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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Είνα ι γνωστό ότι τοπικά αναισθητικά όπως η ροπιβακαΐνη εκτός από τις αναλγητικές 
τους επιδράσεις επάγουν και απόπτωση σ ε κύτταρα. Επίσης το απαραίτητο 
ιχνοστοιχείο ψευδάργυρος (Ζ η ) έχει βρεθεί ότι προστατεύει διάφορα είδη κυττάρων 
από τηναποπτωτική δράση στρεσογόνω ν παραγόντων, και επίσης α ποτελεί δομικό 
στοιχείο του ενεργού κέντρου μεταλλοπεπτιδασών όπως η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση  
(Ν Ε Ρ ). Η Ν Ε Ρ , εκτός από τον σημαντικό ρόλο της στη φυσιολογία και βιοχημεία του 
πόνου που ασκείται με τη διάσπαση των ενδογενώ ν οπιοειδώ ν, επάγει επίσης και 
μείωση τόυ πολλαπλασιασμού και επαγωγή απόπτωσης ειδικά σ ε καρκινικά κύτταρα. 
Ο συνδυασμός επομένω ς ροπιβακαΐνης, Ν Ε Ρ  και Ζη πιθανόν να σ υνεργεί στη 
διαχείριση του άλγους καρκινικής και μη αιτιολογίας.

Η^παρούσα διατριβή άρχισε τον Α πρίλιο του 2 0 0 1 , ολοκληρώ θηκε το έτος 2 0 0 5  
και εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Φ υσιολογίας της Ιατρικής σχολής του  
Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Σκοπός της έρευνα ς ήταν η μελέτη των επιδράσεω ν  
ειδικών παραγόντων της φυσιολογίας του πόνου όπως το τοπικό αναισθητικό 
ροπιβακαΐνη, το μέταλλο ψευδάργυρος (Ζ η ) σημαντικό στη νευροδιαβίβαση και η 
μεταλλοπεπτιδάση Ν Ε Ρ  που διασπά τα ενδογενή οπιοειδή, σ ε αθανατοποιημένα  
κερατινοκύτταρα ανθρώπου H aC aT . Μ ελετήθηκαν ο ι πιθανοί μηχανισμοί επαγωγής 
της απόπτωσης ιδιαίτερα σ ε σχέση με τα αντι-αποπτωτικά γονίδια κλαστρίνη/A p o J  

και B c l-2 .
Διαπιστώθηκε ότι η δοσο-εξαρτώ μενη επαγωγή απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη  

στα κύτταρα H aC aT , πραγματοποιείται μέσω ενός μηχανισμού μ έρος του οποίου  
είναι η μειορρύθμηση της κλαστρίνης/A p o J. Β ρέθη κ ε επίσης ότι ο Ζη σε 
συγκέντρωση 15 μΜ ως Zn(NC>3)2  προστατεύει τα κύτταρα H aC aT  από τις δράσεις 
της ροπιβακαΐνης, αφού α νέστειλε την μείωση του πολλαπλασιασμού και της 
βιωσιμότητας τους και μερικώ ς, την απόπτωση που προκαλεί η ροπιβακαΐνη. Επίσης 
φαίνεται ότι η ροπιβακαΐνη μ ειορρυθμίζει την Ν Ε Ρ  στα κύτταρα H aC aT , γεγονός που 
πιθανόν επιτρέπει στα ενδογενή οπιοειδή να ασκήσουν την αναλγητική τους δράση. 
Π ροέκυψ ε ακόμα ότι η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα H aC aT  α νέσ τειλε τον 
πολλαπλασιασμό και τη βιωσιμότητά τους επάγοντας απόπτωση κατόπιν επώασης 4 8  
ωρώ ν. Τέλος παρατηρήθηκε ότι η προστατευτική δράση του Ζη προς τα κύτταρα  
H aC aT  που επερεκφράζουν την Ν Ε Ρ , απέναντι στην αποπτωτική επίδραση της 
ροπιβακαΐνης, εμφανίζεται μειω μένη.

Αρχικά θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Φ υσιολογίας κ. Ά γγελο  
Ευαγγέλου καθώς και όλα ανεξαιρέτω ς τα μέλη Δ Ε Π  του εργαστηρίου Φ υσιολογίας 
της Ιατρικής σχολής του Π ανεπιστημίου Ιωαννίνων για την άψογη συμπεριφ ορά τους 
απέναντι μου γεγονός που με βοήθησε σημαντικά για την εκπόνηση της διατριβής.

Ευχαριστώ θερμά την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Φ υσιολογίας κα. Βασιλική  
Καλφακάκου για την επ ίβλεψ η , την εμπιστοσύνη και τη συμπαράστασή της σ ε όλη 
τη διάρκεια της εκπόνησης της διατριβής μου.

Ιδιαίτερα ευχαριστώ  τον Επίκουρο Καθηγητή Φ υσιολογίας κ. Ευάγγελο Κω λέττα  
του οποίου η συμβολή στην εκπαίδευση μου στις τεχνικές Μ οριακή Β ιολογίας καθώς 
και σε άλλους τομείς εκπόνησης της διδακτορικής διατριβής, ήταν καθοριστική.

Επίσης ευχαριστώ την Επίκουρη Καθηγήτρια Αναισθησιολογίας κα. Αθηνά  
Βαδαλούκα για τη σημαντική της συμβολή στην επιτυχή έκβαση της διατριβής.

Ευχαριστώ ακόμα τις κυρίες Ευτυχία Γούλα και Χ ρισ τίνα  Τζήμα καθώς και τους 
κυρίους Ν ίκο Γκάλκο και Παναγιώτη Γρίβα  για την βοήθεια και φιλική συμπεριφορά  
τους.



Α κόμα ευχαριστώ  τον διδάκτορα Χ ρισ τόφ ορο Θωμά και τους συναδέλφους 
Χ ρή σ το  Τ σ ιρώ νη , Χ ρή σ το  Μ ούλια  και από το Εργαστήριο Φ υσιολογίας για την 
βοήθεια και τη συμπαράστασή τους.

Τ έλ ο ς θέλω  να ευχαριστήσω για την πολύτιμη βοήθειά τους κατά τη διάρκεια  
εκπόνησης της διατριβής τα μέλη Δ Ε Π  του Εργαστηρίου Βιολογίας, Χαράλαμπο 
Α γγελίδη Αναπληρωτή Καθηγητή Β ιολογίας και Θ εώ δορο Τζαβάρα Αναπληρωτή 
Καθηγητή Β ιολογία ς καθώς κα ι τον διδάκτορα Π έτρο Μ ποζίδη, επίσης τους 
διδάκτορες από το Εργαστήριο Βιολογική ς Χ η μ εία ς, Α λεξάνδρα Μ παρμπούτη, Άκη 
Ν τούλια  και τους συναδέλφ ους Μ αργαρίτα Τενοπούλου και Λάμπρο Ν ούση και 
τέλος το μέλος Δ Ε Π  του Εργαστηρίου Φ αρμακολογίας, Π ερικλή Παππά, Επίκουρο  
Καθηγητή Φ αρμακολογίας.
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I. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1: ΤΟΠΙΚΑ ΑΝΑΙΣΘΗ ΤΙΚ Α ΚΑΙ ΑΠΟΠΤΩΣΗ

1.1 Ανατομικολειτουργικά στοιχεία του πόνου και σύστημα αναλγησίας

Ο πόνος αποτελεί ένα προστατευτικό μηχανισμό του σώματος, εμφανίζεται όταν 
προκαλείται βλάβη στους ιστούς και αναγκάζει το άτομο να αντιδράσει ώστε να 
αντιμετωπίσει το αλγογόνο ερέθισμα. Ο πόνος με βάση τη ταχύτητα αγωγής του 
διακρίνεται σε ταχύ και βραδύ πόνο. Ο ταχύς (ή οξύς ή νυγμώδης ή ηλεκτρικός) 
πόνος εμφανίζεται εντός 0,1 του δευτερολέπτου μετά την εφαρμογή αλγογόνου 
ερεθίσματος, δεν γίνεται αισθητός από τους περισσότερους εν τω βάθη ιστούς του  
σώματος και άγεται με νευρικές ίνες του άλγους τύπου Α δ. Ο  βραδύς (ή καυστικός ή 
βύθιος ή σφύζων ή χρόνιος) πόνος αρχίζει να γίνεται αισθητός μετά από ένα  
δευτερόλεπτο ή και περισσότερο, με αυξανόμενη ένταση αργά για πολλά 
δευτερόλεπτα ή και για αρκετά λεπτά, μακρόχρονα καθίσταται βασανιστικός 
οδηγώντας σε ανυπόφορη αγωνία, προέρχεται από το δέρμα και από βαθύτερους  
ιστούς και όργανα και η αίσθησή του προκαλείται από τη διέγερση νευρικώ ν ινών 

τύπου C . Ο ι υποδοχείς πόνου στο δέρμα και τους άλλους ιστούς είναι ελεύθερες  
νευρικές απολήξεις οι οποίες εμφανίζουν εκτεταμένη κατανομή στις επιφανειακές 
στιβάδες του δέρματος καθώς και σ ε ορισμένους εσωτερικούς ιστούς (περιόστεο, 
τοιχώματα των αρτηριών, αρθρικές επιφάνειες, δρέπανο και σκηνίδιο κρανιακού 

θόλου), διεγείρονται από τρεις διαφορετικούς τύπους ερεθισμάτων, μηχανικά, 
θερμικά και χημικά ερεθίσματα και ταξινομούνται αντίστοιχα ο)ς μηχανικοί, θερμικοί 
και χημικοί υποδοχείς πόνου. Κατά γενικό κανόνα, ο ταχύς πόνος εκλύεται από 
μηχανικούς και θερμικούς υποδοχείς, ενώ ο βραδύς πόνος μπορεί να εκλύεται και 

• από τους τρεις τύπους των υποδοχέων πόνου (G u yton  and H all, 1 9 9 1 ) .
Παρά το γεγονός ότι όλες οι νευρικές ίνες πόνου είναι ελεύθερες νευρικές  

απολήξεις, χρησιμοποιούνται δύο ξεχωριστές νευρικές οδοί για την αγο>γή αυτών των 
ώσεων προς το κεντρικό νευρικό σύστημα, οι οποίες και αντιστοιχούν προς τους δύο  
τύπους του άλγους, δηλαδή μια οδός για το ταχύ και άλλη οδός για το βραδύ άλγος. 
Μ ετά την είσοδό τους στο νωτιαίο μυελό μι: τις οπίσθιες ρίζες των νωτιαίων νεύρω ν, 
οι νευρικές ίνες του πόνου ανέρχονται ή και κατέρχονται για ένα έω ς και τρία 
νευροτόμια μέσα στην οδό του L issau cr, η οποία βρίσκεται αμέσως πίσω από το 
οπίσθιο κέρατο της φαιάς ουσίας του νωτιαίου μυελού και στη συνέχεια  
πραγματοποιούν συνάψεις με νευράδες των οπισθίων κεράτων. Σ ε αυτό το σημείο τα 
σήματα για τον πόνο ακολουθούν δύο διαφορετικές οδούς προς τον εγκέφαλο, την 
νεονωτιαιοθαλαμική οδό και την παλαιονωτιαιοθαλαμική οδό. Στην 
νεονωτιαιοθαλαμική οδό οι νευρικές ίνες Λ δ απολήγουν κυρίως στο πέταλο 1 (οριακό  
πέταλο) στα οπίσθια κέρατα και στο σημείο αυτό προκαλούν τη διέγερση της 
δεύτερης αισθητικής νευράδας της νεονωτιαιοΟαλαμικής οδού. Α πό τις νευράδες  
αυτές ξεκινούν μακρές νευρικές ίνες, οι οποίες χιάζονται αμέσως προς το αντίθετο 
ημιμόριο του νωτιαίου μυελού, μέσα από τον πρόσθιο σύνδεσμο, και στη συνέχεια  
φέρονται προς τα άνω στο εγκέφαλο μέσα στις προσθιοπλάγιες δέσμες της λευκής 
ουσίας (σχήμα 1.1). Έ ν α ς μικρός αριθμός από τις ίνες της νεονωτιαιοΟαλαμικής οδού  
καταλήγουν στις δικτυωτές περιοχές του εγκεφαλικού στελέχους, ο ι περισσότερες  
όμως ίνες φτάνουν ως τον οπτικό θάλαμο και καταλήγουν μέσα στο κοιλιοβασικό  
σύμπλεγμα, μαζί με τη νευρική οδό των οπισθίων δεσμώ ν-έσω  λημνίσκων. Επίσης, 
ένας μικρός αριθμός από αυτές τις ίνες καταλήγουν στους οπίσθιους πυρήνες του
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οπτικού θαλάμου. Α πό τις περιοχές αυτές οι νευρικές ώσεις μεταδίδονται σε άλλες 
περιοχές στη βάση του εγκεφάλου, καθώς και στη σωματοαισθητική χώρα του 
εγκεφαλικού φλοιού (σχήμα 1.2). Μ παλαιονωτιαιοθαλαμική οδός αποτελεί πολύ 
παλαιότερο σύστημα και μεταφέρει κατά κύριο λόγο την αίσθηση του πόνου που 
άγεται με τις ίνες C  των περιφερικών νεύρω ν, αλλά και ορισμένα σήματα που άγονται 
με τις ίνες Α δ. Αυτής της οδού, οι περιφερικές ίνες καταλήγουν σχεδόν αποκλειστικά 
στα πέταλα II και 111 των οπισθίων κεράτων, που και τα δύο μαζί αποτελούν την 
πηκτωματώδη ουσία. Στη συνέχεια τα περισσότερα από αυτά τα σήματα διέρχονται 
μέσα από μια ή και περισσότερες επιπρόσθετες νευράδες που βρίσκονται μέσα στα 
οπίσθια κέρατα, πριν να εισέλθουν, κατά κόριο λόγο μέσα στο πέταλο V , που 
βρίσκεται επίσης στο οπίσθιο κέρατο. Σ ε αυτί) τη θέση, η τελευταία νευράδα σε αυτί) 
τη σειρά αποδίδει μακρύ νευράξονα, που κατά το πλείστο φέρεται μαζί με τις 
νευρικές ίνες της ταχείας οδού, μέσα από τον πρόσθιο σύνδεσμο, προς το αντίθετο 
ημιμόριο του νωτιαίου μυελού και στη συνέχεια φέρεται προς τα άνω, μέσα στην ίδια 
την προσθιοπλάγια οδό. 11 οδός για τον βραδύ πόνο απολήγει σε ευρεία έκταση μέσα 
στο εγκεφαλικό στέλεχος. Μ όνο το ένα δέκατο ως το ένα τέταρτο από αυτές τις 
νευρικές ίνες φτάνουν ως τον οπτικό θάλαμο. Ο ι υπόλοιπες καταλήγουν σε μια από 
τις ακόλουθες τρεις περιοχές: (1 )  τους δικτυωτούς πυρήνες του προμήκους μυελού, 
στη γέφυρα και τον μεσεγκέφαλο, (2 )  στην οροφιαία περιοχή, βαθιά κάτω από τα 
πρόσθια και οπίσθια διδύμια και (3 )  στη φαιά ουσία γύρω από τον υδραγωγό του 
S ilviu s (σχήματα 1 .1 ,1 .2 )  (G u yton  and H all, 1 9 9 1 ) .

