inhibitor-1. Πρωτεΐνη που αναστέλλει την απόπτωση η οποία
επάγετσι από την πρωτεΐνη Bax.
(Mol Cell 1998, 1:337-346)

Bid BH-3 Interacting Domain Death agonist Η πρωτεΐνη Bid επάγει.
μέσω των ICE-like πρωτεασών. την απόπτωση.
(Genes Dev 1996, 10:2859-2869)

Bik Bd-2 interacting killer. Η πρωτεΐνη Bik. γνωστή και ως BP4, Bip1
και NBK, διαθέτει περιοχή ΒΗ3 και είναι προ-σποπτωτική. 
(Oncogene 1995, 11:1921-1928)

Bim Μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bd-2 που επάγει την
απόπτωση.
(ΕΜΒΟ J 1998, 17:384-395)

ΒΙρ-1 Άλλη ονομασία της πρωτεΐνης Bik.
BIR m otif Επαναλαμβανόμενη αλληλουχία ΙΑΡ bacutovirus. που συμμετέχει 

στην αναστολή της απόπτωσης.
Bik Bik-tike killer protein. Η πρωτεΐνη Blkt που βρίσκεται σε επίμυες,

διαθέτει την περιοχή ΒΗ3, αλληλεπιδρά με τις πρωτεΐνες Bd-2 και 
Bd-XL και είναι δυνητικός επαγωγέας σποπτωπκού θανάτου.
(J Biol Chem 1998, 273:7783-7786)
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Bok

BP4

C

clAP

CIAP2

CAD

Calpain

CAML

Bcl-2 related ovarian killer. Η πρωτεΐνη Bok είναι προ-αποπτωτική 

πρωτεΐνη της οικογένειας Bcl-2 με περιορισμένη έκφραση σε 

αναπαραγωγικούς ιστούς, η οποία σχηματίζει ετεροδιμερή 

επιλεκτικά με αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2.

(Proc Natl Acad Sci USA 1997, 94:12401-12406)
Άλλη ονομασία της πρωτεΐνης Bik.

Cellular inhibitor of apoptosis protein 1. Ένα από τα μόρια που 

προσελκύονται προς την κυτταροπλασματική περιοχή του

υποδοχέα TNFRII μέσω της σύνδεσής του με τους παράγοντες 

TRAF1 και TRAF2.

(Proc Natl Acad Sci USA 1996, 93:13973-13978)
Cellular inhibitor of apoptosis protein 2. Ένα από τα μόρια που 

προσελκύονται προς την κυπαροπλασματική περιοχή του

υποδοχέα TNFRII μέσω της σύνδεσής του με τους παράγοντες 

TRAF1 και TRAF2.

(Proc Natl Acad Sci USA 1996, 93:13973-13978)
A caspase-activated DNAase. Η πρωτεΐνη (ϋΝΑάση) CAD, που 

βρίσκεται σε επίμυες, είναι ομόλογη των πρωτεϊνών CPAN ή 

DFF40 του ανθρώπου και ενεργοποιείται από τις κασπάσες. 

(Nature 1998, 391:43-50)
Είναι ενδοκυττάρια κυστεϊνική πρωτεάση που συντίθεται ως 

ανενεργό προένζυμο και ενεργοποιείται με αυτοκατάλυση σε 

παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων Ca++. Μέχρι σήμερα είναι 

άγνωστος ο ακριβής ρόλος της κατά τη διάρκεια της απόπτωσης. 

(Cell Death Differentiation 1995, 2:195)
Calcium-modulator and cyclophilin ligand. Η πρωτεΐνη CAML 

επάγει την ενεργοποίηση του παράγοντα NF-AT και συνδέεται στο 

μόριο TACI, το οποίο είναι μέλος της υπεροικογένειας υποδοχέων 

του TNF.

(Nature 1994, 371:355-358, Science 1997, 278:138-141)
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CARD

CARDIAK

CAS

Caspase
#

Caspase-1

Caspase-2

Caspase-3

Caspase-4

Caspase-5

CAP-1 CD40-assodated protein-1. Η πρωτεΐνη CAP-1 συνδέεται ειδικά 
στην κυτταροπλασμστική περιοχή του υποδοχέα CD40 και περιέχει 
μια καρβοξυτελική περιοχή με ισχυρή ομολογία ως προς την 
αλληλουχία αμινοξέων με τους παράγοντες TRAF1 και TRAF2. 
(FEBSLett 1995, 358:113-118)

Caspase activation and recruitment domain. Περιοχή 
επιστράτευσης και ενεργοποίηση κασπασών.
CARD-containing interleukin-1β converting enzyme (ICE)
associated kinase. Η κινάση CARDIAK μπορεί να ενέχεται στην 
οδό σημάτων NF-kB/JNK και στη δημιουργία της ττρο- 
φλεγμονώδους κυπαροκίνης IL- Ιβ  μέσω ενεργοποίησης της 
κασπάσης-1.
(C urrB iol 1998, 8:885-888)

Cellular apoptosis susceptibility protein. Παίζει ρόλο στην 
απόπτωση που επάγεται από τοξίνες ή τον παράγοντα TNF-o. 
(Proc Natl Acd S a USA 1995. 92:10427-10431)

Cysteinyt aspartic add-protease. Η κασπόση είναι η αντίστοιχη 
στον άνθρωπο ονομασία της πρωτεΐνης ICE/CED3 του C.elegans. 
(Ceil 1996, 87:171)

Cysteinyl aspartic add-protease-1. Η κασπόση-1 είναι γνωστή και 
ως ICE και είναι ομόλογη της πρωτεΐνης CED3 του νηματοειδούς 
C.elegans. (Nature 1992, 356:768-774)

Cysteinyl aspartic add-protease-2. Η κασπάση-2 είναι γνωστή και 
ως lch-1 και Nedd2.
(Cell 1994, 78:739-750)

Cysteinyl aspartic add-protease-3. Η κασττάση-3 είναι γνωστή και 
ως CPP32, Yama, Apopain, SCA-1 και LICE.
(JB io lC hem  1994, 269:30761-30764)

Cysteinyl aspartic add-protease-4. Η κασττάση-4 είναι γνωστή και 
ως ICErel-ll, ΤΧ και ICH-2.
(EM BO J 1995, 14:1914-1922)

Cysteinyl aspartic add-protease-5. Η κασπάση-5 είναι γνωστή και 
ως ICErel-lll και ΤΥ.
(JB io lC hem  1995, 270:15870-15876)
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Caspase-7

Caspase-8

Caspase-9

Caspase-10

Caspase-11

Caspase-12

Caspase-13

Casper

CD40

CD40L

CD95

Caspase-6 Cysteinyl aspartic acid-protease-6. Η κασπάση-6 είναι γνωστή και 

ως Mch-2. (Cancer Res 1995, 55:2737-2742)
Cysteinyl aspartic acid-protease-7. Η κασπάση-7 είναι γνωστή και 

ως Mch-3, ICE-LAP-3 και CMH-1.

(Cancer Res 1995, 55:6045-6052)
Cysteinyl aspartic acid-protease-8. Η κασπάση-8 είναι γνωστή και 

ως FLICE, Mach-1 και Mch5.

(Cell 1996, 85:817-827)
Cysteinyl aspartic acid-protease-9. Η κασπάση-9 είναι γνωστή και 

ως ICE-LAP-6, Mch6 και Apaf-3.

(JBiolChem 1996, 271:16720-16724)
Cysteinyl aspartic acid-protease-10. Η κασπάση-10 είναι γνωστή 

και ως FLICE-2 και Mch4.

(J Biol Chem 1997, 272:6578-6583)
Cysteinyl aspartic acid-protease-11. Κασπάση-11.

(FEBS Lett 1997, 403:61-69)
Cysteinyl aspartic acid-protease-12. Κασπάση-12.

(FEBS Lett 1997, 403:61-69)
Cysteinyl aspartic acid-protease-13. Η κασπάση-13, που είναι 

γνωστή και ως ERICE, έχει την ικανότητα ενεργοποίησης της 

πρωτεΐνης FLICE.

(JBiolChem 1998, 273:15702-15707)
Επαγωγέας της απόπτωσης γνωστός ως FLIP, ο οποίος σχετίζεται 

με το μόριο FADD και τις κασπάσες.

(Immunity 1997, 6:751-763)
Μέλος της ύπεροικογένειας υποδοχέων του TNF που ρυθμίζει τον 

πολλαπλασιασμό των Β-λεμφοκυττάρων, την παραγόμενη τάξη 

ανοσοσφαιρινών και την απόπτωση.