Η ικανότητα του ίδιου του εγκεφάλου να ελέγχει το βαθμό της εισόδου των 
σημάτων πόνου προς το νευρικό σύστημα, πραγματοποιείται με την ενεργοποίηση 
ενός συστήματος ελέγχου του πόνου, το οποίο ονομάζεται «σύστημα αναλγησίας» 
και αποτελείται από τρία κύρια τμήματα: (1 )  Τη φαιά ουσία που βρίσκεται γύρω από 
τον υδραγωγό του S ylviu s στο μεσεγκέφαλο και την άνω γέφυρα. Νευράδες από την 
περιοχή αυτί) αποστέλλουν νευρικές ώσεις προς (2 )  το μεγάλο πυρήνα της ραφής, ένα 
λεπτό πυρήνα που βρίσκεται στη μέση γραμμή, στο ύψος του κάτω μέρους της 
γέφυρας και του άνω μέρους του προμήκους. Από αυτό το σημείο οι νευρικές ώσεις 
μεταδίδονται προς τα κάτω με τις πλαγιοπίσθιες δέσμες του νωτιαίου μυελού προς (3 )  
ένα σύμπλεγμα αναστολής του πόνου που βρίσκεται στα οπίσθια κέρατα του 
νωτιαίου μυελού σημείο, στο οποίο, τα σήματα της αναλγησίας αποκλείουν τον πόνο 
πριν από τη διοχέτευσή του προς τον εγκέφαλο. Μ ε τον ηλεκτρικό ερεθισμό της 
φαιάς ουσίας γύρω από τον υδραγωγό, είτε του μεγάλου πυρήνα της ραφής, μπορεί 
να καταστέλλονται σχεδόν πλήρως πολλά πολύ ισχυρά σήματα πόνου, τα οποία 
εισέρχονται στο νευρικό σύστημα με τις οπίσθιες ρίζες του νωτιαίου μυελού. Επίσης, 
με τον ερεθισμό περιοχών που βρίσκονται σ ε ακόμα υψηλότερα ε.πίπεδα του 
εγκεφάλου, τα οποία με τη σειρά τους διεγείρουν τη φαιά ουσία γύρω από τον 
υδραγωγό, και ιδιαίτερα των περικοιλιακών πυρήνων του υποθαλάμου, που 
βρίσκονται δίπλα από την τρίτη κοιλία, και σε μικρότερο βαθμό της έσω  
προσεγκεφαλικής δεσμίδας, που βρίσκεται επίσης στον υποθάλαμο, μπορεί να 
καταστέλλεται ο πόνος, αν και πιθανώς σε μικρότερο βαθμό. Διάφορες διαβιβαστικέο 
ουσίες συμμετέχουν σ ’ αυτό το σύστημα αναλγησίας και ιδιαίτερα η εγκεφαλίνη κα 
η σεροτονίνη. 1 Ιολλές από τις νευρικές ίνες που προέρχονται, τόσο από του 
περικοιλιακούς πυρήνες όσο και από τη φαιά ουσία γύρω από τον υδραγωγέ 
εκκρίνουν εγκεφαλίνη από τις απολήξεις τους. Οι απολήξεις πολλών από τις νευρικέ 
ίνες μέσα στον μεγάλο πυρήνα της ραφής εκκρίνουν επίσης εγκεφαλίνη. Οι νευρικ» 
ίνες που αρχίζουν από αυτό τον πυρήνα και καταλήγουν στα οπίσθια κέρατα τι 
φαιάς ουσίας του νωτιαίου μυελού εκκρίνουν στις απολήξεις τους σεροτονίνη. Σ: 
συνέχεια η σεροτονίνη με τη σειρά της επιδρά σ ε μια άλλη ομάδα από τοπικές
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C AS

Σχήμα 1.1 Η μετάδοση των νευρικών σημάτων για τον «ταχύ-οξύ» και τον «βραδύ- 
χρόνιο» πόνο προς τον νωτιαίο μυελό και από εκεί προς το εγκεφαλικό στέλεχος (Guyton 

and Hall, 1991).

Προς: Σωματοαισθητικές 
Χώρες

Σχήμα 1.2 Η μετάδοση των σημάτων πόνου στον οπίσθιο εγκέφαλο, τον οπτικό θάλαμο 
και τον φλοιό με την οδό για το «ταχύ, νυγμώδες άλγος» και με την οδό για το «βραδύ, 
καυστικό άλγος». Η περιοχή με το ροζ χρώμα απεικονίζει το εγκεφαλικό στέλεχος 

(Guyton and Hall, 1991).
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νευράδες του νωτιαίου μυελού, ο ι οποίες πιστεύεται ότι εκκρίνουν εγκεφαλίνη 
(σχήμα 1 .3 ). Η  εγκεφαλίνη πιστεύεται ότι προκαλεί προσυναπτική αναστολή, τόσο 
στις προσαγωγές νευρικές ίνες πόνου του τύπου C , όσο και στις ίνες τύπου Α δ, κατά 
τα σημεία σύναψής τους μέσα στα οπίσθια κέρατα. Πιθανώς αυτό γίνεται με τον 
αποκλεισμό διαύλων ασβεστίου στην κυτταρική μεμβράνη των νευρικών απολήξεων. 
Επειδή τα ιόντα ασβεστίου είναι εκείνα που προκαλούν την απελευθέρωση 
διαβιβαστικής ουσίας στη σύναψη, ο αποκλεισμός των διαύλων ασβεστίου είναι 
προφανές ότι οδηγεί σε προσυναπτική αναστολή. Επιπρόσθετα ο αποκλεισμός αυτός 
φαίνεται ότι διατηρείται για μεγάλο χρονικό διάστημα, γιατί μετά την ενεργοποίηση 
του συστήματος αναλγησίας, η αναλγησία συνήθως διατηρείται για πολλά λεπτά, είτε 
ακόμα και για ολόκληρες ώ ρες. Η  εγκεφαλίνη όπως και άλλα ενδογενή πεπτίδια, που 
συμμετέχουν στο σύστημα αναλγησίας, ανήκουν στα ενδογενή οπιοειδή τα οποία 
απαντούν στα διάφορα σημεία του νευρικού συστήματος και αποτελούν προϊόντα 
διάσπασης τριών μεγάλων πρωτεϊνικών μορίων: της προοπιομελανοκορτίνης, της 
προεγκεφαλίνης και της προδυνορφίνης. Επιπρόσθετα, σε πολλά σημεία του 
εγκεφάλου αποδείχθηκε η παρουσία υποδοχέων για τα οπιοειδή και ιδιαίτερα στις 
περιοχές που περιλαμβάνονται στο σύστημα αναλγησίας. Ο ι σημαντικότερες από τις 
ενδογενείς οποιοειδείς ουσίες είναι η β-ενδορφίνη, η μετ-εγκεφαλίνη, η λευκίνη- 
εγκεφαλίνη και η δυνορφίνη (G u yton , 1 9 9 1 , R a n g  and D ale, 1 9 9 1 ) .

1.2 Ιστορία, βασικές ομάδες και κατηγορίες τοπικών αναισθητικών

Τ α  τοπικά αναισθητικά εφαρμόζονται για την πρόκληση παροδικής και αναστρέψιμης 
κατάργησης των αισθήσεων σ ε μια περιορισμένη περιοχή του σώματος, πράγμα που 
επιτυγχάνεται μ ε παρεμπόδιση της νευρικής αγωγιμότητας. Παρόλο που η 
καταναλώση φύλλων κόκας από του Ινδιάνους της Νότιας Αμερικής για χιλιάδες 
χρόνια και η αίσθηση μουδιάσματος στη γλώσσα και στο στόμα λόγω της μάσησης 
τους ήταν γνωστή για πολύ καιρό, μόλις το 1 8 8 4  προτάθηκε η κοκαΐνη ως ένα τοπικό 
αναισθητικό για χειρουργικές επεμβάσεις. Η  κοκαΐνη απομονώθηκε από τα φύλλα 
κόκας το 1 8 6 0  και βρέθηκε ότι σταματάει την επίδραση αισθητικής διέγερσης στους 
βατράχους. Ο  A n rep  το 1 8 8 0  δημοσίευσε ότι η ένεση κοκαΐνης κάτω από το δέρμα 
προκαλεί μια αναστρέψιμη απώλεια αίσθησης και πρότεινε ότι το φαινόμενο αυτό θα 
μπ ορούσε να είναι κλινικά χρήσιμο, ιδέα η οποία τότε δεν έγινε αποδεκτή. Ο  
S igm u n d  F reu d  επιδίω ξε να χρησιμοποιήσει την ισχυρή ιδιότητα «ψυχικής ενέργειας» 
του τοπικού αυτού αναισθητικού, που ήταν γνωστή από τους χρήστες των φύλλων 
κόκας στις Ά νδεις, για ψυχιατρικούς σκοπούς. Α υτό δεν είχε επιτυχία, αλλά ο φίλος 
και συνάδελφός του οφθαλμολόγος C arl R o lle r  στη Βιέννη, προμηθεύτηκε λίγη 
κοκαΐνη από τον F reu d  και έδ ειξε το 1 8 8 4  ότι, αναστρέψιμη αναισθησία του 
κερατοειδούς χιτώνα θα μπορούσε να προκληθεί στάζοντας κοκαΐνη μέσα στο μάτι. 
Εκείνη  την περίοδο, η ιδέα έγινε ταχέως αποδεκτή, και μέσα σε λίγα χρόνια η 

αναισθησία από την κοκαΐνη εισήχθη στην οδοντιατρική και στη γενική χειρουργική. 
Τ ο  1 9 0 4 , με την εισαγωγή της προκαΐνης από τον E in h om , αρχίζει μια νέα εποχή για 
την τοπική αναισθησία. Η  προκαΐνη ήταν το πρώτο ακίνδυνο ενέσιμο τοπικό 
αναισθητικό που παρέμεινε σ ε χρήση για πολλά χρόνια μέχρι να εκτοπιστεί από τη 
λιδοκαΐνη. Ά λλα σημαντικά τοπικά αναισθητικά είναι η τετρακαΐνη, η μεπιβακαΐνη, η 
πριλοκαΐνη και η βουπιβακαΐνη (G oth , 1 9 8 1 , R an g  and D ale, 1 9 9 1 ).

Τ α  μόρια των τοπικών αναισθητικών, αποτελούνται από ένα αρωματικό δακτύλιο 
σ υνδεδεμένο μέσω ενός εστερικού ή αμιδικού δεσμού με μια βασική πλευρική 
αλυσίδα. Η  μόνη εξαίρεση είναι η βενζοκαΐνη, ένα μάλλον ασυνήθιστο τοπικό 
αναισθητικό το οποίο δεν έχει βασική μονάδα (σχήμα 1.4). Όλα τα τοπικά
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. ι Ιροοθιοπλαγία οωματοαισθητική οδός

Σχήμα L3 Το σύστημα αναλγησίας του εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού, όπου 
φαίνεται η αναστολή των εισερχομένων σημάτων πόνου στο επίπεδο του νωτιαίου 
μυελού (Guyton and Hall, 1991).
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Τ Ο Π Ι Κ Α  Α Ν Α ΙΣ Θ Η Τ ΙΚ Α

Αρωματικός Εστερικός Βασική 
Δακτύλιος ή αμιδιακός πλευρική 

Δεσμός αλυσίδα

Προκαΐνη

Κοκαΐνη

Ck,CH?CH,CH2—ΝΗ— ^  ) — C—O -CH jCHjN
CH,

\
CH„

CH3CH?CH2CH20

CH,

ο  c h ?c h 3 
!! /

-ΝΗ— C—CH3N

^Η,ΟΗ,

f ~ \ -ΝΗ

Ο

J L

/  X

CH,

CH

-CH—NHCHzCH2CH3

c h 3

CH2CH2CHzCH3

’ ϊ  ,Ν- \
ΝΗ—C— CH >

^ C H ,

H?N <f } — C—Ο— CH2CH3

Αμεθοκαΐνη
(τετρακαΐνη)

Κινκροκάΐνη
(διβουκαΐνη)

Λιγνοκαΐνη
(λιδοκαΐνη)

Πριλοκαΐνη

Βουπιβακαΐνη

Βενζοκαΐνη

Σχήμα 1.4 Δ Ο Μ Ε Σ  Τ Ω Ν  Τ Ο Π ΙΚ Ω Ν  Α Ν Α ΙΣ Θ Η Τ ΙΚ Ω Ν . Η γενική δομή των μορίων των 
τοπικών αναισθητικών αποτελούνται από αρωματική ομάδα (αριστερά), εστέρα ή αμιδιακή ομάδα 
(ροζ πλαίσιο) και αμινομάδα (δεξιά) (Rang and D ale, 1991).
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αναισθητικά είναι ασθενείς βάσεις με τιμές p K a κυρίως μεταξύ 8 -9  έτσι ώστε να είναι 
κυρίως, αλλά όχι εντελώς ιονισμένα σε φυσιολογικό pH , γεγονός σημαντικό σε σχέση  
με την ικανότητά τους να διεισδύουν στο έλυτρο των νευρώνων και στη μεμβράνη  
του νευράξονα. Γ ι αυτό και τα πλήρως ιονισμένα παράγωγα των ουσιών αυτών, 
ανεξάρτητα από το pH , δεν είναι αποτελεσματικά ως τοπικά αναισθητικά. Επειδή τα 
μόρια των τοπικών αναισθητικών αποτελούνται από μια υδρόφοβη αρωματική ομάδα  
συνδεδεμένη με μια υδρόφιλη βασική ομάδα, εμφανίζουν χαμηλή δραστικότητα 
επιφανειακής τάσης. Προτάθηκε ότι αυτό το γεγονός, είναι σημαντικό για τη 
βιολογική δράση τους από τον Skou το 1961  και ότι αυτές οι ουσίες, δρουν παρόμοια  
με τα πτητικά γενικά αναισθητικά επεκτείνοντας τον όγκο της κυτταρικής μεμβράνης 
και επεμβαίνοντας μη-ειδικά στη λειτουργία των διαύλων ιόντων. Τ έλο ς, η ύπαρξη  
του ζστερικού ή αμιδικού δεσμού στα μόρια των τοπικών αναισθητικών είναι 
σημαντική λόγω της ευαισθησίας του στη μεταβολική υδρόλυση. Τα  εστερικά τοπικά 
αναισθητικά όπως η βενζοκαΐνη, η κοκαΐνη, η προκαΐνη και η τετρακαΐνη, 
απενεργοποιούνται με υδρόλυση στο αίμα και στους ιστούς, κυρίως στο συκώτι. Τα  
αμιδικά τοπικά αναισθητικά όπως η βουπιβακαΐνη, η ροπιβακαΐνη, η λιδοκαΐνη, η 
μεπιβακαΐνη, η διβουκαΐνη και η πριλοκαΐνη, είναι πολύ πιο σταθερά έχοντας 
μακροχρόνια ημιζωή στο πλάσμα και μεταβολίζονται κυρίως στο ήπαρ (R a n g  and  
D ale, 1 9 9 1 , Θεοχαρίδης, 1 9 9 7 ) .

1 3  Δράσεις και μέθοδοι χορήγησης των τοπικών αναισθητικών

Ό σον αφορά το μηχανισμό δράσης τους, τα τοπικά αναισθητικά, χωρίς να  
επηρεάζουν το δυναμικό ηρεμίας ή τον ουδό ερεθισμού των νευρώνω ν, ασκούν 
αποκλεισμό σταματώντας την έναρξη και τη διάδοση των δυναμικών ενέργειας, 
παρεμποδίζοντας την αύξηση της αγωγιμότητας των ιόντων νατρίου (N a*). Η δράση 
αυτή φαίνεται ότι ασκείται κυρίως με αποκλεισμό των τασεοεξαρτώμενων διαύλων  

* N a +. Τα συνηθισμένα τοπικά αναισθητικά που είναι τριτογενείς ή δευτερογενείς  
• αμίνες, διεισδύουν στο έλυτρο μυέλινης και στη μεμβράνη του νευράξονα στη μη 

φορτισμένη μορφή, αλλά δρουν από την εσωτερική επιφάνεια της αξονικής 
μεμβράνης στην κατιονική μορφή (σχήμα 1 .5 ) (R an g  and D ale , 1 9 9 1 ) .

Γενικά τα τοπικά αναισθητικά ασκούν αποκλεισμό στην αγωγιμότητα των 
νευρικών ινών μικρής διαμέτρου πιο εύκολα, από ότι στις μεγάλες νευρικές ίνες. 
Ω στόσο, οι μικρότερες ίνες στα περιφερικά νεύρα είναι οι αμύελες C -ίνες (C -fib e rs)  
με διάμετρο μικρότερη του 1 μ που άγουν τα ερεθίσματα με ταχύτητα lm /s e c . Α υτές  
είναι λιγότερο ευαίσθητες από τις μικρότερες εμμύελες ίνες Α δ , με διάμετρο 1 -2 0  μ 
και με ταχύτητα αγωγής μέχρι 1 0 0  m /se c . Επειδή οι ώσεις ερεθισμάτων πόνου  
φέρονται από τις ίνες Α δ - και C -, η αίσθηση του πόνου υφίσταται αποκλεισμό m o  
εύκολα από άλλες αισθητικές λειτουργίες, όπως η αφή και τα ιδιοδεκτικά ερεθίσματα. 
Ο ι άξονες των κινητικών νευρώνω ν, επειδή είναι μεγάλοι σ ε διάμετρο, είναι επίσης 
σχετικά ανθεκτικοί (G o th , 1 9 8 1 , R an g  and D ale , 1 9 9 1 , Θ εοχαρίδης,1 9 9 7 ) .

Εκτός από τα περιφερικά νεύρα, τα τοπικά αναισθητικά επιδρούν κυρίως στο 
Κ Ν Σ  και στο καρδιοαγγειακό σύστημα. Η κύρια επίδραση όλων των τοπικών 
αναισθητικών στο Κ Ν Σ  είναι παραδόξως η πρόκληση διέγερσης, λόγω της άρσης της 
ανασταλτικής λειτουργίας συνάψεων του φλοιού η οποία παράγει ανησυχία και ρίγος, 
με υποκειμενικές επιδράσεις που ποικίλουν από σύγχυση, έως και οξεία διαταραχή. Η  
κύρια απειλή για τη ζωή σε αυτή τη φάση προέρχεται από την αναπνευστική 
καταστολή. Τ ο  μόνο τοπικό αναισθητικό με διαφορετικές επιδράσεις στο Κ Ν Σ  είναι 
η κοκαΐνη, η οποία προκαλεί φανερή ευφορία σε δόσεις πολύ κάτω από εκείνες που  
προκαλούν σπασμούς. Η προκαΐνη είναι κυρίως υπεύθυνη στο να προκαλεί
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ΑΡΑΣΗ ΤΟΠΙΚΩΝ ΑΝΑΙΣΘΗΤΙΚΩΝ

Σχήμα L 5  ΙΣ Τ ΙΚ Η  Δ ΙΕ ΙΣ Δ Υ Σ Η  Κ Α Ι Δ Ρ Α Σ Η  Τ Ω Ν  Τ Ο Π ΙΚ Ω Ν  Α Ν Α ΙΣ Θ Η Τ ΙΚ Ω Ν . Ένα τοπικό 
τοπικό αναισθητικό είναι μια ασθενής βάση, της οποίας το μη φορτισμένο είδος (Β ) διεισδύει στο 
νευρικό έλυτρο και στην αξονική μεμβράνη για να φτάσει τους διαύλους Na+, οι οποίοι υφίστανται 
αποκλεισμό από τα φορτισμένα είδη (ΒΗ Γ). Αφού το Β ϊ Γ  ως έχει δεν μπορεί να περάσει αυτά τα 
εμπόδια, η αύξηση της οξύτητας του εξωτερικού διαλύματος, που ευνοεί τον ιονισμό, ελαττώνει την 
αποτελεσματικότητα του φαρμάκου. Τεταρτογενή παράγωγα τοπικών αναισθητικών (Q *), που μπορούν 
να υπάρξουν μόνο σαν κατιόντα, δεν λειτουργούν όταν εφαρμόζονται εξωτερικά από τη νευρική ίνα, 
αλλά μπορούν να ασκήσουν αποκλεισμό στους διαύλους αν, σε πειραματικές συνθήκες, εισαχθσύν 
κατευθείαν στο αξόπλασμα (R ang and Dale, 1991).
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ανεπιθύμητες κεντρικές επιδράσεις, γιαυτό και αντικαταστάθηκε στην κλινική χρήση 
από ουσίες όπως η λιδοκαΐνη και η πριλοκαΐνη. Ο ι καρδιοαγγειακές επιδράσεις των 
τοπικών αναισθητικών οφείλονται κυρίως στην μυοκαρδιακή κατέρρειψη και στην 
αγγειοδιαστολή. Η μείωση της μυοκαρδιακής συσταλτικότητας, πιθανόν οφείλεται 
έμμεσα στη μερική αναστολή του ρεύματος ιόντων N aH προς τον καρδιακό μύ, η 
οποία οδηγεί στην ελάττωση της συγκέντρωσής του , που με τη σειρά της μειώ νει την 
ενδοκυττάρια αποθήκευση ιόντων ασβεστίου (C a **) γεγονός που μειώ νει την ισχύ της 
συστολής. Η αγγειοδιαστολή έχει σαν αιτία μερικώς την άμεση επίδραση στον 
καρδιαγγειακό μύ και μερικώς την αναστολή του συμπαθητικού νευρικού  
συστήματος τόσο σε κεντρικό όσο σ ε γαγγλιακό επίπεδο, επιδρώντας κυρίως στα 
αρτηριόλια. Η συνδυασμένη επίδραση μυοκαρδιακής ύφεσης και αγγειοδιαστολής 
προκαλεί πτώση στην πίεση του αίματος, η οποία μπορεί να είναι ξαφνική και 
απειλητική για τη ζωή. (G oth , 1 9 8 1 , R an g  and D ale, 1 9 9 1 ) .

Ο ι μέθοδοι χορήγησης των τοπικών αναισθητικών στους ασθενείς διακρίνονται, 
στην επιφανειακή αναισθησία, στην αναισθησία κατόπιν διήθησης, στην αναισθησία 
νευρικού αποκλεισμού και στη νωτιαία και επισκληρίδιο αναισθησία. Μ ε την 
επιφανειακή αναισθησία, το διάλυμα του τοπικού αναισθητικού εφαρμόζεται 
κατευθείαν στη επιφάνεια του βλεννογόνου σ ε περιοχές όπως η μύτη, το στόμα, το 
βρογχικό δέντρο, ο οισοφάγος ή η ουρογενετική οδός και πρέπει να μπορεί να  
διεισδύει στους ιστούς γρήγορα. Καταλληλότερα τοπικά αναισθητικά για αυτή τη 
χορήγηση είναι η κοκαΐνη και η λιγνοκαΐνη. Η επιφανειακή αναισθησία δεν είναι 
γενικά αποτελεσματική στο δέρμα, παρόλο που πρόσφατα βρέθηκε ότι ένα μείγμα 
λιγνοκαΐνης και πριλοκαΐνης μπορεί να σχηματίσει ένα μη κρυσταλλικό μείγμα 
(E M L A ) το οποίο μπορεί να εφαρμοστεί κατευθείαν στο δέρμα παράγοντας πλήρη 
αναισθησία σε περίπου μία ώρα. Τα διηθούμενα τοπικά αναισθητικά εισάγονται με 
ένεση κατευθείαν μέσα στους ιστούς για να φτάσουν σ ε λεπτούς νευρικούς κλάδους 
και αισθητικούς νευρικούς αποδέκτες. Στην αναισθησία νευρικού αποκλεισμού, το 
αναισθητικό εισάγεται με ένεση κοντά στα κατάλληλα νευρικά στελέχη, όπως το 
βραχιόνειο πλέγμα ή τα μεσοπλεύρια νεύρα, για να προκαλέσει απώλεια αίσθησης 
περιφερικά. Τέλος, η αναισθησία κατά την οποία, τα διαλύματα των τοπικών 
αναισθητικών εισάγονται με ένεση στο υπαραχνοειδές διάστημα που π εριέχει το 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό, είναι γνωστή ως νωτιαία αναισθησία. Τα διαλύματα των 
αναισθητικών μπορούν επίσης να εισαχθούν με ένεση έξω  από τη σκληρή μήνιγγα, 
μέσα σε ένα στενό διάστημα μεταξύ της σκληρής μήνιγγας και του οστέινου νωτιαίου  
καναλιού που περιλαμβάνει λίπος και συνδετικό ιστό. Αυτή είναι γνωστή ως 
επισκληρίδιος αναισθησία. Και στις δύο περιπτώσεις το αναισθητικό δρα κυρίως στις 
νωτιαίες ρίζες καθώς εξέρχονται από τον μυελό. Τ ο  πλεονέκτημα αυτής της μορφής 
τοπικής αναισθησίας είναι, ότι χρειάζονται μικρές δόσεις μειώνοντας τον κίνδυνο της 
συστημικής τοξικότητας. Κ α ι οι δύο αυτές τεχνικές χρησιμοποιούνται συνήθως για 
εγχείρηση στη κοιλιά, στην πύελο και στα κάτω άκρα σ ε ασθενείς ακατάλληλους για 
γενική αναισθησία. Η επισκληρίδιος αναισθησία χρησιμοποιείται συχνά για ανώδυνο 
τοκετό (R a n g  and D ale, 1 9 9 1 ) .

1.4 Απόπτωση

Η απόπτωση είναι μια συνεχής φυσιολογική διαδικασία μη-φλεγμονώδους 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, με χαρακτηριστικά μιας 
αυτοκατευθυνόμενης κυτταρικής «αυτοκτονίας». Δ ύο τουλάχιστο βιοχημικές οδοί 
έχουν αναγνωριστεί που μπορούν, μετά από επίδραση ποικίλων ερεθισμάτων, να 
οδηγήσουν στην ενεργοποίηση πρωτεασών κυστεΐνης, τις δραστικές κασπάσες
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(e ffe c to r  ca sp a se s), που με τη σειρά τους διασπούν μια ποικιλία συγκεκριμένων 
πρωτεΐνικών υποστρωμάτων, προκαλώντας τον αποπτωτικό θάνατο των κυττάρων. Η  
μία οδός περιλαμβάνει βιοχημικό σήμα προερχόμενο από υποδοχείς θανάτου (death  
re ce p to rs ) κυρίως της οικογένειας του T N F  και η άλλη παράλληλη οδός είναι 
εξαρτώμενη από τα μιτοχόνδρια και επηρεάζεται από τις πρωτεΐνες της οικογένειας 
της B c l-2 .  Ο  θάνατος από τις τελικές οδούς της απόπτωσης διακρίνεται από τον 
νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο, στο ότι η απόπτωση είναι μια στενά ρυθμισμένη 
διαδικασία που επάγεται από ένα συγκεκριμένο ερέθισμα και συμβαίνει χωρίς την 
απελευθέρωση διαμεσολαβητών φλεγμονής ή γενικότερα λόγω της αποτυχίας 
ελέγχου της κυτταρικής ομοιόστασης μετά από βλάβη (H ock en b ery , 1 9 9 5 , R eed, 
1 9 9 9 , S ch u ltz  and H arrin gton  J r .,  2 0 0 3 ) .  Οι βιοχημικές οδοί της απόπτωσης είναι 
αναπόσπαστο μέρος πολλών βιολογικών διαδικασιών που περιλαμβάνουν την 
μορφογένεση, την ανακύκλωση των κυττάρων και την απομάκρυνση των βλαπτικών 
κυττάρων, με συνέπεια η ισορροπημένη απόπτωση να αποτελεί κρίσιμο σημείο της 
καλής υγείας. Μ ελέτες γενετικών και επαγόμενων από μικροοργανισμούς ανωμαλιών 
σε ζώα και ανθρώπους δείχνουν τον ισχυρό ρόλο των αποπτωτικών μηχανισμών στις 
αυτοάνοσες ασθένειες, στον καρκίνο και το νευρικό σύστημα και σε 
νευροεκφ υλιστικές διαταραχές, όπως η νόσος του Αλτσχάΐμερ και η νόσος του 
Π άρκινσον (S ch u ltz  and H arrin g to n  J r .,  2 0 0 3 ) .

Ο  θάνατος από απόπτωση, έχει βρεθεί ότι είναι το αποτέλεσμα έκθεσης σε 
φ υσικούς παράγοντες όπως η ιονίζουσα ακτινοβολία και η υπερθερμία, καθώς και 
τοξικών όπως το υπ εροξείδιο του υδρογόνου (Η 2Ο 2) . Ακόμα απόπτωση επάγεται, από 
τις κυτταρικές επιδράσεις κυττοκινών όπως ο T N F  και ο παράγων-β μεταβολής 
ανάπτυξης-β (tran sfo rm in g  g row th  facto r-β ) , καθώς και οι ανοσολογικά σχετιζόμενοι 
μηχανισμοί όπως ο διαμεσολαβούμενος από Τ-κύτταρα κυτταροτοξικός θάνατος. 
Τ έλος, επιπλέον ερεθίσματα που προκαλούν αυτού του είδους τον κυτταρικό θάνατο, 
είναι η στέρηση αυξητικών παραγόντων, η αύξηση των ενδοκυττάριων ιόντων 
ασβεστίου (C a * * ), η μόλυνση από ιούς, η αποκόλληση κυττάρων, η προαποπτωτική 
πρωτεΐνη B a x ,  το κεραμίδιο, η επίδραση ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών 
γονιδίων (H o ck en b ery  1 9 9 5 ,  G reen  and R eed , 1 9 9 8 , R eed , 1 9 9 9 ).

1.5 Βιοχημικές οδοί της απόπτωσης.