(FEBS Lett 1995, 352:113-118)
CD40 ligand. Το προσδετικό μόριο CD40L είναι γνωστός και ως 

CD154 και TRAP. (EurJ Immunol 1992, 22:3191-3194)
Υποδοχέας θανάτου, μέλος της οικογένειας υποδοχέων του TNF, 

γνωστός και ως Fas ή Αρο1.

(Science 1989, 245:301)
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CD95L

CED-1

CED-3

CED-4

CED-4L
0

CED-4S

CED-9

Ceramide

Προσδεπκό μόριο του υποδοχέα CD95, γνωστός και ως Fast ή 
Apo1L.
(Science 1995, 267:1449)

Caenorhabditis Elegans Cell Death Gene. Γονίδιο κυτταρικού 
θανάτου του νηματοειδούς C.elegans.
(Brain Pathol 1996, 6:411-425)

Caenorhabditis Elegans Cell Death Gene. Γονίδιο κυτταρικού 
θανάτου του νηματοειδούς C.elegans. Η πρωτεΐνη CED-3 επάγει 
την απόπτωση και είναι ομόλογη της κοσπάσης-θ/Αρβί-β και της 
κασπάσης-3.
(JB ioiC hem  1994, 269:30761-30764)

Caenorhabditis Elegans Cell Death Gene. Γονίδιο κυτταρικού 
θανάτου του νηματοειδούς C.elegans. Η πρωτεΐνη CED-4 είναι 
ενεργοποιητής του κυτταρικού θανάτου και ομόλογη του 
παράγοντα A paM .
(Cell 1997, 90:405-413)

Η μακρύτερη μορφή της πρωτεΐνης CED-4 που αναστέλλει την 
απόπτωση.
Η βραχεία μορφή της CED4 που επάγει την απόπτωση.
(Brain Pathol 1996, 6:411-425)

Caenorhabditis Elegans Cell Death Gene. Γονίδιο κυτταρικού 
θανάτου του νηματοειδούς C.elegans. Η πρωτεΐνη CED-9 ανήκει 
στην οικογένεια Bd-2 και είναι γνωστή και ως πρωτεΐνη >9 του 
κυτταρικού θανάτου.
(Cell 1994, 76:665-676)

Είναι σύμπλοκο λιπίδιο του κυτταροπλάσματος και της 
πλασμαπκής μεμβράνης, που παράγεται από τη διάσπαση της 
σφίγγομυελίνης από σφιγγομυελινάσες, διαδικασία που ενισχύεται 
κατά την TNF και Fas-επσγόμενη απόπτωση. Φαίνεται όπ το 
λιπίδιο αυτό δρα ως δευτερεύων αγγελιοφόρος, που μπορεί να 
επάγει την απόπτωση με την ενεργοποίηση κάποιων κινασών.
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CIDE

CLARP

CPAN

CPP32

CRADD

CrmA

Cytochrome

D

D4-GDI 

DAP kinase

Νέα οικογένεια ενεργοποιητών του κυτταρικού θανάτου με 

ομολογία ως προς την υπομονάδα 45kDa του παράγοντα 

κατάτμησης του DNA DFF.

(EMBOJ1998, 17:2526-2533)
Μια πρωτεΐνη με περιοχή «death effector domain» που 

αλληλεπιδρά με την κασπάση-8 και ρυθμίζει την απόπτωση.

(Proc Natl Acad Sci USA 1997, 94:10717-10722)
Caspase Activated Nuclease. Νουκλεάση που ενεργοποιείται από 

τις κασπάσες. Η CPAN είναι επίσης γνωστή ως DFF40, μια 

υπομονάδα του DFF, που προκαλεί κατάτμηση του DNA. Η CPAN 

είναι ομόλογη της πρωτεΐνης CAD των επιμύων. (Curr Biol 1998, 
8:537-540)
Επίσης γνωστή ως κασπάση-3.

(Biol Chem 1994, 269:30761-30764)
Caspase and RIP adaptor with death domain. To μόριο CRADD 

συμμετέχει στη μετάδοση αποπτωτικών σημάτων μετά από 

διέγερση του υποδοχέα TNF-R1.

(Cancer Res 1997, 57:615-619)
Cytokine response modifier A. Η πρωτεΐνη CrmA είναι ιϊκό προϊόν 

που αναστέλλει την απόπτωση.

(Nature 1993, 364:806)
c Ένας μεταφορέας ηλεκτρονίων στην κυπαρική αναπνευστική 

αλυσίδα, ο οποίος παίζει σημαντικό ρόλο στην απόπτωση.

(Cell 1996, 86:147)

GDP-Dissociation Inhibitor for Ras-related Rho family GTPase. H 

D4-GDI είναι υπόστρωμα για την κασπάση-3.

(Eur J Immunol 1998, 28:296-304)
Death associated protein kinase. H DAP κινάση είναι 

διαμεσολαβητής στην επαγωγή απόπτωσης μέσω IFN-γ.

(Mol Cell Biol 1998, 8:1642-1651)
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DAP-1 Death associated protein-1. H DAP-1 είναι μια πρωτεΐνη 15KDa 
διαμεσολαβητής στην επαγωγή απόπτωσης μέσω IFN-γ.
(Genes Dev 1995, 9:15-30)

DAP-3 Death associated protein-3. H DAP-3 είναι διαμεσολαβητής στην 
επαγωγή απόπτωσης μέσω IFN-γ.
(J Biol Chem 1995, 270:27932-27936)

DAP-5 Death associated protein-5. H DAP-5 είναι διαμεσολαβητής στην 
επαγωγή απόπτωσης μέσω IFN-γ.
(Mol Cell B iol 1997, 17:1615-1625)

Daxx Η Daxx είναι πρωτεΐνη που συνδέεται στον υποδοχέα Fas. Η 
υπερέκφρασή της ενισχύει την Fas-επαγόμενη απόπτωση.
(Cell 1997, 89:1067-1076)

DcR-1 Decoy receptor-1. 0  DcR-1 είναι υποδοχέας του TRAIL που 
αναστέλλει την μετάδοση σποπτωπκών σημάτων μέσω αυτού του 
μορίου. 0  DcR-1 είναι επίσης γνωστός ως TRIO, LIT και TRAIL- 
R3.

DcR-2
(Science 1997, 2π.815-818)

Decoy receptor-2. Ο DcR-2 είναι υποδοχέας του TRAIL που 
περιέχει μια μη λειτουργική περιοχή θανάτου και λειτουργεί ως 
ανασταλτικός υποδοχέας του TRAIL Ο  DcR-2 είναι επίσης 
γνωστός και ως TRAIL-R4.
(C urrB io l 1997, 7:1003-1006)

DD Death Domain. Περιοχή θανάτου.
(Cell 1996, 85:817)

Death Effector Filaments
Κυτταροπλασμσηκές δομές που προσελκύουν («επιστρατεύουν»)

DED

πς κασπάσες και πυροδοτούν την απόπτωση. 
(J Cell Biol 1998, 141:1243-1253)

Death Effector Domain.

DEVD
(J Biol Chem 1996, 271:4961)

Υπολείμματα αμινοξέων (Asp-Glu-Val-Asp) της περιοχής 
διάσπασης της κασπάσης-3 στο ένζυμο πολυ-ΑΟΡ-ριβοζο- 
πολυμεράση.
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DEVD-AFC

DEVD-CHO

DEVD-FMK

DEVD-pNA

DEVD-AMC

DFF

DFF40

DFF45

DISC

Ένα τετραπεπτίδιο Asp-Glu-Val-Asp συζευγμένο στην 7-αμινο-4- 

τριφλουορομεθυλ-κουμαρίνη, φθορισμομετρικό υπόστρωμα για 

εξέταση της ενζυμικής δραστικότητας των κασπασών. 

Asp-Glu-Val-Asp-αλδεΰδη. Η DEVD-CHO είναι συνθετικός 

αναστολέας της κασπάσης-3.

Asp-Glu-Val-Asp-Ο-μεθυλ-φλουορομεθυλκετόνη. Η DEVD-FMK 

είναι συνθετικός αναστολέας της κασπάσης-3.

Συνθετικό τετραπεπτίδιο (Asp-Glu-Val-Asp) συζευγμένο στην 

παρα-νιτροανιλίνη (ρΝΑ), ένα χρωματομετρικό υπόστρωμα για 

εξέταση της ενζυμικής δραστικότητας των κασπασών. 

Asp-Glu-Val-Asp- και Αμινο-4-μεθυλ-κουμαρίνη. Η DEVD-AMC 

είναι ένα φθορίζον υπόστρωμα της κασπάσης-3.

DNA Fragmentation Factor. Ο παράγοντας κατάτμησης του DNA 

DFF είναι ένα ετεροδιμερές της πρωτεΐνης DFF45 (45kDa) με την 

πρωτεΐνη DFF40 (40kDa).