Ο ρισμένα κύτταρα έχουν μοναδικούς αισθητήρες, που ορίζονται ως «υποδοχείς 
θανάτου» (d eath  re ce p to rs ) στην επιφάνειά τους, οι οποίοι ανιχνεύουν την παρουσία 
εξω κυττάριων σημάτων θανάτου και σε απάντηση, ενεργοποιούν ταχέως τον 
ενδογενή μηχανισμό απόπτωσης του κυττάρου. Οι υποδοχείς αυτοί ανήκουν στην 
υπεροικογένεια των γονιδίων του «υποδοχέα του παράγοντα νέκρωσης των όγκων» 
(T N F R 1 ) , η οποία ορίζεται από παρόμοιες εξωκυττάριες περιοχές πλούσιες σε 
κυστεΐνη και περιλαμβάνουν επιπλέον μια ομόλογη κυτταροπλασματική αλληλουχία 
που ορίζεται ως η «περιοχή θανάτου» (death  dom ain). Ο ι πιο χαρακτηριστικοί 
υποδοχείς θανάτου, είναι ο C D 9 5  ή F a s  και ο T N FR 1 ή ρ 5 5 . Τα συνδεόμενα μόρια 
(lig an d s), που ενεργοποιούν αυτούς τους υποδοχείς είναι δομικά συγγενικά μόρια που 
ανήκουν στην υπεροικογένεια γονιδίων του T N F . Τ ο  μόριο C D 9 5 L  συνδέεται με τον 
υποδοχέα C D 9 5 , ο T N F  και η λεμφοτοξίνη α συνδέονται με τον υποδοχέα T N FR 1  

(A sh k en azi and D ixit. 1 9 9 8  S ch u ltz  and H arrington Jr ., 2 0 0 3 ) .
Ο  υποδοχέας C D 9 5  (F a s )  και το μόριο C D 9 5 L  (F a s L ), παίζουν σημαντικό ρόλο 

κυρίως σ ε τρεις τύπους φυσιολογικής απόπτωσης. Ο πρώτος είναι η περιφερειακή 
εξάλειψη ενεργοποιημένων ώριμων Τ  κυττάρων στο τέλος μιας ανοσολογικής ·Β 

αντίδρασης. Ο  δεύτερος, η θανάτωση κυττάρων-στόχων όπως κύτταρα μολυσμένα ί
■ ·»Ό~

._Α.*., ι'ά
ν/

\·Ν
νΤ

)\
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από ιό ή καρκινικά κύτταρα από κυτταροτοξικά Τ  κύτταρα και από φυσικά φονικά 
κύτταρα (N K C ), γεγονός που συμβαίνει γιατί τόσο τα Τ  κύτταρα όσο και τα N K C  
εκφράζουν το μόριο F a sL  (C D 9 5 L ). Ο τρίτος τύπος απόπτωσης που σχετίζεται με τον 
υποδοχέα C D 9 5  και το μόριο C D 9 5 L  είναι η θανάτωση φλεγμονωδών κυττάρων σε 
«περιοχές με ανοσολογική ασυλία» (im m un e privileged sites) όπως το μάτι και οι 
όρχεις. Τα κύτταρα από αυτούς τους ιστούς προστατεύονται από τα κυτταροτοξικά Τ  
κύτταρα με έκφραση του μορίου F a sL , το οποίο όπως συμβαίνει μερικώς και σε 
καρκινικά κύτταρα, συνδέεται με το αντιγόνο-υποδοχέα F a s  στα λεμφοκύτταρα  
επάγοντας σε αυτά απόπτωση. (A sh k en azi and D ixit, 1 9 9 8 ) . Ο T N F  παράγεται 
κυρίως άπό ενεργοποιημένα μακροφάγα και Τ  κύτταρα σαν απάντηση στη προσβολή. 
Μόλις έλθει σε επαφή με τον υποδοχέα T N F R 1 , ο T N F  ενεργοποιεί τους παράγοντες 
μεταγραφής όπως τον N F -κ Β , οδηγώντας στην επαγωγή προφλεγμονοδών και 
ανοσορυθμιστικών γονιδίων. Σ ε ορισμένα είδη κυττάρων ο T N F  επίσης επάγει 
απόπτωση μέσω του T N F R 1 . Σ ε αντίθεση με το μόριο C D 9 5 L  (F a s L ) ,  ω στόσο, ο 
T N F  σπάνια προκαλεί απόπτωση, γεγονός που δείχνει ότι προϋπάρχουν κυτταρικοί 
παράγοντες που μπορούν να αναστείλουν το αποπτωτικό ερέθισμα που 
ενεργοποιείται από τον T N F . Η έκφραση αυτών των ανασταλτικών πρωτεϊνών 
πιθανόν ελέγχεται μέσω των N F -κ Β  (A sh k en azi and D ixit, 1 9 9 8 ).

Κατά την λεγόμενη «εξωγενή αποπτωτική οδό» (ex trin sic  ap op totic p ath w ay) οι 
υποδοχείς θανάτου, και ειδικά ο F a s /C D 9 5 , μετά από τη σύνδεση με το συνδεόμενο  
μόριο (F a s L ), περιλαμβάνουν μια διατηρημένη κυτταροπλασματική περιοχή, γνωστή 
ως «περιοχή θανάτου» (D D ), που είναι υπεύθυνη για τη στρατολόγηση πρωτεϊνών- 
προσαρμοστών (adapter p rotein s), όπως η λεγόμενη «περιοχή θανάτου συνδεδεμένη  
με την F a s»  (F A D D ) στο σύμπλεγμα του υποδοχέα. Η πρωτεΐνη F A D D  περιλαμβάνει 
μια περιοχή θανάτου (D D ) και μια επιπλέον πρωτεΐνη αλληλεπίδρασης που 
ονομάζεται «δραστική περιοχή θανάτου» (D E D ). Η πρωτεΐνη D E D  της F A D D , 
συνδέεται με συγκεκριμένες κασπάσες που περιλαμβάνουν ομόλογες πρωτεΐνες D E D , 
μέσα στις περιοχές τους, τις κασπάσες-8 και -1 0 .  Τ ο σύμπλεγμα των πρωτεϊνών  
αυτών (D D , FA D D  και D E D ), αναφέρεται ως το «σύμπλεγμα σήματος επαγωγής 
θανάτου» (D IS C ). Τ ο γενικό αποτέλεσμα μετά από τη στρατολόγηση στο D IS C  είναι 
η καταλυτική διαδικασία, με αυτοδιάσπαση, που οδηγεί στην ενεργοποίηση της 
κασπάσης-8 η οποία απελευθερώνεται μέσα στο κυτταρόπλασμα, όπου μπορεί να 
διασπάσει και να ενεργοποιήσει άλλες προκασπάσες που δρουν μεταγενέστερα  
(dow nstream  casp eases). Έ να ς αναστολέας αυτής της οδού, ορίζεται ως «η κυτταρική 
ανασταλτική πρωτεΐνη του μετατρεπόμενου ενζύμου από την ιντερλευκίνη -1- 
συνδεδεμένο με τον F a s  μέσω της περιοχής D D » (c -F L I P )  και είναι ένα ενζυμικά  
ανενεργό ομόλογο της κασπάσης-8. Υπάρχει επίσης και F L IP  ιών (v -F L I P ) ,  πρωτεΐνη  
που έχει ομολογία με την c -F L I P  των θηλαστικών, και είναι επίσης ικανή να ρυθμίσει 
τις αποπτωτικές βιοχημικές οδούς που ξεκινούν από τους υποδοχείς θανάτου που 
περιλαμβάνουν την κασπάση-8. Ο υποδοχέας F a s /C D 9 5 , εκτός από το σημαντικό του 
ρόλο για το βιοχημικό σήμα της απόπτωσης, είναι απαραίτητος για την ενεργοποίηση  
του πυρηνικού παράγοντα μεταγραφής N F -κ Β , ο  οποίος προστατεύει τα κύτταρα από 
την απόπτωση προωθώντας την έκφραση παραγόντων επιβίωσης, όπως μέλη των 
«αναστολέων αποπτωτικών πρωτεϊνών» (ΙΑ Ρ ) (σχήμα 1.6) (A sh k en azi and D ixit, 
1 9 9 8 , B ratton  c t  a l., 2 0 0 0 ,  A ndrikoula and T satso u lis , 2 0 0 1 ,  S ch u ltz  and H arrington  
J r ., 2 0 0 3 ) .

Σύμφωνα με την λεγόμενη «ενδογενή αποπτωτική οδό» (e x trin sic  ap o p to tic  
pathw ay) μετά την έκθεση σε ποικίλα προαποπτωτικά ερεθίσματα όπως 
χημειοθεραπευτικά φάρμακα, ακτινοβολία και απομάκρυνση αυξητικών παραγόντων, 
διάφορες πρωτεΐνες που ενεργοποιούν τις κασπάσες απελευθερώνονται στο
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κυτταρόπλασμα από τα μιτοχόνδρια, όπως το κυτόχρωμα c  (cy to  c ) , που φυσιολογικά 
είναι απομονωμένο ανάμεσα στην εσωτερική και την εξωτερική μεμβράνη των 
οργανιδίων αυτών. Τ ο  κυτταροπλασματικό cy to  c  σχηματίζει ένα απαραίτητο μέρος 
από το λεγόμενο «αποπτώσωμα» (ap o p to so m e), το οποίο εκτός από το cyto  c , 
αποτελείται από την πρωτεΐνη που ονομάζεται «παράγοντας-1 που ενεργοποιεί τις 
αποπτωτικές πρωτεάσες» (A p a f- Ι )  και την προκασπάση-9. Τ ο  αποτέλεσμα του 
σχηματισμού του «αποπτωσώματος» είναι η δραστηριοποίηση της κασπάσης-9, με 
αλλαγή στη διάρθρωση του μορίου της, η οποία μετά επεξεργάζεται και 
δραστηριοποιεί άλλες κασπάσες, όπως την κασπάση-3 μέσα στο σύμπλεγμα του 
«αποπτωσώματος» για να ενορχηστρώσει τη βιοχημική εκτέλεση των κυττάρων 
(σχήμα 1 .6). Επίσης, η απελευθέρωση του cy to  c  μπορεί μερικές φορές να 
σ υνεισ φ έρει στην απόπτωση δια μέσου του F a s  ενισχύοντας τις επιδράσεις της 
κασπάσης-8 στην ενεργοποίηση των μεταγενέστερων κασπασών (G reen  and R eed, 
1 9 9 8 , R e e d , 1 9 9 9 , B ra tto n  et a l., 2 0 0 0 ) .  Άλλος ένας παράγοντας, που αναγνωριστικέ 
πρόσφατα, ο οποίος απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια, είναι ο «δεύτερος 
ενεργοποιητής κασπασών που προέρχεται από τα μιτοχόνδρια» (  S m a c/D IA B L O ), 
μια πρωτεΐνη που εξαφανίζει την ανασταλτική επίδραση των LAPs και εμπλέκεται με 
την προστατευτική επίδραση των αναστολέων αυτών, ενάντια στον κυτταρικό θάνατο 
που επάγεται από την υπεριώδη ακτινοβολία (σχήμα 1 .6) (S ch u ltz  and H arrington Jr ., 
2 0 0 3 ) .

1.6 Κασπάσες, ενεργοποιητές της απόπτωσης

Τ ο κεντρικό μέρος του ειδικού μηχανισμού που χρειάζεται στην απόπτωση, είναι ένα 
πρωτεολυτικό σύστημα που περιλαμβάνει μια οικογένεια πρωτεασών κυστεΐνης που 

ονομάζονται κασπάσες (ca sp a se s ). Α υτά τα ένζυμα παίρνουν μέρος σε ένα βιοχημικό 
καταρράκτη ο οποίος ενεργοποιείται σε απάντηση προαποπτωτικών σημάτων και 
κορυφώ νεται στη διάσπαση μιας ομάδας πρωτεϊνών, που έχει σαν αποτέλεσμα τη 
καταστροφή του κυττάρου. Ο ι κασπάσες που δρουν στην καταστροφή του κυττάρου 
ονομάζονται «δραστικές» (e ffe c to r  casp a se s), όπως η κασπάση-3 και αυτές που δρουν 
στην έναρξη αυτής της καταστροφής προς απάντηση σε αποπτωτικά σήματα, 
ονομάζονται «πρόδρομες» (in itia tor casp ases), όπως οι κασπάσες-8 και-9. (N unez et 
a l . ,1 9 9 8 ,  T h o m b erry  and L azeb n ik , 1 9 9 8 , Shi, 2 0 0 2 ) .

Α υτές οι πρω τεΐνες υπάρχουν ως ανενεργά προένζυμα ή ζυμογόνα, και η 
ενεργοποίησή τους γίνεται είτε με έκθεση του ανενεργού ενζύμου (προκασπάση) στο 
μόριο μιας άλλης κασπάσης ενεργοποιημένης από πριν (κασπάση-3), είτε με 
στρατολόγηση και συνάθροιση προκασπασών, μετά από σύνδεση μορίου (F a s L )  
στους «υποδοχείς θανάτου» όπως ο F a s  (προκασπάση-8), είτε με τον σχηματισμό του 
«αποπτωσώματος» (προκασπάση-9) (H en gartn er, 2 0 0 0 , Shi, 2 0 0 2 ) .  Η  μη 

αναστρέψιμη διάσπαση συγκεκριμένων πρωτεϊνών υποστρωμάτων σε κύτταρα από 
μεταγενέστερες, δραστικές κασπάσες, είναι ό ,τι άμεσα ή έμμεσα εξηγεί τις 
βιοχημικές και μορφολογικές αλλαγές που αναγνωρίζονται ως απόπτωση. Οι 
κασπάσες παίρνουν μέρος στην απόπτωση με ένα τρόπο που θυμίζει μια 
καλοσχεδιασμένη και εκτελεσμένη στρατιωτική επιχείρηση. Διακόπτουν τις επαφές 
με τα περιβάλλοντα κύτταρα, αποδιοργανώνουν τον κυτταροσκελετό, σταματούν τον 
αναδιπλασιασμό και την επιδιόρθωση του D N A , διακόπτουν την συναρμογή 
(sp lic in g ), καταστρέφουν το D N A , διασπούν τη δομή του πυρήνα, παρακινούν τα 
κύτταρα να επιδεικνύουν σήματα που το ξεχωρίζουν για φαγωκυττάρωση και 
διασπούν το κύτταρο σε αποπτωτικά σωμάτια (T h o m b erry  and Lazebnik, 1 9 9 8 , R eed, 

1 9 9 9 ) .
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Σχήμα 1.6 ΟΙ ΔΥΟ ΒΑΣΙΚ ΕΣ ΒΙΟΧΗ Μ ΙΚΕΣ ΟΔΟΙ ΤΗ Σ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ.
Η ΕΞΩΓΕΝΗΣ (με τους υποδοχείς Fas και άλλα μέλη της υπεροικογένειας του TNFR και των συνδεόμενων 
μορίοιν) και η ΕΝΔΟΓΕΝΗΣ (σχετιζόμενη με τα μιτοχόνδρια) βιοχημική οδός. Και οι δύο οδοί οδηγούν στην 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3, προκαλώντας τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. Μόνο λίγα παραδείγματα 
πρωτεϊνών που επηρεάζουν άμεσα τον κυτταρικό θάνατο και συνεπώς την τμηματοποίηση του DNA 
φαίνονται σε αυτό το απλοποιημένο διάγραμμα (FasL: Fas-Ligand-συνδεόμενο μόριο για τον Fas, TNF: 
Tumor Necrosis Factor-παράγοντας νέκρωσης των όγκων, Fas: CD95 death receptor-υποδοχέας θανάτου, 
ίδιος με τον CD95, TN FR1, TN FR2: TNF receptors υποδοχείς θανάτου του TNF, Death domain: περιοχή 
θανάτου σημαντική για το σήμα της απόπτωσης, FADD: Fas-associatcd death domain-περιοχή θανάτου 
συνδεδεμένη με την Fas, TRADD: TNF receptor-1-associated death domain protein- περιοχή θανάτου 
συνδεδεμένη με τον υποδοχέα-1 του TNF, TR A F: TNF receptor-associated factor-συνδεδεμένος παράγοντας 
με τον υποδοχέα του TNF, c-FL IP : Fas-associatcd death domain-like interleukin-1-converting enzyme 
inhibitory protein- κυτταρική ανασταλτική πρωτεΐνη του μετατρεπτικού ενζύμου της ιντερλευκίνης-1 - 
συνδεδεμένη με τον Fas μέσω της περιοχής DD, v-FLIP: viral FLIP- FLIP ιών, Bcl-2, BcI-xL: αντιαποτωτικές 
πρωτεΐνες, μέλη της υπεροικογένειας του Bcl-2, Bax, Bak, Bid: προαποπτωτικές πρωτεΐνες, μέλη της 
υπεροικογένειας του Bcl-2, Cyt-c: cytochromc-c-κυττόχρωμα c, Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor- 
1-παράγοντας-1 που δραστηριοποιεί τις αποπτωτικές πρωτεάσες, Procaspase: προκασπάση Caspase: 
κασπάση, Smac/Diablo: Second mitochondria-dcrivcd activator of caspascs/Dircct inhibitor o f apoptotic 
protein binding protein with low isotonic point-δεύτερος ενεργοποιητής κασπασών που προέρχεται από τα 
μιτοχόνδρια/άμεσος αναστολέας της πρωτεΐνης χαμηλού ισοτονικού σημείου, που συνδέεται με την 
αποπτωτική πρωτεΐνη IAPs: inhibitors o f apoptotic proteins-αναστολείς αποπτωτικών πρωτεϊνών, NF-κΒ: 
Nuclear factor-κΒ-πυρηνικός παράγοντας-κΒ, CAD: Caspasc-activatcd doexyribonuclcase-
δεσοξυριβονουκλεάση που ενεργοποιείται από κασπάσες, ICAD: ICAD inhibitor-αναστολέας της CAD 
(Schultz and Harrington Jr., 2003).
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1 .7  Μ ο ρ φ ο λο γ ικ ά  χα ρα κ τη ρισ τικ ά  τη ς απόπτωσης