Υπομονάδα του παράγοντα DFF με MB 40 kDa. Ο DFF40 είναι 

ενεργό συστατικό του DFF και πυροδοτεί την κατάτμηση του DNA 

κατά τη διάρκεια της απόπτωσης.

(Proc Natl Acad Sci USA 1998, 95:8561-8466)
Υπομονάδα του παράγοντα DFF με MB 45 kDa. O DFF45 είναι 

γνωστός και ως ICAD. Κατά τη διάρκεια της απόπτωσης, η 

κασπάση-3 διασπά τον DFF45, ο οποίος αποσυνδέεται στη 

συνέχεια από τον DFF40.

(Cell 1997, 89:175-184)
Death inducing signaling complex. Σηματοδοτικό σύμπλεγμα 

επαγωγής θανάτου. Ο όρος χρησιμοποιήθηκε πρωταρχικά για την 

περιγραφή του συμπλέγματος του υποδοχέα Fas/CD95 και των 

συνδεόμενων με αυτόν πρωτεϊνών που πυροδοτούν την 

απόπτωση. Τώρα πλέον αναφέρεται στο σύμπλεγμα πρωτεϊνών 

επαγωγής της απόπτωσης και όχι σε εξειδικευμένη δομή μέσα στο 

κύτταρο.

(Cell 1996, 85:817)
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DNA-PK

DNA-PKcs

DP5

DR-3

DR-4

DR-5

E

ERICE

Endothelial
IL-8

DNA-dependent protein kinase. H DNA-εξαρτώμενη πρωτεϊνική 
κινάση DNA-PK συμμετέχει στην επιδιόρθωση των διπλών 
σπασιμάτων της έλικας του DNA.
DNA-dependent protein kinase catalytic site. H DNA-PKcs είναι μια 
καταλυτική περιοχή της κινάσης DNA-PK.
(J Exp Med 1996, 183:1957)

Neuronal death protein. Πρωτεΐνη κυτταρικού θανάτου των 
νευρώνων. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη DP5 είναι 
γονίδιο επαγωγής του κυτταρικού θανάτου.
(J Biol Chem 1997, 272:18842-18848, Brain Res M ol Brain Res 
1998, 54:316-320)

Death Receptor-3. Ο υποδοχέας θανάτου-3 είναι μέλος της 
οικογένειας υποδοχέων του TNF, γνωστός και ως Αρο-3. W SL-1, 
TRAIL ή LARD.
(Science 1996, 274:990-92)

Death Receptor-4. Ένας από τους υποδοχείς του TRAIL, που είναι 
γνωστός και ως TRAIL-R1.
(Science 1997, 276:111-113)

Death Receptor-5. Ένας από τους υποδοχείς του TR A IL που είναι 
γνωστός και ως TRAIL-R2.
(Immunity 1997, 7:821-830)

A FLICE-acthratable caspase. Κασπάση ενεργοποιητής της FLICE. 
γνωστή και ως κασττάση-13.
(J B iol Chem 1998, 273:15702-16707)

Ιντερλευκίνη-β. Η IL-8. που είναι χημειοτακπκός παράγοντας που 
προσελκύει τα ουδετερόφιλα, μπορεί, επίσης, να επάγει την 
απόπτωση.
(Biochem Biophys Res Comm 1998, 243:407-411)
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F

FADD

FAF-1

FAP-1

Fas

FasL

FLAME-1

FLASH

FLICE

FLICE-2

Fas-associated Death Domain. To μόριο-προσαρμοστής FADD, 

γνωστό και ως MORT-1, προσελκύει την κασπάση-8 ή την 

κασπάση-10 να συνδεθούν στους ενεργοποιημένους υποδοχείς 

F as iiT N F F M .

(Cell 1995, 81:505-512)
Fas-associated Factor-1. Ο παράγοντας FAF-1 που συνδέεται 

στον υποδοχέα Fas μπορεί να επάγει την απόπτωση. 

Fas-associated phosphatase-1. Η FAP-1 είναι φωσφατάση 

πρωτεΐνης τυροσίνης που συνδέεται με τον υποδοχέα Fas. 

(Science 1995, 268:411-415)
Ο  υποδοχέας θανάτου Fas, που είναι γνωστός και ως CD95 ή 

ΑΡΟ-1, είναι μέλος της οικογένειας υποδοχέων του TNF και επάγει 

την απόπτωση.

(Cell 1991, 66:233-243)
Fas Ligand. Ο FasL, γνωστός και ως CD95L ή ΑΡΟ-1 L, είναι το 

προσδετικό μόριο του υποδοχέα Fas.

(Cell 1993, 75:1169-1178)
FADD-like anti-apoptotic molecule. To μόριο FLAME-1 είναι αντι- 

αποπτωτικό μόριο, αναστολέας της Fas/TNF-RI-επαγόμενης 

απόπτωσης, γνωστό και ως FLIP.

(JBiolChem 1997, 272:18542-18545)
FLICE-Associated Huge protein. Η πρωτεΐνη FLASH είναι ομόλογη 

της πρωτεΐνης CED-4 του C.elegans και σχετίζεται με την 

ενεργοποίηση της κασπάσης-8 κατά τη Fas-επαγόμενη 

απόπτωση.

(Nature 1999, 398: 777-785)
FADD-like ICE. Ο παράγοντας FLICE είναι γνωστός και ως 

κασπάση-8.

(Cell 1996, 85:817-827)
FADD-like ICE-2. Ο παράγοντας FLICE-2 είναι γνωστός και ως 

κασπάση-10.

(JBiolChem 1997, 272:6578-6583)
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FLIP FLICE inhibitory protein. Η ττρωτεϊνη FLIP, η οποία ρυθμίζει την
απόπτωση, είναι ττρωτεΐνη-ανσστολέας της κασπάσης-8 (FLICE). 
Είναι γνωστή και ως l-FLICE, CASH, CLARP, FLAME-1, Casper ή 
MRIT.
(Nature 1997, 388:190-195)

6

6 IT R  Gluoooorticoid-induced TNF receptor family related gene. O
παράγοντας GITR είναι μέλος της οικογένειας υποδοχέων του 
TNF, ο οποίος αναστέλλει την απόπτωση που επάγεται από τον Τ- 
κυπαρικό υποδοχέα (TCR).
(Proc Natl Acad Sci USA 1997, 94:6216-6221)

Granzyme A Πρωτεάση σερίνης που εντοπίζεται στα κοκκία των 
κυπαροτοξικών Τ-κυττάρων και των κυττάρων-φυσικών φονέων 
(ΝΚ ceils) και συμμετέχει στην επαγωγή της απόπτωσης σε 
κύτταρα-στόχους.
(J Immunol 1988. 141:3471-3477)

Granzyme Β Πρωτεάση σερίνης που απελευθερώνεται από τα κοκκία των 
κυπαροτοξικών Τ-κυπάρων και των κυπάρων-φυσικών φονέων 
(ΝΚ cells) και συμμετέχει στην επαγωγή της απόπτωσης σε 
κύτταρα-στόχους. Είναι γνωστή και ως CTL proteinase-1, 
fragment!rv2 και RNKP-1. Έχει την ίδια ειδικότητα υποστρώματος 
με πς κασπάσες και θεωρείται όπ επάγει την απόπτωση είτε 
μιμούμενη τη δράση των κασπασών είτε με την ενεργοποίηση 
αυτών.
(J Immunol 1988, 141:3471-3477)

Η

Hdaxx Human homologue to murine Daxx. Η πρωτεΐνη Hdaxx του 
ανθρώπου, που είναι ομόλογη της πρωτεΐνης Daxx των ποντικών, 
συνδέεται στην περιοχή θανάτου DD του υποδοχέα Fas/CD95.
(J Cell Sci 1998, 111:2029-2041)
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HILP

HrK

I

lAPs

IB
ICAD

ICE

ICE-LAP3 

ICE-LAP6 

ICErel II

ΗΙΑΡ1 H u m an  inhibitor o f apoptosis protein 1. Η  π ρω τεΐνη-αναστολέας  

της απ όπ τω σ ης H IA P 1 , γνω στή και ω ς C-IAP2, είναι μέλος της  

οικογένειας π ρω τεϊνώ ν ΙΑ Ρ  και αναστέλλει την απόπτω ση.

(C e ll  1 9 9 5 , 8 3 :1 2 4 3 -1 2 5 2 )

H u m an  ΙΑ Ρ -like protein. Η  πρω τεΐνη H IL P , γνω στή και ω ς Χ ΙΑ Ρ  

ρυθμ ίζει τον π ρογραμματισ μένο  κυτταρικό θάνατο  καθοδικά της  

Bcl-xL και του κυτοχρώ ματος c.

(M o l C e ll B io l 1 9 9 8 , 1 8 :6 0 8 -6 1 5 )

A  product o f harakiri. Η  π ρω τεΐνη H rK  είναι μέλος της οικογένειας  

B cl-2  και ενεργοπ οιεί την απόπ τω ση.

(Ε Μ Β Ο  J  1 9 9 7 , 1 6 :1 6 8 6 -1 6 9 4 )

Inhibitor o f apoptosis proteins. Ο ικογένεια  π ρω τεϊνώ ν-αναστολέω ν  

της απ όπ τω σης, στην οποία ανήκουν οι π ρω τεΐνες Ν Α ΙΡ , C-IAP1, 

C -IA P2, Χ -ΙΑ Ρ  και survivin. (J  V iro l 1 9 9 3 , 6 7 :2 1 6 8 -2 1 7 4 )  

inhibitor o f N F -κΒ . Α νασ τολέας του π αράγοντα N F -kB.

Inhibitor o f caspase-activa ted  D nase. Η π ρω τεΐνη IC A D  τω ν  

π οντικώ ν (α νασ τολέα ς της ϋ Ν ά σ η ς  π ου ενεργοποιείται από  

κασ π άσ ες) είναι ομόλογη της ανθρώ π ινης π ρω τεΐνης D F F 45 . 

(N a tu re  1 9 9 8 , 3 9 1 :4 3 -5 0 )

ln terleukin-1 β converting enzym e. Τ ο  μετατρεπτικό ένζυμο της  

ιντερλευκίνης 1β ( IC E ) είναι γνω στό και ω ς κασπ άση-1.

(S c ie n c e  1 9 9 2 , 2 5 6 :9 7 -1 0 0 )

IC E -like  apoptotic p ro tease 3. Η  αποπτω τική π ρω τεάση-3 IC E -  

LAPS είναι γνω στή και ω ς κασπ άση-7.

( J B io lC h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :1 6 2 1 -1 6 2 5 )

IC E -like  apoptotic p ro tease 6. Η αποπτω τική π ρω τεάση-6 IC E -  

L A P 6 είναι γνω στή και ω ς κασπ άση-9.

(J B io lC h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :1 6 7 2 0 -1 6 7 2 4 )

IC E /C E D -3 -re la te d  protease. Η π ρω τεάση IC Erel II είναι γνωστή  

και ω ς  κασπ άση-4.

( J B io lC h e m  1 9 9 5 , 2 7 0 :1 5 8 7 0 -1 5 8 7 6 )
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lch-1

lch-1 L 

lch-1 s 

lch-2

IETD

IETD-AFC

IETD-AMC

IETD-CHO

IETD-FMK

IETD-pNA

I EX-1 L

ICErel III ICE/CED-3-related protease. Η πρωτεάση ICErel III είναι γνωστή 
και ως κασπάση-5.
(J B to lC h e m  1995, 2 7 0 :1 5 8 7 0 -1 5 8 7 6 )

ICE and CEO-3 homologue-1. Ομόλογη πρωτεΐνη των ICE και 
CED-3, γνωστή και ως κασπάση-2.
(Cell 1994, 78:739-750)

Προέρχεται από εναλλακτικό μόπσμα της lch-1. Η πρωτεΐνη lch-1 L 
αποτελείται από 435 σμινοξέα και επάγει την απόπτωση. 
Προέρχεται από εναλλακτικό μόπσμα της lch-1. Η πρωτεΐνη lch-1 s 
αποτελείται από 312 αμινοξέα και αναστέλλει την απόπτωση.
ICE and CED-3 homok>gue-2. Ομόλογη πρωτεΐνη των ICE και 
CED-3, γνωστή και ως κσσπάση-4.
(J B io iC h e m  1995, 2 7 0 :15250 -15256 )

lle-Glu-Thr-Asp. Η αλληλουχία των αμινοξέων αντιστοιχεί σε μια 
από πς περιοχές διάσπασης της κασπόσης-8 (αμινοξέα 172-175) 
στην ανενεργό πρόδρομη κασπάση-3.
Ένα τετρσπεπτίδιο. lle-Glu-Thr-Asp, συζευγμένο στην 7-αμινο-4- 
τρίφλουορομεθυλ-κουμαρίνη, ένα φθορισμομετρικό υπόστρωμα 
για εξέταση (assay) της ενζυμικής δραστικότητας της κασπόσης-8 
like.
He-Glu-Thr-Asp-7-apivo-4^iXA κουμαρίνη. To IETD-AMC είναι 
ένα φθορίζον υπόστρωμα για την κασπόση-8. 
lle-Glu-Thr-Asp-αλδεΟδη. To IETD-CHO είναι συνθετικός 
αναστολέας της κασπάσης-8.
lle-Glu-Thr-Asp-Ο-μεθυλ-φθοριομεθυλκετόνη. To IETD-FMK είναι 
συνθεπκός αναστολέας της κασπάσης-8 like.
Συνθετικό τετραπεπτίδιο (lle-Glu-Thr-Asp), συζευγμένο στην παρα- 
νπροανιλίνη (ρΝΑ). Είναι χρωμστομετρικό υπόστρωμα για την 
εξέταση δρασπκότητας του ένζυμου caspase-8 like.
Αναστολέας της απόπτωσης. Συμμετέχει στην επιβίωση του 
κυττάρου στην οποία μεσολαβεί ο παράγοντας NF-kB.
(Science 1998, 281:998-1001)
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IGIF

IKK

ITA

J

JNK

I-FLICE

K

Ku p70 

Ku p80

Inhibitor o f F L IC E . Ο  α νασ τολέα ς της π ρω τεΐνης F L IC E , l-F L IC E , 

είναι γνω σ τός και ω ς  C A S H , C L A R P , F L IP  και F L A M E -1 . 

( J B io lC h e m  1 9 9 7 ,2 7 2 : 1 7 2 5 5 -1 7 2 5 7 )

In terferon-gam m a-inducing  factor. Ο  π αράγοντας επ αγω γής της  

IF N -γ, γνω σ τός και ω ς IL -18 , ενισχύει την κυπ αροτοξικότητα στην  

οπ οία  μεσ ολαβεί ο FasL.

( N a tu re  1 9 9 5 , 3 7 8 :8 8 -9 1 )

IkB κινάση.

(C e ll  1 9 9 7 , 9 1 :2 4 3 -2 5 2 )

Inhibitor o f T -ce ll apoptosis. Ο  ανασ τολέας της απ όπ τω σης τω ν Τ -  

κυττάρω ν ΙΤ Α  είναι μέλος της οικογένειας π ρω τεϊνώ ν ΙΑΡ.

(D N A  C e ll B io l 1 9 9 6 , 1 5 :9 8 1 -9 8 8 )

c-Jun N -term inal k inase. Η  κινάση JN K  ανήκει στην ευρεία  

οικογένεια  της M A P  κινάσης. Π ρόσφ ατα, έγινε φανερό ότι η 

αλληλεπ ίδραση μεταξύ  της π ρω τεΐνης D axx  και του υπ οδοχέα  

C D 9 5  μπ ορεί να οδηγήσει σ ε απόπ τω ση μέσω  της οδού JN K  με 

τρόπ ο π ου ρυθμ ίζετα ι απ ό την  πρω τεΐνη B cl-2. Ο  υπ οδοχέας T N F -  

R1 μπ ορεί, επ ίσης, να  ενεργοποιήσει την  οδό JN K  μέσω  της  

π ρω τεΐνης T R A F 2  χω ρίς ό μ ω ς να  οδηγεί σ ε απόπ τω ση.

(G e n e s  D e v  1 9 9 3 , 7 (1 1 ) :2 1 3 5 )

Υ π ομονά δα  (7 0  kD a ) του αυτοαντιγόνου Ku. Η πρωτεΐνη Ku ρ70  

είναι συστατικό της ενεργοπ οιημένης D N A -P K .

Υ π ομονά δα  (80  kD a ) του αυτοαντιγόνου Ku. Η πρω τεΐνη Ku ρ80  

είναι συστατικό της ενεργοπ οιημένης D N A -P K .
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L

Lamin A Δομική πρωτεΐνη του πυρηνικού φακέλου που υποβοηθά στη 
διατήρηση της μορφής του πυρήνα.
(Proc Natl Acad Sci USA 1986. 83:6450-6454)

Lamfn B Δομική πρωτεΐνη του πυρηνικού φακέλου που υποβοηθά στη

LARD
διατήρηση της μορφής του πυρήνα.
Lymphocyte-associated receptor of death. 0  υποδοχέας θανάτου 
LARD, γνωστός και ως DR3, WSL-1, TRAMP και ΑΡΟ-3, είναι 
υποδοχέας του παράγοντα Apo-3L.
(Proc Nad Acad S d  USA 1997. 94:4615-4619)

LBR Chromatin and Lamin Binding Protein. Πρωτεΐνη που συνδέεται 
στη χρωματίνη και πς λομίνες της εσωτερικής πυρηνικής 
μεμβράνης και υφίστσται πρωτεόλυση κατά τα όψιμα στάδια της 
απόπτωσης.
(J Cell S d  1998. 111:1441-1451)

U T
φ

Lymphocyte inhibitor of TRAIL 0  λεμφοκυτταρικός αναστολέας 
του υποδοχέα TRAIL (LIT) είναι γνωστός και ως TRID, DcR-1 
KaiTRAIL-R3.