Η  διάσπαση συγκεκριμένων υποστρωμάτων μέσω των κασπασών εξηγεί διάφορα 
χαρακτηριστικά γνωρίσματα της απόπτωσης. Έ τσ ι, η διάσπαση των λαμίνων του 
πυρηνικού ελάσματος χρειάζεται για την πυρηνική συρρίκνωση και επίσης η απώλεια 
του ολικού σχήματος του κυττάρου προκαλείται πιθανόν από τη διάσπαση 
κυτταροσκελετικών πρω τεϊνών όπως η ακτίνη, καθώς και ενός αριθμού πρωτεϊνών 
που ρυθμίζονται από την ακτίνη, που περιλαμβάνει την α-φοδρίνη, a l l  και βΙΙ- 
σπεκτρίνη και την γελσολίνη (g elso lin ) (H ock en b ery , 1 9 9 5 , N unez et al., 1 9 9 8 , 
H en g artn er, 2 0 0 0 ) .  Επίσης η κατάτμηση του κυττάρου σε αποπτωτικά σωμάτια 
(ap o p to tic  b o d ies), πιθανόν οφείλεται στη διευθέτηση του πλέγματος των 
μικροϊνιδίων και λόγω της διάσπασης των μικροσωληνίσκων του κυττάρου. Επιπλέον 
κατά τη διάρκεια της απόπτωσης το κύτταρο αποκολλάται από τα γειτονικά κύτταρα 
και η μεμβράνη χάνει ειδικά δομικά χαρακτηριστικά όπως οι μικρολάχνες. Τα 
αποπτωτικά κύτταρα επιδεικνύουν δείκτες (m ark ers) στην κυτταρική επιφάνεια, που 
εξασφαλίζουν την άμεση αναγνώριση και απομάκρυνση από φαγοκύτταρα, γεγονός 
το οποίο οδηγεί στην αποφυγή της διαρροής κυτταρικών συστατικών τα οποία θα 
μπορούσαν να προκαλέσουν φλεγμονή και κυτταρική βλάβη. Φαγοκυτταρικοί 
υποδοχείς μπορεί επίσης να αναγνωρίζουν αποπτωτικά κύτταρα από μια αλλαγή στη 
σύσταση των λιπιδίων της εξωτερικής πλασματικής μεμβράνης. Συγκεκριμένα η 
ανιονική φωσφατιδιλοσερίνη μετατοπίζεται από την εσωτερική στην εξωτερική 
επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης και εκτίθεται στο εξωκυτταρικό περιβάλλον 
(H a le  et a l., 1 9 9 6 , S ch u ltz  and H arrington J r .,  2 0 0 3 ) .

Ο  σχηματισμός ευδιάκριτων τμημάτων D N A , είναι ένα βιοχημικό γνώρισμα της 
απόπτωσης σ ε πολλά κύτταρα. Συγκεκριμένα, το D N A  διασπάται μεταξύ των 
νουκλεοσωμάτω ν έχοντας σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό τμημάτων, παράγωγων 
1 8 0 -2 0 0  ζευγών βάσεων (b ase  p airs), με μορφή «κλίμακας» (ladder). Θεωρείται 
ευρέω ς ότι η διάσπαση του D N A ,.ω ς χαρακτηριστικού της απόπτωσης, είναι το 
αποτέλεσμα μιας ενδογενούς ουδέτερης δραστηριότητας ενδονουκλεασών όπως η 

ενδονουκλεάση ΟΝαση I (D N ase  I) η οποία βρίσκεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο 
και στη περιπυρηνική περιοχή του συστήματος G olgi και εισάγεται στον πυρήνα, 
μετά η διαλυτοποίηση (solu b ilisatio n ) του πυρηνικού ελάσματος που οδηγεί στη 
διάσπαση του πυρηνικού φακέλου (W y llie  et a l., 1 9 8 4 , H ale et al., 1 9 9 6 ). Μ ια άλλη 
ενδονουκλεάση η «δεσοξιριβοζονουκλεάση (Ο Ν α σ η), που ενεργοποιείται από 
κασπάσες» (C A D ), είναι μια ΟΝαση, 3 4 3  αμινοξέων, με πολύ συγκεκριμένη 
δραστηριότητα, ανάλογη ή και m o  έντονη από αυτή της ϋΝ α σ η ς 1. Η C A D  
περιλαμβάνει ένα σήμα πυρηνικού εντοπισμού (n u clear-localization  signal) στο 
καρβοξυτελικό άκρο και υπάρχει στα ζωντανά κύτταρα σαν ένα ανενεργό σύμπλεγμα 
με τον λεγόμενο «αναστολέα της C A D »  (IC A D ). Ο ι κασπάσες που ενεργοποιούνται 
από αποπτωτικά σήματα και ειδικά η κασπάση-3, διασπούν τον IC A D  στη θέση 117  
ασπαραγινικού οξέω ς (A sp  1 1 7 ) για να απελευθερώσει την C A D  η οποία εισέρχεται 
στον πυρήνα για την ενδονουκλεοσωμική διάσπαση του D N A  (σχήμα 1.7) (E n ari at 
a l., 1 9 9 8 , S ak ah ira, E nari and N ag ata , 1 9 9 8 , N ag ata , 2 0 0 0 ) .

Ενδοκυττάριες πρω τεΐνες είναι πιθανόν να παίζουν ένα σημαντικό ρόλο στη 
έναρξη της απόπτωσης. Μ ία από αυτές είναι η πολύ A D P -ριβοσυλ-πολυμεράση  
(P A R P ), ένα ένζυμο που βρίσκεται σε αφθονία στον πυρήνα των κυττάρων όλου του 
σώματος, και συμβάλλει σ ε διαδικασίες ρύθμισης και επιδιόρθωσης του D N A . Η 
P A R P  σ ε μη αποπτωτικά κύτταρα ενεργοποιείται επιλεκτικά από αλυσίδες του D N A  
που έχουν υποστεί θραύση και καταλύει την μεταφορά και τον πολυμερισμό μεγάλων
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Παράγοντας θανάτου

Στέρηση θρεπτικού παράγοντα

Caspjeej

Διάσπαση πολλών υποστρωμάτων θανάτου

CAD ICAD

Γενοτοξικά
αντι-καρκινικά

φάρμακα

Αποικοδόμηση 
του DNA

Σχήμα 1.7 ΑΠ ΟΠ ΤΩΤΙΚΗ  Θ ΡΑΥΣΜ ΑΤΟ Π Ο ΙΗ ΣΗ  T O Y  D N A  Μ ΕΣΩ  ΤΗ Σ  
C A D . Όταν η C A D  συντίθεται, ο IC A D  βοηθάει στην σωστή και παραγωγική της 
πτύχωσή (folding). Έ τ σ ι η C A D  υπάρχει σαν ένα ανενεργές ένζυμο μαζί με τον IC A D  
στα αναπτυσσόμενα κύτταρα. Διάφορα αποπτωτικά σήματα όπως οι παράγοντες 
θανάτου η στέρηση θρεπτικών παραγόντων, ή διάφοροι γενοτοξικοί παράγοντες 
δραστηριοποιούν τον βιοχημικό καταρράκτη των κασπασών. Η κασπάση-3 στα 
μεταγενέστερα στάδια του καταρράκτη διασπά τον IC A D  σε δύο θέσεις, 
απενεργοποιεί την ανασταλτική του δραστηριότητα στην C A D  και έτσι αυτή 

απελευθερωμένη από τον IC A D  διασπά το χρωμοσωμικό D N A  (N a g a ta , 2 0 0 0 ) .
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διακλαδιζόμενών αλυσίδων πολύ-Α Ό Ρ-ριβόζη ς από το υπόστρωμα της, το 
νικοτινάμινο αδένινο δινουκλεοτίδιο (N A D ), σε μια ποικιλία πυρηνικών πρωτεϊνών 
όπως είναι ο ι ιστόνες, οι D N A  τοποϊσομεράσες I και II και η ίδια η P A R P . Τα 
πολυμερή της A D P -ριβόζης συνδέονται με τις πυρηνικές πρωτεΐνες οδηγώντας στην 
αναστολή των πρωτεϊνών αυτών αποσυνδέοντας τες από το D N A . Η  πολύ-A D P -  
ριβοζυλίωση των ιστόνων, για παράδειγμα, αποσυσπειρώνει τη δομή της χρωματίνης, 
ενώ η μεταγενέστερη αποικοδόμηση του πολυμερούς αυτού, επαναφέρει τη 
χρωματίνη στην συσπειρωμένη της μορφή. Η  χαλάρωση της χρωματίνης μπορεί να 
διευκολύνει τους ρυθμιστικούς και επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του D N A  σε 
σημεία βλάβης και επίσης στις αρχές των σημείων έναρξης του αναδιπλασιασμού και 
της μεταγραφής. Α κόμα εκτιμάται ότι η P A R P  βοηθάει στο να διατηρηθεί η 
ακεραιότητα των χρωμοσωμάτων προστατεύοντας το D N A  που έχει υποστεί θραύση, 
από ακατάλληλο ομόλογο ανασυνδυασμό. Η  σύνδεση της P A R P  στα άκρα του D N A  
μπορεί να  εμποδίζει την σύνδεσή τους με τον μηχανισμό του γενετικού 
ανασυνδυασμού, και η αρνητικά φορτισμένη πολύ-Α Ό Ρ-ριβόζη μπορεί να απωθεί 
ηλεκτροστατικά άλλα μόρια του D N A . Η  αυτό-πολύ-ΑΟ Ρ-ριβοζυλίωση  
απενεργοποιεί την P A R P  μέσω ηλεκτροστατικής απώθησης μεταξύ των αρνητικά 
φορτισμένω ν A D P -ριβόζο-πολυμερώ ν που συνδέονται με τα ένζυμα, και το D N A . 
Έ τ σ ι, η απελευθέρωση της P A R P  από το D N A  επιτρέπει την πρόσβαση των ενζύμων 
που επιδιορθώ νουν το D N A  στην βλάβη (σχήμα 1 .8) (P atel, G ores and K aufm ann, 
1 9 9 6 , P ie p e r et a l., 1 9 9 9 ) .

Η διάσπαση της P A R P , από τη κασπάση-3, από την άθικτη μορφή των 1 1 6  kD a  
στα τμήματα κατάτμησης των 8 5  k D a και 2 5  k D a, είναι ένα χαρακτηριστικό που 
προσδιορίζει την απόπτωση και μπορεί να εξηγηθεί με δύο υποθέσεις. Πρώτον επειδή 
η θραύση των αλυσίδων του D N A  γίνεται αισθητή από την P A R P , η πρώιμη 
διάσπαση της ίδιας της P A R P  μπορεί να χρειάζεται για να αποτραπούν οι 
προσπάθειες για την επιδιόρθωση σε ένα κύτταρο που προορίζεται για εξάλειψη και 
δεύτερον, με δεδομένη την παρατήρηση ότι συγκεκριμένες ενδονουκλεάσες 
αναστέλλονται από την A D P -ριβόζυλοποίηση, είναι πιθανόν ότι η διάσπαση της 
P A R P  είνα ι απαραίτητη προκειμένου να επιτραπεί η απορυβοζυλίωση και κατά 
συνέπεια η ενεργοποίηση των ενδονουκλεασών κατά τη διάρκεια της απόπτωσης 
(P a te l, G o re s  and K au fm an n , 1 9 9 6  and P iep er et a l., 1 9 9 9 ) .

1 .8  Α π όπ τω σ η  κ α ι α ντια π οπ τω τικ ό γονίδιο B c l-2

Η πρωτεΐνη B c l -2  και οι σχετικές κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες είναι οι βασικοί 
ρυθμιστές της απόπτωσης. Εκ είνες οι πρω τεΐνες που είναι παρόμοιες με την B c l-2  
προάγουν την επιβίωση του κυττάρου (B c l-2 ,  B c1-xl) ενώ οι πιο μακρινοί συγγενείς 
της πρωτεΐνης αυτής αντίθετα προάγουν την απόπτωση (B a x , B ak , B ik , B id ). Οπότε, 
για πολλά, αλλά όχι για όλα τα αποπτωτικά σήματα, η ισορροπία μεταξύ αυτών των 
συναγωνιζόμενών δραστηριοτήτων καθορίζει τη μοίρα των κυττάρων (πίνακας 1.1) 
(A d a m s and C o ry , 1 9 9 8 , S ch u ltz  and H arrington J r .,  2 0 0 3 ) .  T o  γονίδιο b cl-2  
εντοπίστηκε για πρώτη φορά θεω ρούμενο ως ένα ογκογονίδιο που βρίσκεται κοντά 
στο σημείο θραύσεως των μετατοπίσεων t ( 1 4 :18 ) (q 3 2 :q 2 1 )  και εμπλέκεται στο 
ανθρώπινο λέμφωμα των Β-λεμφοκυττάρω ν (B -c e ll  lym phom a; b cl). (H ale et al., 
1 9 9 6 ) .  Η  υπεροικογένεια του B c l-2  αποτελείται από πάνω από 12 μέλη τα οποία 
ταξινομούνται σε τρεις λειτουργικές ομάδες I, II και III (σχήμα 1 .9) (H engartner, 
2000).