LKLF
(J Immunol 1998. 160:3-6)

Lung KruppeMike factor. 0  παράγοντας LKLF είναι ένας 
μεταγραφικός ρυθμιστής της φάσης εφησυχασμού και της 
επιβίωσης των μονοθετικών Τ κυττάρων.
(Science 1997. 277:1986-1990) 

Lymphotoxin Λεμφοτοξίνη, γνωστή και ως TNF-β. 
(Cell 1993. 72:847-856).

MACH MORT-associated CED-3 Homologue. Ομόλογη πρωτεΐνη της 
CED-3 στα θηλαστικά, γνωστή και ως κασπάση-8.
(Cell 1996, 85:803-815)
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MADD

Mch2

Mch3

Mch4

Mch5

Mch6

Mcl-1

MIAP

MORT

MRIT

M itogen  activated  k inase activating death  dom ain . To  μόριο M A D D  

αλληλεπ ιδρά με τον υπ οδοχέα  T N F -R 1  και ενεργοπ οιεί την  

δραστικότητα της M A P  κινάσης.

( J B i o l C h e m  1 9 9 7 , 2 7 2 :1 2 0 6 9 -1 2 0 7 5 )

M am m alian  C E D -3  hom ologue 2. Ο μόλογη πρω τεΐνη της C E D -3  

στα θηλαστικά, γνω στή και ω ς κασπ άση-6.

(C a n c e r  R e s  1 9 9 5 , 5 5 :2 7 3 7 -2 7 4 2 )

M am m alian  C E D -3  hom ologue 3. Ο μόλογη πρω τεΐνη της C E D -3  

στα θηλαστικά, γνω στή και ω ς κασπ άση-7.

(C a n c e r  R e s  1 9 9 5 , 5 5 :6 0 4 5 -6 0 5 2 )

M am m alian  C E D -3  hom ologue 4 . Ο μόλογη π ρω τεΐνη της C E D -3  

στα θηλαστικά, γνω στή και ω ς κασ π άσ η-10.

(P ro c  N a tl A c a d  S c i U S A  1 9 9 6 , 9 3 :7 4 6 4 -7 4 6 9 )

M am m alian  C E D -3  hom ologue 5. Ο μόλογη π ρω τεΐνη της C E D -3  

στα θηλαστικά, γνω στή και ω ς κασπ άση-8.

(P ro c  N a t l  A c a d  S c i U S A  1 9 9 6 , 9 3 :1 4 4 8 6 -1 4 4 8 1 )

M am m alian  C E D -3  hom ologue 6 . Ο μόλογη πρω τεΐνη της C E D -3  

στα θηλαστικά, π εριέχει μια π εριοχή C A R D  και είναι γνω στή και 

ω ς κασπ άση-9.

( J B io lC h e m  1 9 9 6 , 2 7 1 :1 6 7 2 0 -1 6 7 2 4 )

M yelo id  cell leukem ia  1. Μ έλο ς  της οικογένειας π ρω τεϊνώ ν Bcl-2, η 

Mcl-1 είναι μιτοχονδριακή π ρω τεΐνη που ενισχύει τη βιωσιμότητα  

του κυττάρου κάτω απ ό απ οπ τω τικές συνθήκες.

M ouse inhibitor o f apoptosis protein. Η π ρω τεΐνη-αναστολέας της  

απ όπ τω σης M IA P  είναι στους επ ίμυες το ομόλογο της ανθρώ π ινης  

π ρω τεΐνης X IΑ Ρ .

(C e ll 1 9 9 5 , 8 3 :1 2 4 3 -1 2 5 2 )

Μ όριο-π ροσ αρμοσ τής π ου π εριέχει περιοχή θανάτου, γνω στός και 

ω ς F A D D .

( J B io lC h e m  1 9 9 5 , 2 7 0 :7 7 9 5 -7 7 9 8 )

M ach -R e la ted  Inducer o f Toxicity. Η  πρω τεΐνη M R IT  αλληλεπιδρά  

με τις π ρω τεΐνες Bcl-xL και F L IC E  και είναι, επίσης, γνωστή ως 

F L IP , C A S H , F L A M E -1 , C L A R P , C asp er και l-FL IC E .

(P ro c  N a tl A c a d  S c i U S A  1 9 9 7 , 9 4 :1 1 3 3 3 -1 1 3 3 8 )
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Mtd

N

NAIP

NBK

Nedd2

NF-kB
*

NGF

NGFR

O

OPG

OX-40

Μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών Bd-2 που διαθέτει πς περιοχές 
ΒΗ1, ΒΗ2, ΒΗ3 και ΒΗ4. Ενεργοποιεί την απόπτωση σε απουσία 
ετεροδιμερών με τις πρωτεΐνες Bd-2 και Bd-xL.
(J Biol Chem 1998, 273:8708-8710)

Neuronal apoptosis inhibitory protein. Πρωτεΐνη-ανοστολέας της 
απόπτωσης νευρώνων, μέλος της οικογένειας ΙΑΡ.
(Cell 1995, 80:167-178)

Natural Bom Killer. Η πρωτεΐνη ΝΒΚ επόγει την απόπτωση και 
είναι γνωστή και ως Bik. ΒΡ4 και Bip1.
(Mol Cell Biol 1996, 16:5857-5864)

Neural Precursor Cell Expressed. Devetopmentalty Down- 
Regulated 2. Είναι το γονίδιο που κωδικοποιεί την κασπάση-2 
στους εττίμυες.
Nuclear factor of immunoglobulin k locus in B cells. Ο  παράγοντας 
NF-κΒ ενεργοποιεί την μεταγραφή γονιδίων σε πολλούς ιστούς. 
Nerve Growth Factor. Ο NGF είναι αυξητικός παράγοντας των
νευρώνων.
Nerve Growth Factor Receptor. O NGFR είναι υποδοχέας του 
νευροτροφίκού παράγοντα NGF.
(Cell 1986, 47:545-554)

Osteoprotegerin. Είναι ένας υποδοχέας του TRAIL.
(J B iol Chem 1998, 273:14363-14367)

Μέλος της οικογένειας του αυξητικού παράγοντα των νευρώνων 
NGF, που εκφράζεται σε ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα και είναι 
γνωστός και ως CD 134.
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Ρ

Ρ53

PARP

PCD

Perforin

PFP

PI

PS

R

RAIDD

RANK

Η π ρω τεΐνη P 5 3  είναι π ροϊόν του ομώ νυμου ογκοκατασταλτικού  

γονιδίου και επάγει την απόπτω ση.

P o ly (A D P  ribose) po lym erase. Έ νζυμ ο  επ ιδιόρθω σης του D N A , το 

οπ οίο διασπάται απ ό τις κασ π άσες κατά την αποπτωτική  

διαδικασία.

P ro gram m ed C ell D eath . Π ρογραμματισ μένος κυπ αρικός θάνατος. 

Ά λλη ονομασία  της απ όπ τω σης.

Π ρω τεΐνη  που εκκρίνεται κυρίω ς απ ό κυτταροτοξικά Τ -κ ύ π α ρ α  ή 

Ν Κ  κύτταρα -φ υσ ικούς φονείς και δημιουργεί πόρο στην κυπ αρική  

μεμβράνη  δ ιευκολύνοντας την μεταφ ορά της π ρω τεάσης σερίνης  

g ran zym e στα κύτταρα-στόχους.

(J  Im m u n o l 1 9 8 9 , 1 4 3 :4 2 6 7 -4 2 7 4 )

P o re-Form ing  Protein. Άλλη ονομασία  της π ρω τεΐνης perforin. 

( Im m u n o g e n e tic s  1 9 8 9 , 3 0 :4 5 2 -4 5 7 )

Propidium  Iodide. T o  ιω διούχο προπίδιο είναι χρω στική του D N A  

για τον απ οκλεισμό τω ν νεκρω τικώ ν κυττάρω ν. Σε συνδυασμό με 

α ννεξίνη -V  F IT C , το  ιω διούχο προπίδιο διακρίνει τα  πρώ ϊμα  

απ οπ τω τικά από τα όψ ιμα αποπτω τικά ή τα νεκρω τικά κύτταρα. 

Phosphatidylserine. Η  φω σφατιδυλοσερίνη είναι ένα λιπίδιο που  

μετατοπ ίζεται στην κυπ αρική επιφάνεια όταν τα κύπ αρα  

εισέρχονται στην αποπτω τική διαδικασία και μπορεί να ανιχνευτεί 

με τη βοήθεια  της αννεξίνης-V .

R IP -asso c ia ted  lc h -1 /C E D  hom ologous protein with death  dom ain. 

Η πρω τεΐνη R A ID D  είναι ένα μόριο-π ροσαρμοστής με περιοχή  

θανάτου  D D .

(N a tu re  1 9 9 7 , 3 8 5 :8 6 -8 9 )

R ecep to r A ctivates N F -κΒ. Η  πρω τεΐνη R A N K  αλληλεπιδρά με 

π αράγοντες π ου συνδέονται στον υποδοχέα του T N F , τον
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RICK

RIP

RIP2

φ

S

SCA-1

SCA-2

sFas

sFasL

παράγοντα NF-κΒ και την κινάση JNK (J B io l Chem 1998. 

273:20551-20555)

Πρωτέινική κινάση που διαθέτει περιοχή «επιστράτευσης» 
κασπασών (caspase recruitment domain), αλληλεπιδρά με την 
πρωτεΐνη CLARP και ρυθμίζει την Fas-επαγόμενη απόπτωση.
(J Biol Chem 1998, 273:12296-12300)

Receptor Interacting Protein. Η πρωτεΐνη RIP διαθέτει περιοχή 
θανάτου DO και σχετίζεται τόσο με την επαγωγή όσο και με την 
αναστολή της απόπτωσης. Συνδεόμενη στον υποδοχέα Fas 
ενεργοποιεί τις κασπάσες και επάγει την απόπτωση. Συνδεόμενη 
στον υποδοχέα TNFR1 μαζί με το μόριο TRADD ενεργοποιεί τις 
κασπάσες. μπορεί, όμως, να ενεργοποιήσει τον NF-κΒ μέσω του 
μορίου TRAF2.
(Cell 1995, 81:513-523)

Receptor Interacting Protein-2. Η πρωτεΐνη RIP2 ενεργοποιεί τον 
παράγοντα NF-κΒ, αλλά είναι και κινάση επαγωγής του κυτταρικού 
θανάτου.
(J Biol Chem 1998, 273:16968-16975)

SREBP Cleavage Activity. Άλλη ονομασία για την κασπάση-3.
(J B id  Chem 1995, 270:18044-18050)

SREBP Cleavage Activity 2. Άλλη ονομασία για την κασπάση-
7/Mch3.
(Proc Natl Acad Set USA 1996, 93:5437-5442)

Soluble Fas. Διαλυτή μορφή του υποδοχέα Fas. στην οποία λείπει 
η διαμεμβρσνική περιοχή του υποδοχέα και η οποία προκύπτει 
από εναλλακτικό μάτισμα (mRNA splicing).
(Science 1994, 263:1759-1762)

Soluble Fas Ligand. Διαλυτή μορφή του υποδοχέα Fas Ligand, η 
οποία προκύπτει από τη αποκοπή του υποδοχέα Fas Ligand από 
την κυτταρική μεμβράνη μέσω μεταλλοπρωτέϊνασών.
(EM BO J 1995, 14:1129-1135)
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Sphingomyelinase Η  σφ ιγγομυελινάση είναι ένζυμο που υδρολύει το σύμπλοκο  

λιπίδιο σφ ιγγομυελίνη στο σύμπ λοκο λιπίδιο ceram ide.

SREBP-1
(Cell 1994, 77:325)

Sterol R egu latory E lem en t Binding P ro te in -1 . Μ ία  βασική πρωτεΐνη  

«έλικα -θηλιά -έλ ικα-φ ερμουάρ  λεύκινης» (helix-loop-helix-leucine  

zip p er) που ελέγχει τη μεταγραφή του γονιδίου το οποίο 

κω δικοποιεί τον υπ οδοχέα  της χαμηλής πυκνότητας  

λιπ οπ ρω τεϊνώ ν (LD L ).

(Cell 1993, 75:187-197)

SREBP-2 Sterol R egulatory E lem ent Binding Protein-2 . Μ ία  βασική πρωτεΐνη  

«έλικα -θηλιά -έλ ικα-φ ερ μουάρ  λεύκινης» (helix-loop-helix-leucine  

z ip p er) π ου ενεργοπ οιεί τη μεταγραφή μέσω  της σύνδεσης στο  

ρυθμιστικό στοιχείο τω ν στεροειδώ ν.

(Proc Natl Acad Sci USA 1993, 90:11603-11607)

Survivin Αντι-απ οπ τω τική π ρω τεΐνη, μέλος της οικογένειας τω ν π ρω τεϊνώ ν- 

αναστολέω ν της απ όπ τω σης lAPs.

(Nature Med 1997, 3:917-921)

TACI T ran sm em b ran e  activator. Ο  δ ιαμεμβρανικός ενεργοποιητής TA C I 

είναι μέλος της υπ εροικογένειας T N F  και αλληλεπ ιδρά με το μόριο  

C A M L.

TIAR R N A  binding protein related to T IA -1 . Πρω τεΐνη σύνδεσης στο  

R N A , που είναι, όπ ω ς και η πρω τεΐνη Τ ΙΑ -1 , επ αγω γέας (τελεστής) 

της απ όπ τω σης. Κατά τη Fas-επ αγόμενη απόπτω ση, η πρωτεΐνη  

T IA R  π αρουσιάζει ταχεία μετατόπιση απ ό τον πυρήνα στο 

κυτταρόπ λασμα.

TNF T u m o r N ecrosis Factor. Π αράγοντας Ν έκρω σ ης τω ν Ό γκω ν.

TNFR1 T u m o r Necrosis Factor R eceptor 1. 0  υπ οδοχέας 1 του T N F  είναι 

πρω τεΐνη με M B  55  kD a, γνω στή και ω ς ρ 55 ή C D 1 2 0 a .

TNFR2 T um or Necrosis Factor R eceptor 2. 0  υπ οδοχέας 2 του T N F  είναι 

πρω τεΐνη με M B  7 5  kD a, γνω στή και ω ς ρ 75  ή C D 120b .
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Toso

TR2L

TRADD

TRAF-1

TRAF-2

TRAF^3

TRAF-4

TRAF-6

TRAF-6

Μόριο της κυτταρικής επιφάνειας που είναι ειδικός ρυθμιστής της 
Fas-επσγόμενης απόπτωσης στα Τ-κύπαρα.
(Immunity 1998, 8:461-471)

Η πρωτεΐνη TR2L αναστέλλει την κυτταροτοξική αντίδραση του 
παράγονταΤΝΡ.
(B ioch em  Biophys Res Commun 1996.227:266-272)

TNF Receptor 1 associated death domain. Μόριο που διαθέτει 
περιοχή θανάτου και συνδέεται στον υποδοχέα 1 του TNF.
(Cell 1995, 81:495-504)

TNF Receptor Associated Factor-1. Ο παράγοντας TRAF-1 είναι 
μεταγωγέας σημάτων ο οποίος συνδέεται στην κυπαροπλασματική 
περιοχή του υποδοχέα 2 του TNF.
(Cell 1994, 78:681-692)

TNF Receptor Associated Factor-2. Ο παράγοντας TRAF-2 είναι 
διαμεσολαβητής στην 0030-επαγόμενη ενεργοποίηση του 
παράγοντα NF-κΒ. (Proc Nett Acad S d  USA 1996. 93:14053- 

14058)

TNF Receptor Associated Factor-3. Ο παράγοντας TRAF-3 
αλληλεττιδρά με την κυπαροπλασματική περιοχή του υποδοχέα 
CD30.
(Proc Natl Acad S d  USA 1996. 93:14053-14058)

TNF Receptor Associated Factor-4. Ο παράγοντας TRAF-4 
αλληλεττιδρά με την κυπαροπλασματική περιοχή του υποδοχέα 
της λεμφοτοξίνης.
(Am J Pathol 1998.152:1549-1561)
TNF Receptor Associated Factor-5. Ο παράγοντας TRAF-5 είναι 
μέλος της οικογένειας TRAF και διαμεσολαβητής στη μετάδοση 
σημάτων μέσω του υποδοχέα CD40.
(Proc NaU Acad S d  USA 1996, 93:9437-9442)

TNF Receptor Associated Factor-6. Ο παράγοντας TRAF-6 είναι 
διαμεσολαβητής στη μετάδοση σημάτων μέσω του υποδοχέα 
CD40.(J B iol Chem 1996, 271:28745-28748)
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TRAIL

TRAIL-R1

TRAIL-R2

TRAIL-R3

TRAIL-R4

TRAMP

TRANCE

TRAP

TRICK2

TRID

TNF-related apoptosis-inducing ligand. To προσδετικό μόριο 

TRAIL, γνωστό και ως Apo2L, είναι μέλος της οικογένειας TNF που 

επάγει την απόπτωση.