Τα μέλη της υπεροικογένειας B c l -2  δρουν μέσω διαφορετικών μηχανισμών. 
Έ ν α ς από αυτούς είναι ο σχηματισμός πόρων μέσω των οποίων διαπερνά το cyto  c
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Σχήμα 1.8 Ο ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ ΤΉΣ ΠΟΛΥ-ΑΠΡ-ΡΙΒΟΖΗΣ ΚΑΙ Η 
ΕΠΙΔΙΌΡΘΩΣΗ TOY DNA ΣΤΑ ΣΗΜΕΙΑ ΣΧΑΣΗΣ ΤΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ ΤΟΥ.
Η PARP (μ£ τη μορφή δομής βλαστού στο διάγραμμα) συνδέεται με τις διακοπές της αλυσίδας του 
DNA με πολύ υψηλή χημική συγγένεια μέσω της πρωτεϊνικής περιοχής σύνδεσης στο DNA (Α). 
Αφού συνδεθεί, η καταλυτική πρωτεϊνική περιοχή παράγει μακριές, διακλαδιζόμενες αλυσίδες πολύ- 
ΑΟΡ-ριβόζης (PAR) στη περιοχή αυτομεταβολής και σε άλλες πρωτεΐνες που συνδέονται με τη 
χρωματίνη (CAP, γκρι οβάλ σχήματα) (Β). Η απελευθέρωση της αυτό μεταβαλλόμενης PARP και 
των άλλων πολύ ADP-ριβόζυλιομένων πρωτεϊνών από το DNA διευκολύνει την σύνδεση και τη 
δράση των πρωτεϊνών επιδιόρθωσης (μαύροι κύκλοι). Οι αλυσίδες πολύ-ΑΟΡ-ριβόζης διασπόνται 
ταχέως από την πολύ-ΑΟΡ-ριβόζο-γλυκοϋδρολάση (PARG, μαύρα τρίγωνα), τη φωσφωδιεστεράση, 
και την ADP-ριβοζυλική πρωτεΐνη λυάση. Διάφορες πρωτεΐνες (Ρ1Ρ) που αλληλεπιδρούν με την 
PARP οι οποίες παίρνουν μέρος στην επιδιόρθωση του DNA μπορούν φυσιολογικά να συνδεθούν με 
την PARP, πράγμα που μπορεί να εκπροσωπεί άλλη μια ρυθμιστική δραστηριότητα του ενζύμου (Γ). 
Ο ρόλος της πολύ-ΑϋΡ-ριβοζυλίωσης στη ρύθμιση της αλληλεπίδρασης μεταξύ της PARP και 
άλλων πρωτεϊνών παραμένει αδιευκρίνιστος. Οι αναστολείς της PARP δεν σταματάνε την σύνδεση 
της PARP με το κομμένο DNA ή με τις άλλες πρωτεΐνες αλλά αποτρέπουν την σύνθεση της πολύ- 
ΑΟΡ-ριβόζης (Pieper et ah, 1999).
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Π ίν α κ α ς 1 .1 :  Η  οικογένεια  τη ς B c l -2  τω ν  θηλαστικώ ν ω ς αναστολείς ή
Π ρ ο ω θ η τ ές  τη ς α π όπτω σης (S c h u ltz  a n d  H a rr in g to n  J r ,  2 0 0 3 )

Π ρ ω τ εΐν η Δράση στην Π ερ ιο χ ές  ομολογίας Λιαμεμβρανική
Α π όπ τω σ η (Β Η ) τη ς B c l-2 προσκόλληση

B c l -2
B c l - X L
M cl-1

Αναστολή Β Η 1 , Β Η 2 , Β Η 3 , Β Η 4 ( + )

A 1 Αναστολή Β Η 1 , Β Η 2 , Β Η 3 .Β Η 4
B c l-w Αδύναμη ομολογία με το B c l-2  ( + )

στην περιοχήΒΗ 4

B a x
B a k Προώθηση Β Η 1 , Β Η 2 , Β Η 3 , Β Η 4 (? ) (+ )
B o k

B c l -X S Προώθηση Β Η 3 , Β Η 4 (+ )

B iK
H rk
B im Προώθηση Β Η 3 ( + )
B lk
B a d Β Η 3 (-)
B id Επιδεικνύουν διαχυτική 

κυτταροπλασματική διανομή

Σ υ ν τ μ ή σ εις : B a d ,  συνδεδεμένη πρωτεΐνη α με το θυλακοειδές λέμφω μα-2 των Β -  
κυττάρων (B -c e l l  fo llicu lar ly m p h o m a -2 -a sso cia te d  protein α), B a x ,  συνδεδεμένη  
πρωτεΐνη X  με το θυλακοειδές λέμφ ω μα-2 των Β-κυττάρων (B -c e ll  follicular  
ly m p h o m a -2 -a sso c ia te d  p rotein  X ) ,  B e l, θυλακοειδές λέμφωμα των Β-κυττάρων (Β -  
cell fo llicu lar ly m p h o m a), Β Η , ομολογία θυλακοειδούς λεμφώματος των Β-κυττάρων  

(B -c e l l  fo llicu la r ly m p h o m a h o m o lo g y ).
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και άλλες πρωτεΐνες του μιτοχονδριακού διαμεμβρανικού χώρου. Επίσης 
σχηματίζουν ετεροδιμερή μεταξύ προ- και αντι-αποπτωτικών μελών, γεγονός που 
επιτυγχάνεται όταν μια Β Η 3 περιοχή ενός μορίου προσδένεται σε μία υδρόφοβη θέση 
(p ock et) που σχηματίζεται από τις περιοχές Β Η 1 , Β Η 2  και Β Η 4  ενός άλλου μέλους. 
Ακόμα ασκούν άμεση ρύθμιση των κασπασών μέσω ενός προσαρμοστικού μορίου  
(adaptor). Επίσης αλληλεπιδρούν με άλλες μιτοχονδριακές πρωτεΐνες, είτε για το 
σχηματισμό ενός πόρου για την έξοδο του cy to  c  ή για τη ρύθμιση της ομοιόστασης 
των μιτοχονδρίων και τέλος με τον ολιγομερισμό τους σχηματίζουν ένα ασθενώς 
επιλεκτικό δίαυλο ιόντων (σχήμα 1.9). (H en gartn er, 2 0 0 0 ) .

Τα μέλη αυτής της οικογένειας, όπως προαναφέρθηκε, είτε αναστέλλουν είτε  
προωθούν τον κυτταρικό θάνατο. Έ χ ε ι βρεθεί ότι η B c l-2  σταματάει το φαινόμενο της 
απόπτίοσης αναστέλλοντας βασικά της γνωρίσματα όπως την ενδονουκλεολυτική  
διάσπαση του D N A  ελέγχοντας την μετάβαση της μιτοχονδριακής διαπερατότητας 
και η υπερέκφρασή της σταματάει την απελευθέρωση του c y to -c , δραστηριότητα η 
οποία σταματάει την μιτοχονδριακή αποπτωτική οδό (σχήμα 1 .6). Η ισορροπία  
ανάμεσα στα προαποπτωτικά και αντιαποπτωτικά μέλη της οικογένειας της B c l -2  που  
εκφράζονται στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη πιθανόν καθορίζει αν ο  
προγραμματισμένος κυτταρικός ξεκινάει ή αν το κύτταρο θα επιβιώ σει. Η B c l-2  
προστατεύει τα κύτταρα από διάφορες κυτταροτοξικές προσβολές (πίνακας 1 .2 )  
(S ch u ltz  and H arrington J r .,  2 0 0 3 ,  R eed , 1 9 9 4 , A d am s and C o ry , 1 9 9 8 ) .  Σ ε  μερικά  
είδη κυττάρων, ωστόσο η απόπτωση από τους υποδοχείς θανάτου, δεν σταματάει από 
την υπερέκφρασή της B c l-2  (R eed , 1 9 9 9 ) .

Δύο μελέτες στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν καλλιεργούμενα αθανατοποιημένα  
κερατινοκύτταρα H aC aT  (βλ. μεθόδους), εξετάζουν τη σχέση της απόπτωσης με την 
πρωτεΐνη B c l-2 . Στη πρώτη φάνηκε ότι η επαγωγή απόπτωσης λόγω του αποκλεισμού  
του «νευρικού αυξητικού παράγοντα» (N G F ), από τον αλκαλοειδή παράγοντα Κ 2 5 2  

.και το αντί- N G F  αντίσωμα, συνδέεται με τη μειορύθμιση της B c l-2  και ότι τα 
κύτταρα που διαμολύνθηκαν με το γονίδιο b c l-2  ήταν ανθεκτικά στην απόπτωση, 
πράγμα που δείχνει ότι η επαγωγή απόπτωσης από την αναστολή της δραστηριότητας 
του N G F , είναι εξαρτημένη από την B c l -2  (P in celli e t a l., 1 9 9 7 ) . Η δεύτερη, πιο 
πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η απόπτωση που επάγεται από το ενδοκυτταρικό  
κεραμίδιο C 2 του T N F  και της 1 άλφα, 25-διυδροξυβιταμίνης D (3 ) , συμβαίνει σ ε ένα  
κυτταρικό κλώνο διαμολυσμένο με το βέκτορα, αλλά όχι σε κλώνο των κυττάρων 
που διαμολύνθηκε με το b c l-2 , έτσι ώ στε να εκφράζει σταθερά την B c l -2  (M u ller-  
W iep rech t e t a l., 2 0 0 0 ) .

1.9 Κλαστρίνη/Απολιποπρωτεΐνη J (ApoJ): Ένα δυνητικά αντι-αποπτωτικό 
γονίδιο

Η κλαστρίνη/απολιποπρωτεΐνη J  (c lu ste rin /A p o J), αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά  
στο υγρό των όρχεων του κριαριού το 1 9 8 3  σαν μια εκκρινόμενη γλυκοπρωτεΐνη που  
ενίσχυε την συνάθροιση των κυττάρων in v itro , γεγονός λόγω του οποίου  
ονομάστηκε και κλαστρίνη (c lu s te r in g = o o v 0 0 p o i^ ) .  Α πό τότε, πολλά ομόλογα είδη  
καθαρίστηκαν και τα αντίστοιχα γονίδια έχουν κλωνοποιηθεί. Σ ε  κάθε περίπτωση  
ωστόσο, ένα καινούριο όνομα δίνονταν για αυτή την πρωτεΐνη ή το γονίδιο  
βασισμένο στην πηγή του γενετικού καθαρισμού ή της κλωνοποίησης του γονιδίου  
(πίνακας 1 .3). Στους ανθρώπους, καθαρίστηκε για πρώτη φορά από τον ορό του  
αίματος και το κλωνοποιημένο γονίδιο ονομάστηκε «αναστολέας της κυττόλυσης από 
τον μηχανισμό συμπληρώματος» (C L I ) , «εκκρινόμενη πρωτεΐνη 4 0 ,4 0 »  (S P - 4 0 ,4 0 )  ή 
«απολιποπρωτεΐνη J »  (A p o J)  λόγω των ομοιοτήτων με άλλες γνωστές
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Σχήμα 1.9 ΤΑ ΜΕΛΗ ΤΗΣ ΥΠΕΡΟΙΚΟΓΕΝΕ1ΑΣ ΤΗΣ Bcl-2 (Α) Ο ι τρεις 
λειτουργικές ομάδες I, II και III των μελών της οικογένειας της B c l-2 .  Τα  μέλη της 
ομάδας I έχουν αντι-αποπτωτικές ιδιότητες και χαρακτηρίζονται από 4  μικρές 
διατηρημένες B c l - 2  ομόλογες (Β Η ) περιοχές ( Β Η 1 - Β Η 4 )  και ένα υδρόφοβο C -τελικό  
άκρο (Τ Μ ). Σ ε  αντίθεση, η ομάδα II περιλαμβάνει μέλη της υπεροικογένειας B c l-2  με 
προ-αποπτωτικές ιδιότητες που έχουν σχεδόν ίδια δομή με τα μέλη της ομάδας I 
εκτός από την αμινο-τελική Β Η 4  περιοχή. Η  ομάδα III αποτελείται από μία μεγάλη 
συλλογή διαφορετικών προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών που κοινό χαρακτηριστικό τους 
είναι η παρουσία της Β Η 3 . Μ έλη της ομάδας αυτής είναι οι B id  και B ik . (Β )  Ο ι 
μηχανισμοί δράσης των μελών της υπεροικογένειας B c l-2  στη εξωτερική μεμβράνη 
των μιτοχονδρίων. Α π ό αριστερά προ τα δεξιά διακρίνονται ο σχηματισμός πόρων 
μέσω  τω ν οποίων διαπερνά το κυτόχρωμα c  (C y t c )  και άλλες πρωτεΐνες του 
μιτοχονδριακού διαμεμβρανικού χώ ρου, ο σχηματισμός ετεροδιμερών μεταξύ προ- 
και αντι-αποπτωτικών μελώ ν (B a x  και B c l -2  αντίστοιχα), η άμεση ρύθμιση των 
κασπασών μέσω  ενός προσαρμοστικού μορίου (ad ap tor), η αλληλεπίδραση με άλλες 

μιτοχονδριακές πρω τεΐνες, όπως η V D A C  και ο μεταφορέας των νουκλεοτιδίων 
αδενοσίνης (Α Ν Τ ), είτε για το σχηματισμό ενός πόρου για την έξοδο του C y t c  ή για 
τη ρύθμιση της ομοιόστασης των μιτοχονδρίων και τέλος ο ολιγομερισμός τους με 
τον θ7ΐοίο σχηματίζουν ένα ασθενώς επιλεκτικό δίαυλο ιόντων (N a+, Κ + και Cl"). 
(H en g artn er, 2 0 0 0 ) .



21

Πίνακας 1.2: Η BcI-2 και η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου ζωής-θανάτου
(R e e d , 1 9 9 4 )

Αίτια κυτταρικού Θανάτου που έχει αναφερθεί ότι αναστέλλονται από την Bcl-2

Χημειοθεραπευτικά φάρμακα Τ ο  γλουταμινικό άλας
Η γ- και η υπεριώδης (U V ) ακτινοβολία Τ ο  ασβέστιο

Το θερμικό σόκ Η στέρηση γλυκόζης
Μ ερικοί ιοί (βάκιλος, sindbiis) Η στέρηση αυξητικού παράγοντα
Ελεύθερες "ρίζες Η απόσυρση νευροτροφικού
Η υπερσξειδίωση των λιπιδίων παράγοντα

Το ρ 53 0  Παράγοντας Μ εταβολής
T o c -M y c Ανάπτυξης-β (T G F -β )
0  Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων (T N F ) Τ ο  αζίδιο
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η 2Ο 2)

Αίτια κυτταρικού θανάτου που έχει αναφερθεί ότι δεν αναστέλλονται από την Bcl-2

Η λύση μέσω του συμπληρώματος 
Μ ερικά κυτταρολυτικά Τ-κύτταρα  
Το αμυλοειδές πεπτίδιο β 
Ο Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων (T N F )
Η απόσυρση κάποιων λεμφοκινών
Η αντι-Ig  και ο Υποδοχέας των Τ-Κ υττα ρω ν (T C R ) (θετική και αρνητική θυμική 
επιλογή)
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η 2Ο 2)

# Μ ερικά είδη νευροτροφικών νευρώ νω ν που εξαρτώνται από παράγοντες

Σ η μ . Κάποιοι απαγωγείς κυτταρικού θανάτου εμφανίζονται και στις δύο λίστες, 
δείχνοντας τις αντιθέσεις στην βιβλιογραφία. Ο  κυτταρικός θάνατος που επάγεται από 
το συμπλήρωμα, τα κυτταροτοξικά Τ-κύτταρα, το αμυλοειδές πεπτίδιο β, τον T N F , 
και το Η 2Ο 2 συχνά περιλαμβάνουν νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο
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Πίνακας 1.3: Ονόματα της A poJ με βάση την πηγή καθαρισμού και
κλωνοποίησης (Trougakos and Gonos, 2002)

Ό ν ο μ α Π η γή  απομόνωσης Ε ίδ ο ς

Τ 6 4 Νευροαμφιβληστροειδής Ορτύκι

S G P -2  (θειική γλυκοπρωτεΐνη 2 ) Ό ρχεις Αρουραίος

T R P M -2  (μήνυμα του προστάτη 2  
που καταστέλλεται από 
την τεστοστερόνη)

Προστάτης Αρουραίος

g p 8 0 Ν εφ ρός Σκύλος

Κλαστρίνη Ό ρχεις Πρόβατο

G p -III (γλυκοπρωτεΐνη III) Μ υελό ς επινεφριδίων Β όδι

Ατιολιποπρωτεΐνη J Ο ρός, σπερματικό πλάσμα Άνθρωπος

S P -4 0 ,  4 0  (εκκρινόμενη πρωτεΐνη  
4 0 ,4 0 )

,Ο ρ ό ς, σπερματικό πλάσμα Άνθρωπος

C L I  (αναστολέας λύσης του  
συμπληρώματος)

Ο ρός Άνθρωπος

p A D H C -9 Εγκέφαλος Άνθρωπος

ρ Τ Β 1 6 Εγκέφαλος Άνθρωπος

H I S L -1 9  (σεκρετογρανίνη IV ) Εγκέφαλος Άνθρωπος
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απολιποπρωτεΐνες. Μ ια σύγκριση της αλληλουχίας της πρωτεΐνης A p o J μεταξύ των 
ειδών των θηλαστικών αποκαλύπτει μια διατήρηση υψηλού βαθμού, - 7 0 - 8 5 % .  
Επίσης παρατηρήσεις έδειξαν ότι η πρωτεΐνη εξελίχθηκε στα θηλαστικά για να ψέρει 
σε πέρας μια λειτουργική αποστολή θεμελιώδους βιολογικής σημασίας η οποία 
παρέμεινε ακαθόριστη, λόγω διαφορετικών και συνήθως αντιτιθέμενων λειτουργιών 
σε διάφορους κυτταρικούς τύπους και ιστούς (T rou gak os and G on os, 2 0 0 2 ) .