( Im m u n ity  1 9 9 5 , 3 :6 7 3 -6 8 2 )

TRAIL-Receptor 1. Ο υποδοχέας 1 του TRAIL είναι γνωστός και 

ως DR4 και ΑΡΟ-2.

( Im m u n ity  1 9 9 7 , 7 :8 3 1 -8 3 6 )

TRAIL-Receptor 2. Ο υποδοχέας 2 του TRAIL είναι γνωστός και 

ως DR5. (Im m u n ity  1 9 9 7 , 7 :8 2 1 -8 3 0 )

TRAIL-Receptor 3. Ο υποδοχέας 3 του TRAIL είναι γνωστός και 

ως DcR1, TRID και LIT.

(J  E x p  M e d  1 9 9 7 , 1 8 6 :1 1 6 5 -1 1 7 0 )

TRAIL-Receptor 4. Ο υποδοχέας 4 του TRAIL είναι γνωστός και 

ως DcR2.

(C u r r B io l  1 9 9 7 , 7 :1 0 0 3 -1 0 0 6 )

TNF Receptor Apoptosis-Mediating Protein. Η πρωτεΐνη TRAMP 

είναι υποδοχέας-διαμεσολαβητής της απόπτωσης με ομολογία ως 

προς τον TNFR1 και τον Fas, γνωστή και ως DR3, ΑΡΟ-3, WSL 

και LARD.

( Im m u n ity  1 9 9 7 , 6 :7 9 -8 8 )

TNF-Related Activation-induced Cytokine. Η κυτταροκίνη TRANCE 

είναι μέλος της οικογένειας TNF, η οποία εκφράζεται κυρίως στα Τ- 

κύτταρα.

(J  B io l C h e m  1 9 9 7 , 2 7 2 :2 5 1 9 0 -2 5 1 9 4 )

TNF-Related Activation Protein. Η πρωτεΐνη TRAP είναι μέλος της 

υπεροικογένειας TNF, γνωστή και ως CD40 ligand και CD154. 

( E u r J  Im m u n o l 1 9 9 2 , 2 2 :3 1 9 1 -3 1 9 4 )

TRAIL Receptor Inducer of Cell Killing 2. Υποδοχέας του TRAIL, o 

οποίος προέρχεται από εναλλακτικό μάτισμα (splicing) και 

μεταδίδει κυτταροτοξικά σήματα από τον TRAIL.

(C u r r B io l  1 9 9 7 , 7 :6 9 3 -6 9 6 )

TRAIL Receptor without an Intracellular Domain. Είναι υποδοχέας 

του TRAIL χωρίς ενδοκυττάρια περιοχή, ο οποίος είναι

3 0 0



TRIP

TRUNDD

TUNEL

TWEAK

TX

TY

V

VEID

VEID-AFC

VEID-AMC

ανταγωνιστικός υποδοχέας-τταγίδα (decoy receptor) γνωστός και 
ως DcR1, TRAIL-R3 και LIT.
(Science 1997, 277:815-818)

TRAP Interacting Protein. Η πρωτεΐνη TRIP είναι συστατικό των 
σηματοδοτικών συμπλεγμάτων TNFR- και CD30-TRAF, η οποία 
αναστέλλει την TRAF-2-επσγόμενη ενεργοποίηση του παράγοντα 
NF-kB.
(J Exp Med 1997, 185:1275-1285)

TRAIL Receptor with a Truncated Death Domain. Είναι υποδοχέας 
του TRAIL που παίζει ανασταλτικό ρόλο στην απόπτωση. 
(FEBSLett 1998, 424:41-45)

Terminal Deoxynucleotidyt transferase-mediated dUTP Nick-End 
Labeling. Είναι μέθοδος ανίχνευσης σποτπωτικών κυττάρων, που 
βασίζεται στην κατάτμηση του DNA κατά την απόπτωση. 
Εκκρινόμενο προσδετικό μόριο της οικογένειας TNF που επάγει 
ασθενώς την απόπτωση.
(JB io lC hem  1997, 272:32401-32410)

Πρωτεάση ΤΧ. Άλλη ονομασία για την κοσπάση-4.
(ΕΜΒΟ J 1995, 14:1914-1922)

Πρωτεάση ΤΥ. Αλλη ονομασία για την κασπάση-5.
(JB io lC hem  1995, 270:15870-15876)

Val-Glu-lle-Asp, υπολείμματα αμινοξέων που αντιστοιχούν σε μία 
από πς περιοχές διάσπασης της κασπάσης-6 στη λαμίνη Α.
Ένα συνθετικό τετρσπετττίδιο (Val-Glu-lle-Asp). συζευγμένο στην 
7-αμινο-4-τρΐφθοριομεθυλο-κουμαρίνη. Είναι φθορισμομετρικό 
υπόστρωμα για την εξέταση της ενζυμικής δραστικότητσς της 
κασπάσης-6.
ν8ΐ-ΟΙυ-ΙΙβ-Α8ρ-7·αμινο-4-μεθυλο-κουμαρίνη. Η VE1D-AMC είναι 
ένα φθορίζον υπόστρωμα για την κασπάση-6.

- -1ΒΛίθ(:301



VEID-CHO

VEID-FMK

VEID-pNA

W

WSL-1

X

XIAP

Y

Yama

Z

ZIP kinase 

ZVAD-FMK

Val-Glu-lle-Asp-αλδεϋδη. H VEID-CHO είναι ένας συνθετικός 

αναστολέας της κασπάσης-6.

Val-Glu-lle-Asp-Ο-μεθυλο-φθοριομεθυλκετόνη. Η VEID-FMK είναι 

ένας συνθετικός αναστολέας της κασπάσης-6.

Ένα συνθετικό τετραπεπτίδιο, Val-Glu-lle-Asp, συζευγμένο στην 

παρα-νιτροανιλίνη (ρΝΑ). Είναι ένα χρωματομετρικό υπόστρωμα 

για την εξέταση της ενζυμικής δραστικότητας του κασπάση-6-like 

ενζύμου.

Υποδοχέας με περιοχή θανάτου DD, ο οποίος μεσολαβεί στην 

επαγωγή αποπτωτικών σημάτων και είναι γνωστός και ως ΑΡ03, 

DR3, TRAMP και LARD.

(N a tu re  1 9 9 6 , 3 8 4 :3 7 2 -3 7 5 )

X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein. Η πρωτεΐνη XIAP, γνωστή 

και ως HILP, είναι μέλος της οικογένειας ΙΑΡ και αναστέλλει την 

απόπτωση.

(Ε Μ Β Ο  1 9 9 8 , 1 7 :2 2 1 5 -2 2 2 3 )

Άλλη ονομασία για την κασπάση-3.

(J  B io l C h e m  1 9 9 4 , 2 6 9 :3 0 7 6 1 -3 0 7 6 4 )

Κινάση σερίνης-θρεονίνης που μεσολαβεί στην επαγωγή 

αποπτωτικών σημάτων.

(M o l C e ll B io l 1 9 9 8 , 1 8 :1 6 4 2 -1 6 5 1 )  

Βενζυλοξυ-Βαλίνη-Αλανίνη-Ασπαρτικό-Ο-μεθυλ- 

φθοριομεθυλκετόνη. Η ZVAD-FMK είναι συνθετικός αναστολέας 

των κασπασών.
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CLINICAL STUDY

Fas and Bcl-2 protein expression in tbyrocytes o f patients with nodular 
goiter
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Abstract
Objective: The relative expression of (he apoptooc protein Fa» and die anti-apoptotic 
protein Bcl-2 w est investigated in tbyrocytes from patients with aon-<o*ic nodular 
goiter (NTG. n * 20) and Hathsmoto’s thyroidtt» (HT, n ·  5L who underwent fme- 
needlc aspiration biopsy for diagnostic reasons On die basis of the clinical and 
cytological findings, the patterns with NTG were sub-ciassificd «to die group of those 
with colloid nodules (n * 9), degenerative nodules (n ·  6) and adenomatous nodules (n 
- 5).
Methods Fine-ne«dlc biopsy aspirates were examined by mmunocysochcmistry for 
Fas and Bcl-2 expression, using specific monoclonal anttboduss For the evaluation of 
Fas and Bcl-2 imnttmorcactmry, an expression index, based on the number of cells 
with positive staining, was used grade 1 me hided samples with positive turning in 
<20% of cells: grade 2 included samples with 20-50% St positive cells, and grade 3 
included samples with >50% positive cells.
Results: Fas protein expression was generally low (grade 1) in patients with nodular 
goiter, in contrast to patients with HT, in whom high expression was detected (grade 
3). Only in aspirates from degenerative nodules (four out of six), and m which 
lymphocytes were also present, was Fas expressed at an intermediate level (grade 2). 
On the other hand. Bcl-2 protein was differentially expressed among the nodule 
subtypes. It was low in colloid and degenerative nodules (grade 1) but high in 
adenomatous ones (grades 2 and 3). Bcl-2 expression was also low in patients with HT 
(grade I). Conclusion It is concluded that in comparison to HT, where there is up- 
regulation of Fas and down-regulation of Bcl-2 protein. Fas expression is low in 
human goiter, indicating low apoptofic activity The regulation of Bcl-2 protein differs 
between adenomatous and colloid nodules, suggesting that this protein may play a role 
in the differentiation of thyroid nodules.
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The role of Pas-mediated apoptosis in thyroid disease

M Andrikoula and A Tsatsoulis
Division o f  Endocrinology, Department o f  Medicine, University afloannina Medical School, loannina 
45110, Greece
(Correspondence should be addressed to A Tsatsovlis: Email: atsatsou@cc.uoi.gr)

Abstract
Recent evidence has emphasized the importance of apoptosis in the maintenance of 
tissue homeostasis and the pathogenesis o f malignant and immune diseases. 
Autoimmune thyroid diseases such as Hashimoto's thyroiditis and Graves' disease, as 
well as other autoimmune endocrine diseases, have been associated with dysregulation 
o f apoptotic signaling pathways. In particular, dysfunction of the Fas apoptotic 
pathway or production of soluble factors including soluble Fas and soluble Fas ligand 
may be involved in the pathogenesis of these disorders. On the other hand, malignant 
thyroid cells may avoid Pas-mediated suicide possibly by expression of inhibitors of 
apoptosis and evade the immune system by inducing apoptosis on infiltrating 
lymphocytes. The delicate balance between cell proliferation and cell death through 
the Fas pathway may also play an important role in the control of thyroid cell mass and 
goitrogenesis. This review analyzes the current evidence on the role of Pas-mediated 
apoptosis in the pathogenesis of thyroid diseases including Hashimoto's thyroiditis, 
Graves' disease, thyroid cancer and goiter. However, the exact mechanisms involved in 
the regulation of apoptosis in thyroid disease remain unclear. Further investigation is 
needed.
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ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ
REVIEW

Απόπτωση
Ο κυτταρικός θάνατος προϋπόθεση 
για τη ζωή
Η απόπτωση είναι η μορφή του κυτταρικού θανάτου που παρατηρείται 
όταν ο θάνατος είναι επιθυμητό ή προγραμματισμένο γεγονός. Είναι ο 
πρώτος χαρακτηρισμός ενός ενεργητικά ρυθμιζόμενου μηχανισμού κυτ­
ταρικού θανάτου στα θηλαστικά, που διαφέρει μορφολογικά και βιοχη­
μικά από τη νέκρωση. Η απόπτωση η προγραμματισμένος κυτταρικός 
θάνατος είναι ένα στερεοτυπικό πρόγραμμα κυπαρικής «αυτοκτονίας-, 
με το οποίο οι πολυκυτταρικοί οργανισμοί εξαλείφουν γηρασμένα, κατε­
στραμμένα ή μολυσμένα κύτταρα. Τα προϊόντα των γονιδίων, που ελέγ­
χουν τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, αναγνωρίστηκαν και με­
λετήθηκαν καλύτερα στο νηματοειδή σκώληκα C.elegans. Το ενδιαφέ­
ρον των ερευνητών για τον έλεγχο της απόπτωσης γίνεται όλο και με­
γαλύτερο, καθώς αναγνωρίστηκε ο ζωτικός ρόλος της στη φυσιολογική 
ανάπτυξη, την ομοιόσταση των ιστών και την άμυνα έναντι παθογόνων 
μικροοργανισμών. Ταυτόχρονα, έγινε αντιληπτό ότι η διαταραχή της ι­
σορροπίας κυτταρικού πολλαπλασιασμού-προγραμματισμένου κυτταρι­
κού θανάτου μπορεί να οδηγήσει στον καρκίνο, καθώς και σε 
αυτοάνοσα και εκφυλιστικά νοσήματα. Ο αποτττωτικός μηχανισμός είναι 
εξαιρετικά πολύπλοκος και δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως. Στην 
ανασκόπηση αυτή παρουσιάζονται τα δεδομένα, που υπάρχουν μέχρι 
σήμερα στη διεθνή βιβλιογραφία, για τις οδούς μετάδοσης των 
αποτττωτικών σημάτων από τους διάφορους υποδοχείς θανάτου στα 
πρωτεολυτικά ένζυμα που είναι γνωστά ως κασπάσες και οδηγούν στην 
κατάτμηση του DNA και τη λύση του κυττάρου. Η κατανόηση των 
μοριακών και κυτταρικών χαρακτηριστικών της αποπτωτικής 
διαδικασίας θα επιτρέψει την ανάπτυξη και εφαρμογή περισσότερο 
δραστικών και δυνητικά αποτελεσματικών θεραπευτικών στρατηγικών, 
στις οποίες βασικό ρόλο θα έχει η επαγωγή ή αναστολή του προ­
γραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, ανάλογα με την περίπτωση.

ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΚΑΙ ΖΩΗ

ABSTRACT
Apoptosis: Cell death necessary for life

M. a n d r ik o u l a ;  g . v a r t h o l o m a t o s 2
'Division o f  Endocrinology, Department o f  Internal Medicine, University o f  loannina, Medical School,

2Laboratory o f  Hematology, Unit ofMolecular Biology,
University Hospital o f  loannina, loannina, Greece 

Archives o f  Hellenic Medicine 2001. 18(5):496-513
Apoptosis is the form of cell death observed when death is a desirable or programmed event. It is the first 
characterization of an actively regulated mechanism of cell death in mammalian cells, with structural features different 
form those of necrosis. Apoptosis or programmed cell death is a stereotypic program of cell suicide which multicellular 
organisms use for the deletion of redundant, damaged or infected cells. Gene products which control programmed cell 
death have been identified and studied most completely in the nematode C. elegans. The control of apoptosis has gained 
the interest o f a great number of scientists, as its vital role in physiological development, in tissue homeostasis and in 
defense against pathogens was recognized. It became understood that the imbalance between cell proliferation and 
programmed cell death can lead to cancer and to autoimmune and degenerative diseases. The apoptotic mechanism is 
rather complicated and the process remains unclear. This review summarizes data from research on signalling pathways 
through death receptors to proteolytic enzymes, result in DNA fragmentation and cell lysis. The understanding of the 
molecular components and cellular features of the apoptotic machinery will enable the development and application of 
more effective therapeutic strategies in which either the induction or the inhibition of programmed cell death will be of 
critical importance.
Key words: Apoptosis, Caspases, Death receptors, Necrosis
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Ο ρόλος της απόπτωσης 
και της οδού Fas-Fas ligand 
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του σακχαρώδους διαβήτη 
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Tbc role of apoptosis and the Fm -Fh  Bgsnd pathway Jo the p t l iy r i l i
mf type 1 dtebctn

M. ANDR1KOULA. A. TSATSOUUS
Endocrine Unit. Department o f Mcdtcittc. University of laanmtma. loannina. Greece 

Archives o f Hellenic kiedtetne 2001.l$(4):349-333

The centra) pathogenic event in die development of autoimmune endocrine dweanes it die immune- 
mediated destruction of die specific endocrine cell. In the case of autoimmune type I diabetes the cytotoxic 
destruction of the pancreatic islet 6-cells occurs through apoptosis leading to inadequate insulin secretion 
and hyperglycemia. Immune-mediated apoptosis specifically triggered through Fas. is believed to be central 
to the pathogenesis of autoimmune diabetes because this apoptotic mechanism destroys islet ft-cells in both 
animal models of diabetes and the human type I disease. On the other hand, animals engineered to prevent 
Fas mediated cytotoxicity of islet cells do not develop the disease. Thus, apoptosis signaled through the Fas 
pathway appears to play an important role in the pathogenesis of autoimmune diabetes. The regulation of 
this pathway in the islet cells may alter the clinical expression of the disease.

Key wank: Apoptosis, Autoimmunity, Fas, Fas ligand. 1—dim. Type 1 * * * «
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