Η πρωτεΐνη A p o J στους ανθρώπους κωδικοποιείται από ένα m R N A  το οποίο 
μεταγράφεται από ένα αντίγραφο γονιδίου που βρίσκεται στο χρωμόσωμα 8 (8 ρ 2 1 -  
ρ 1 2 ). Η θέση της κλαστρίνης υπολογίζεται ότι βρίσκεται σε απόσταση 4 3 %  από το 
κεντρομεριδιο στο τελομερίδιο (σχήμα 1 .10 ) (W o n g  et al., 1 9 9 4 ). Τ ο  πρωτογενές 
προϊόν Ύης μετάφρασης της A p o J, είναι ένα πολυπεπτίδιο 4 4 9  αμινοξέων όπου τα 
πρώτα 2 2  αμινοξέα αντιπροσωπεύουν την κλασσική αλληλουχία του υδρόφοβου  
εκκριτικού σήματος. Η ωρίμανση του πρωτογενούς μορίου μετάφρασης περιλαμβάνει 
πρωτεολυτική διάσπαση σε διαμερίσματα του συστήματος G olgi που έχουν σαν 
αποτέλεσμα την ώριμη ετεροδιμερή πρωτεΐνη A p o J που είναι περίπου 7 0 -8 0  kD a. Η  
πρωτεολυτική διάσπαση απομακρύνει το πολυπεπτίδιο εκκριτικού σήματος των 2 2  
αμινοξέων και διασπά το υπόλοιπο στις α- και β- αλυσίδες. Α υτές συνδέονται 
αντιπαράλληλα με 5 δισουλφιδικούς δεσμούς κοντά στα κέντρα τους σχηματίζοντας 
ένα μόριο στο οποίο τρεις αμφολυτικές α-αλύσεις και δύο α-αλύσεις περιελιγμένες σε 
σπείραμα, βρίσκονται αμφίπλευρα από το κέντρο του (σχήμα 1 .11 ). Εκτός από την 
εκκρινόμενη διασπασμένη ώριμη πρωτεΐνη A p o J, διάφορες άλλες ενδοκυττάριες 
πρωτεϊνικές μορφές έχουν αναφερθεί, και η πρωτεΐνη είναι ουσιαστικά κατανεμημένη 
σε όλα τα υποκυττάρια διαμερίσματα. Μ ια μορφή - 6 0  kD a υψηλή σε μαννόζη που 
δεν είναι εσωτερικά διασπασμένη έχει αναγνωριστεί στο κυτταρόπλασμα διαφόρων 
καρκινικών και φυσιολογικά διαιρούμενων ή γερασμένων κυττάρων (T ro u g ak o s and  
G onos, 2 0 0 2 , Jon es and Jo m a ry , 2 0 0 2 ) .

Η αυξορύθμιση του m R N A  της κλαστρίνης και η αντίστοιχη πρωτεΐνη είναι 
ευρέως διαδεδομένα φαινόμενα σε καταστάσεις ανάπτυξης και παθοφυσιολογίας, 
δείχνοντας ότι ο έλεγχος των επιπέδων έκφρασης είναι σημαντικός. Τ ο  γονίδιο της 
A p o J φαίνεται να ανταποκρίνεται σε μια ποικιλία κυττοκινών, αυξητικών 
παραγόντων και παραγόντων στρες ή παραγόντων που επάγουν απόπτωση όπως: οι 
κυττοκίνες, ιντερλευκίνη-1, -2  και -6 , οι αυξητικοί παράγοντες, «παράγοντας - β  
μεταβολής της ανάπτυξης» (Τ ϋ Ρ β ) , «αυξητικός παράγοντας των νεύρω ν» (N G F ), 
«παράγοντας μεταγραφής θερμικού σ ο κ -1» (H S F -1 ) , «επιδερμικός αυξητικός 
παράγοντας» (E G F ), «αυξητικός παράγοντας των αιμοπεταλίων» (P D G F ) και ο « β -  
αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών» (β -F G F ) . Τ έλος οι εξω τερικοί στρεσογόνοι 
παράγοντες που μπορούν να επιφέρουν αυξορύθμιση του γονιδίου αυτού, 
περιλαμβάνουν το θερμικό σοκ, την έκθεση στην υπεριώδη ακτινοβολία A  (U V -A ),  
το οξειδωτικό στρες, την ιονίζουσα ακτινοβολία και χημειοθεραπευτικούς 
παράγοντες (T rou gak os and G onos, 2 0 0 2 ) .

Η πρωτεΐνη A p o J, έχει εμπλακεί σε πολλές και ποικίλες φυσιολογικές διαδικασίες 
που περιλαμβάνουν την μετακίνηση των λιπιδίων, την ωρίμανση του σπέρματος και 
την αναστολή του συμπληρώματος, την κλασσική εκκριτική οδό, την επαναδόμηση 
των ιστών, την επανακύκλωση των μεμβρανών και τον καθαρισμό κυτταρικών 
υπολειμμάτων. Έ χ ει ακόμα εμπλακεί στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ κυττάρων και 
υποστρώματος σαν ένα ισχυρό μόριο κυτταρικής συνάθροισης και πρόσδεσης 
(T rougakos and G on os, 2 0 0 2 ) .

Η A p oJ εμπλέκεται στην απόπτωση σαν ένα π ρο- ή αντί- αποπτωτικό μόριο, 
λόγω αντικρουόμενων δημοσιεύσεων οι περισσότερες από τις οποίες υποστηρίζουν  
την αντιαποπτωτική της ιδιότητα η οποία φαίνεται είτε από αύξηση της έκφρασής της
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8

Σ χ ή μ α  1 .1 0  Τ Ο Π Ο Θ Ε Σ Ι Α  Τ Η Σ  Α Ν Θ Ρ Ω Π Ι Ν Η Σ  Κ Λ Α Σ Τ Ρ Ι Ν Η Σ  Ιδεόγραμμα του 
ανθρώπινου χρωμοσώματος 8 που δείχνει την σχετική απόσταση της θέσης (locu s) 
της κλαστρίνης (C L U )  μεταξύ του κεντρομεριδίου και του τελομεριδίου του μικρού 

σκέλους (sh o rt a rm -p ) του χρωμοσώματος 8 (W o n g , e t  a l., 1 9 9 4 ) .



.Σηματοδοτικό
πεπτίδιο ιι-άλυσος β-άλυσος

Ν C

α-άλυσο;

C

β-άλυσος

C

Σχήμα 1.11. Η ΔΟΜΗ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ 
ΚΛΑΣΤΡΙΝΗΣ/ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗΣ J

Το πρόδρομο μόριο (επάνω) διασπάται πρωτεολυτικά για να αφαιρεθεί το 22-μερές 
εκκρινόμενο σηματοδοτικό πεπτίδιο (δαμασκηνί) και ακόλουθα μεταξύ των 
κατάλοιπων 227/228 για να δημιουργηθούν οι α-(πορτοκαλΐ) και β- (ανοιχτό μπλε) 
αλυσίδες. Αυτές οι αλυσίδες συγκροτούνται αντι-παράλληλα για να σχηματίσουν ένα 
ετεροδιμερές μόριο (κάτω) στο οποίο τα κέντρα κατάλοιπων κυστεΐνης (κόκκινοι 
κύλινδροι) συνδέονται με δισουλφίδικούς δεσμούς (σκούρες κόκκινες ελλειψοειδείς 
δομές) και συνορεύουν με δύο εσπειραμένες α-έλικες (πράσινο) και τρεις 
αμφολυτικές α-έλικες (σκούρο μπλε). Οι θέσεις της Ν-γλυκοζυλίωσης απεικονίζονται 
με κίτρινες μικρές κηλίδες (Jones and Jomary, 2002)



στα κύτταρα, είτε από ελάττωση αυτής. Κάποιες μελέτες σ ε διάφορα είδη κυττάρων 
αναφέρουν την αύξηση της κλαστρίνης/A p o J και σε πρωτεϊνικό και σε γονιδιακό 
επίπεδο, η οποία συμπίπτει με τη επαγωγή απόπτωσης στα κύτταρα αυτά. Αρχικά σε 
μια μελέτη που έγινε στα κυψελωτά παγκρεατικά κύτταρα A R 4 -2 J ,  φάνηκε ότι το 
m R N A  της κλαστρίνης επάγεται σ ε απάντηση προς διάφορα αποπτωτικά ερεθίσματα 
(κεραμίδιο, σταυροσπορίνη, κυκλοεξιμίδιο, οξετδωτικό στρες). Συνεπώς προκύπτει 
ότι πιθανόν η πρωτεΐνη αυτή παίζει ρόλο στον έλεγχο της απόπτωσης των 
κυψελωτώ ν κυττάρων (C a lv o  e t a l., 1 9 9 8 ) .  Σύμφωνα με τα αποτελέσματα άλλης 
μελέτης, η γονιδιακή έκφραση της κλαστρίνης αυξορυθμίζεται σε ανταπόκριση προς 
στο θερμικού σοκ και το οξειδω τικό στρες σ ε ανθρώπινα επιδερμικά καρκινικά 
κύτταρα Α 4 3 1 ,  και επιτυγχάνει με τη μεσολάβησή της, ανθεκτικότητα στον 
αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο που επάγεται από τους παράγοντες αυτούς, 
παρέχοντας κυτταρική προστασία (V iard  et a l., 1 9 9 9 ) . Από τα αποτελέσματα μιας 
ακόμα έρευνα ς, φαίνεται για πρώτη φορά ότι η κλαστρίνη εμπλέκεται στην βιοχημική 
ανταπόκριση όγκου στη φωτοδυναμική δράση κατά τη διάρκεια in  v itro , και in v ivo  
φωτοδυναμικής θεραπείας (P D T ). Συγκεκριμένα, και πάλι στα κύτταρα Α 4 3 1 , και σε 
χημικά επαγόμενα δερματικά θηλώματα σε ποντίκια S E N C A R , παρατηρείται 
αυξορύθμιση της πρωτεϊνικής έκφρασης της κλαστρίνης η οποία συμβαίνει 
ταυτόχρονα μ ε την επαγωγή απόπτωσης κατά τη διάρκεια βλάβης από φωτισμό δια 
μέσου του «φθαλοκυανίου 4 »  (p h th alocyan in e 4 ) ,  που εντοπίζεται μια ώρα μετά τη 
P D T . Τ ο  συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι, λαμβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι η 
ικανότητα της φωτοδυναμικής δράσης βασίζεται κυρίως στην παραγωγή δραστικών 
μορφών οξυγόνου μέσω έντονων φωτοοξειδωτικών αντιδράσεων, η επαγωγή της 

κλαστρίνης κατά τη διάρκεια της P D T  μπορεί να αποδίδεται τουλάχιστο εν μέρει στο 
οξειδω τικό στρες που επάγεται στα κύτταρα του όγκου από φωτοευαισθητοποίηση 
(K a lk a  e t a l., 2 0 0 0 ) .  Επίσης μια άλλη έρευνα έδ ειξε ότι η επαγόμενη απόπτωση στα 
κοκκιώδη κύτταρα των ωοθυλακίων αρουραίων σ ε καλλιέργεια λόγω στέρησης της 
τροφής, έχ ει σαν αποτέλεσμα την αύξηση και των επιπέδων πρωτεΐνης και του 
m R N A  της κλαστρίνης (Z w a in  and A m ato , 2 0 0 0 ) .  Σ ε  μια άλλη έρευνα στην οποία 
έγινε διαμόλυνση με τα ογκογονίδια H a-ras  και c -m y c  σε αυθορμήτως 
αθανατοποιημένα κύτταρα εμβρυϊκώ ν ινοβλαστών αρουραίου (R a t i ) ,  μελετήθηκε η 
έκφραση της κλαστρίνης μετά την επαγωγή απόπτωσης, λόγω απομάκρυνσης 
αυξητικού παράγοντα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, η γονιδιακή έκφραση της 
κλαστρίνης αυξάνεται στα ζωτικά κύτταρα, όχι λόγω της ενεργοποίησης των 
ογκογονιδίων, αλλά από μόρια σήματος που δημιουργούνται από τα αποπτωτικά 
κύτταρα (K lo c k  et a l., 1 9 9 8 ) .  Τ έλο ς, μια πιο πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι, ανθρώπινοι 
διπλοειδείς ινοβλάστες εμφανίζουν μια αύξηση στην A p o J, μετά την έκθεσή τους σε 
ημιτοξικό στρές από Η 2Ο 2 , τερτ-βουτυλικο-υδροπεροξείδιο και αιθανόλη (D um ont et 
a l., 2 0 0 2 ) .

Αντίθετα υπάρχουν και μελέτες που αναφέρουν ότι η επαγωγή απόπτωσης σε 

διάφορα κύτταρα, είτε δεν προκαλεί αύξηση, είτε προκαλεί μειορύθμιση της 
κλαστρίνης/A p o J . Συγκεκριμένα, σ ε μια έρευνα στα κύτταρα του θύμου αρουραίου 
τόσο in v itro  όσ ο και in v iv o  φάνηκε ότι η απόπτωση που επάγεται από το συνθετικό 
γλυκοκορτικοειδές δεξαμεθασόνη στα θυμοκύτταρα, δεν προκαλεί αυξορύθμιση στην 

έκφραση του m R N A  της κλαστρίνης στα κύτταρα αυτά (P ark  et a l., 2 0 0 3 ) .  Σ ε  μια 
ακόμα μελέτη τονίζεται ότι, τα αποπτωτικά χαρακτηριστικά διαφόρων τύπων 
κυττάρων όπως, κυττάρων ιστιοκυτταρικού λεμφώματος U 9 3 7 , καρκινώματος 
τραχήλου μήτρας H ela  και επιδερμικού καρκινώματος Α 4 3 1 , μετά από επίδραση U V , 
και κυττάρων ανθρώπινου λεμφοβλαστώματος C E M -C 7 , μετά από επίδραση 
δεξαμεθασόνης, σχετίζονται με σαφή ελάττωση ή και απουσία της γονιδιακής
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έκφρασης της κλαστρίνης η οποία είναι πιο πιθανό να σχετίζεται με τη διαδικασία της 
κυτταρικής επιβίωσης από ότι του κυτταρικού θανάτου (F ren ch  et a l., 1 9 9 4 ) . Σ ε μια 
άλλη μελέτη σε καρκινικά κύτταρα μαστού ποντικού Shionogi, φαίνεται ότι η 
κυτταροτοξική ουσία p aclitaxel που ως γνωστό επάγει απόπτωση, προκαλεί μια 
μειορύθμιση του m R N A  της κλαστρίνης (T R P M -2 ), με χρόνο- και δοσο- εξαρτώμενο  
τρόπο (M iyake et al., 2 0 0 0 ) .  Τέλος, τα αποτελέσματα μιας επιπλέον έρευνας έδειξαν  
ότι οι κυτταρικές σειρές P C -3  και T S U -P rl ανθρώπινων κυττάρων καρκίνου του 
προστάτη και καρκινώματος της κύστης αντίστοιχα, μετά από θερμικό σοκ, 
υφίστανται μια παροδική αυξορύθμιση της έκφρασης της κλαστρίνης ακολουθούμενη  
από μειορύθμιση η οποία οδηγεί στην απόπτωση (W u  et a l., 2 0 0 2 ) .

Αναστολή της απόπτωσης σε διάφορα είδη κυττάρων επιτυγχάνεται με την 
υπερέκφραση της κλαστρίνης μέσω της διαμόλυνσης με cD N A  της πρωτεΐνης αυτής 
στα κύτταρα, όπως φαίνεται από διάφορες μελέτες. Αρχικά σε μια έρευνα , φαίνεται 
ότι η υπερέκφραση της κλαστρίνης (T R P M -2 ) στα ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του 
προστάτη που εξαρτάται από τα ανδρογόνα L N C a P  με σταθερή διαμόλυνση, τα 
κατέστησε πολύ ανθεκτικά στη θεραπεία με την κυτταροτοξική ουσία p aclita x e l, 
μέσω της αναστολής αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου (M iy ak e et a l., 2 0 0 0 ) .  Τα  
αποτελέσματα μίας ακόμα έρευνας, στην οποία γίνεται διαμόλυνση με cD N A  
κλαστρίνης σε κύτταρα ανθρώπινου καρκινώματος του νεφ ρού A C H N , έδειξαν ότι η 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης αυτής μπορεί να σ υνεισφ έρει σε ένα φαινότυπο 
ανθεκτικό στην απόπτωση δια μέσου του F as (M iy ak e et a l., 2 0 0 1 ) .  Ο ι 
αντιαποπτωτικές ιδιότητες της κλαστρίνης/A p o J, φαίνονται και σε μελέτες κατά τις 
οποίες σταματάει η μεταγραφή του γονιδίου της πρωτεΐνης αυτής με αντινοηματικά 
ολιγονουκλεοτίδια (antisense o lig o d eo xy n u cleo tid es) (K a n g  et a l., 2 0 0 0  M iy ak e et a l., 
2 0 0 0  M iyake et al., 2 0 0 1  Z ellw eg er et a l., 2 0 0 1 ) .

Όπως προαναφέρθηκε δεν είναι όλες οι μορφές της A p o J που επιδεικνύουν  
# αυτές τις αντι-αποπτωτικές ιδιότητες. Πρόσφατα, μια πυρηνική μορφή 5 5  k D a της 

A p o J, επαγόμενη από ακτινοβολία in v itro  έχει ανευρεθεί να στοχεύει στον πυρήνα, 
όπου φαίνεται να δρα ως σήμα θανάτου (Y a n g  et a l., 2 0 0 0 ) .  Υ περέκφραση της 
πυρηνικής μορφής της A p o J σε αδενοκαρκινικά κύτταρα μαστών M C F  -7  επάγει την 

απόπτωσή τους (Y a n g  et a l., 1 9 9 9 ) . Είναι επίσης αξιοσημείωτο ότι ο ι έρευνες σε 
επίμυες, όπου το γονίδιο της A poJ εκμηδενίστηκε (K n o ck o u t) ( C l u l )  έχουν  
καταδείξει τις δύο όψεις των δράσεων της κλαστρίνης. Συγκεκριμένα, από την μια 
πλευρά η απουσία της μειώ νει το ποσοστό νεκρών κυττάρων σε εγκεφαλική βλάβη  
που επάγεται από υποξεία ισχαιμία, γεγονός που υποδηλώνει ότι το μόριο λειτουργεί 
φυσιολογικά για να επιτείνει τη βλάβη νευρώνω ν υπό τέτοιες συνθήκες (H an  et a l., 
2 0 0 1 )  και από την άλλη, στα ίδια πειραματόζωα με εκμηδενισμένο το γονίδιο, η 
αυτοάνοση βλάβη στο μυοκάρδιο αυξάνεται, υποδηλώνοντας ένα φυσιολογικά  
προστατευτικό ρόλο (M cL au g h lin  et a l., 2 0 0 0 ) .

1.10. Τοπικά αναισθητικά και απόπτωση

Έ χ ει βρεθεί ότι τα τοπικά αναισθητικά, εκτός από τις δραστηριότητές τους στο 
νευρικό σύστημα και σε άλλους ιστούς, επάγουν κυτταροτοξικές επιδράσεις και 
απόπτωση. Συγκεκριμένα, η κοκαΐνη χορηγούμενη σε ποντίκια προκαλεί βλάβη στις 
κυψελίδες του ήπατος επιδρώντας στα κύτταρα της περιφλεβικής και της περιπυλαίας 
περιοχής, ειδικά όταν έχει προηγηθεί χορήγηση φαινοβαρβιτάλης, γεγονός που έχει 
σαν αποτέλεσμα τον κυτταρικό θάνατο από απόπτωση των ηπατοκυττάρων (C a sca le s  
et al., 1 9 9 4 ) . Ακόμα βρέθηκε ότι η απώλεια νευρικών φλοιικών κυττάρων εμβρύου  
ποντικού, καλλιεργούμενων με κοκαΐνη, οφείλεται στην επαγωγή απόπτωσης γεγονός
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που φαίνεται από τη χαρακτηριστική μορφολογία αποπτωτικών πυρήνων με το 
οπτικό μικροσκόπιο, από το συνολικό κυτταρικό ίζημα με το ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο, καθώς και από το φαινόμενο της κατάτμησης του D N A  με 
ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή αγαρόζης και με την μέθοδο χρώσης T U N E L  (N assogn e et 
a l., 1 9 9 7 ) .  Επίσης από παρόμοιες μεθόδους, φαίνεται η επαγωγή απόπτωσης στα 
κύτταρα των όρχεων των αρουραίων, μετά από έκθεση σε κοκαΐνη, μέσω της 
μιτοχονδριακής βιοχημικής οδού που συνοδεύεται από απελευθέρωση του cy to -c  και 
ενεργοποίηση των κασπασών -9  και -3 . Τ ο  φαινόμενο αυτό μπορεί να παίζει ρόλο 
στη διαταραχή της σπερματογένεσης λόγω του θανάτου των γαμετών, μετά από 
χρόνια χορήγηση κοκαΐνης στους αρουραίους (L i  et a l., 1 9 9 9 , L i  et a l., 2 0 0 3 ) .  
Σημαντικό ρόλο στην επαγωγή απόπτωσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα της 
στεφανιαίας αρτηρίας του βοδιού από την κοκαΐνη, παίζει επίσης η απελευθέρωση 
του cy to  c  από τα μιτοχόνδρια (πιθανόν λόγω της ελάττωσης της πρωτεΐνης B c l-2 ) , η 
μετατόπιση της πρωτεΐνης B a x  στα μιτοχόνδρια, γεγονότα τα οποία ακολουθούνται 
από ενεργοποίηση κασπασών (H e et a l., 2 0 0 0 ,  H e, X ia o  and Z hang, 2 0 0 1 ) .  Τέλος, με 
αύξηση της αναλογίας B a x /B c l -2  και της ενεργοποίησης των κασπασών από την 
κοκαΐνη, επάγεται απόπτωση στην εμβρυϊκή καρδιά αρουραίου in v ivo , φαινόμενο 
που πιθανόν να παίζει σημαντικό ρόλο στις δυσμενείς επιδράσεις του αναισθητικού 
αυτού στην καρδιακή ανάπτυξη (X ia o  et al., 2 0 0 1 ) .

Έ ν α  άλλο τοπικό αναισθητικό, η λιδοκαΐνη, βρέθηκε ότι ενισχύει τη βλάβη του 

D N A  και την κυτταροτοξικότητα από το γλυκοπεπτίδιο βλεομυκίνη Α 2 , στα 
καλλιεργούμενα λευχαιμικά κύτταρα ποντικού L 1 2 1 0  και στα ανθρώπινα κύτταρα 
καρκινώματος κεφαλής και λαιμού Α -2 5 3 . Ο μηχανισμός οφείλεται στην ικανότητα 
του τοπικού αναισθητικού να αναστέλλει την μεταβολική απενεργοποίηση της 
βλεομυκίνης και την επισκευή του D N A  από βλάβη, λόγω της βλεομυκίνης (L a z o  et 
a l., 1 9 8 5 ) .  Επίσης στα καλλιεργούμενα ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώματος, 
διαφοροποιημένα από το ρετινοϊκό οξύ S H -S Y S Y , η λιδοκαΐνη επάγει νέκρωση και 
απόπτωση με δοσ ο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο, σε χαμηλές συγκεντρώσεις, 
επιδράσεις που φάνηκαν με τεχνικές χρώσης με “trypan blue” , κυτταρομετρίας ροής 
και ανοσοκυτταροχημείας (F rie d e rich  and S ch m itz , 2 0 0 2 ) .

Έ χ ε ι βρεθεί από τους Y a u  και K im  ( 1 9 8 0 ) ,  ότι μεταξύ των τοπικών αναισθητικών 
διβουκαΐνη, λιδοκαΐνη, τετρακαΐνη και προκαΐνη, η διβουκαΐνη, είναι το m o  
αποτελεσματικό και η προκαΐνη το λιγότερο αποτελεσματικό στην ενίσχυση 
κυτταρικού θανάτου από υπερθερμία στα καλλιεργούμενα κύτταρα λεμφώματος 
ποντικιού, L 5 1 7 8 Y  (Y a u  and K im , 1 9 8 0 ) . Π αρομοίως, η πριλοκαΐνη, η λιδοκαΐνη και 
η βουπιβακαΐνη ενισχύουν την προκαλούμενη από υπερθερμία απόπτωση στα 
ανθρώπινα κύτταρα ιστιοκυτταρικού λεμφώματος U 9 3 7 , μέσω βιοχημικών οδών 
εξαρτημένω ν από τα C a ^  και τα μιτοχόνδρια. Συγκεκριμένα, προκαλείται αύξηση 
των κυτταροπλασματικών C a** τα οποία δρουν απευθείας στα μιτοχόνδρια 
προκαλώντας ρήξη της εξω τερικής μεμβράνης και την απελευθέρωση πρωτεϊνών 
ενεργοποίησης των κασπασών. Α κόμα, αναφέρεται ότι τα τοπικά αναισθητικά με τη 
μεγαλύτερη λιποφιλία, όπως η βουπιβακαΐνη, είναι m o  αποτελεσματικά σε αυτό το 
φ αινόμενο, επειδή μπορούν m o εύκολα να ενσωματωθούν στις κυτταρικές μεμβράνες 
αυξάνοντας τη ρευστότητά τους (A rai et a l., 2 0 0 2 ) .  Η  πριλοκαΐνη βρέθηκε ότι επάγει 
απόπτωση στα οστεοβλαστικά κύτταρα ανθρώπου S a o s-2  και M G 63 και ποντικού 
M C 3 T 3 -E 1 , με δοσ ο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο επιδεικνύοντας όλα τα 
μορφολογικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά, αυτού του είδους του κυτταρικού 
θανάτου. (N ak am u ra  et a l., 1 9 9 9 ) . Επίσης, τα τοπικά αναισθητικά λιδοκαΐνη, 
βουπιβακαΐνη, και τετρακαΐνη, επάγουν δοσοεξαρτώμενη απόπτωση στα ανθρώπινα 
κύτταρα από το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο Η Κ -2  και ακόμα ενισχύουν την
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επαγωγή απόπτωσης από τον T N F -α στα κύτταρα αυτά. Η επαγωγή απόπτωσης 
βρέθηκε ότι έγινε με ενεργοποίηση κασπασών και με αναστολή οδών σημάτων 
επιβίωσης, με την εφαρμογή τεχνικών όπως χρώση T U N E L , ανοσοαποτυπώματος 
κατά w estern καθώς και με μελέτη κατάτμησης D N A  και της κυτταρικής 
μορφολογίας (L e e  et al., 2 0 0 3 ) .  Τ ο τοπικό αναισθητικό βουπιβακαΐνη παρατηρήθηκε 
ότι προκαλεί το σχηματισμό αποπτωτικών σωμάτων, κατάτμηση του D N A  με χρονο- 
και δοσο-εξαρτώμενο τρόπο καθώς και την ενεργοποίηση των κασπασών -3 , -8  και - 
9 , γεγονότα που χαρακτηρίζουν τον κυτταρικό θάνατο από απόπτωση, στα κύτταρα 
προμυελοκυτταρικής λευχαιμίας H L -6 0  (U n am i el a l., 2 0 0 3 ) .  Κυτταρικό θάνατο από 
απόπτωση σε καλλιεργούμενα κύτταρα φαιοχρωμοκυττώματος ποντικού P C  12  
προκαλεί η τετρακαΐνη, όπως έδειξε μια άλλη έρευνα, με τεχνικές μελέτης παρόμοιες 

με τις ανωτέρω (T an  et a l., 2 0 0 2 ) .
Τέλος δύο ερευνητικές δημοσιεύσεις αποκαλύπτουν την επαγωγή κυτταρικού 

θανάτου από απόπτωση σε δύο διαφορετικές κυτταρικές σειρές, από τη διβουκαΐνη. 
Σύμφωνα με την πρώτη, η διβουκαΐνη επάγει απόπτωση με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο 
στα κύτταρα ανθρώπινου νευροβλαστώματος S K -N -M C , που επιδεικνύεται τόσο με 
μορφολογικά, όπως η συρρίκνωση της χρωματίνης, όσο και με βιοχημικά 
χαρακτηριστικά όπως η κατάτμηση του D N A  (K im  et a l., 1 9 9 7 ) .  Στη δεύτερη  
δημοσίευση, φαίνεται η επαγωγή απόπτωσης στα κύτταρα προμυελοκυτταρικής 
λευχαιμίας H L -6 0  με δοσο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο, από τη διβουκαΐνη, με 
κατάτμηση του D N A  καθώς και ενεργοποίηση κασπασών που φαίνεται ότι συνδέεται 
με την απελευθέρωση του cy to  c  από τα μιτοχόνδρια (A rita  e t a l., 2 0 0 0 ) .

2: ΡΟΠΙΒΑΚΑΪΝΗ

2.1 Γενικά

Η ροπιβακαΐνη (ro p iv acain e  hydrochloride N arop in  ™ ) ,  είναι ένα από τα προσφάτως 
εισαχθέντα στην αγορά τοπικά αναισθητικά αμιδικού τύπου, που επινοήθηκε και 
αναπτύχθηκε σε ένα πρωτότυπο ερευνητικό πρόγραμμα της “ A stra  P ain  C on trol Α Β ” , 
στην Σουηδία. Είναι ένα εναντιομερές του υδροχλωρικού άλατος της S - ( - ) - 1 -προπυλ - 
2 ’ ,6 ’ -πιπεκολοξυλιδίδης και η δομή του είναι ενδιάμεση μεταξύ της βουπιβακαΐνης 
και της μεπιβακαΐνης. Τα τοπικά αναισθητικά της ομάδας των πιπεκολοξυλιδίων είναι 
ουσίες με οπτική ισομέρια (ch ira l), γιατί το μόριό τους έχει ένα ασύμμετρο άτομο 
άνθρακα και επομένως μπορεί να έχει αριστερόστροφη ή δεξιόστροφη μορφή. Ενώ  η 
μεπιβακαΐνη και η βουπιβακαΐνη παράγονται για κλινική χρήση σαν ρακεμικά 
μείγματα των εναντιομερών περιλαμβάνοντας ίσες αναλογίες “ S ” K ai“ R ” μορφών, η 
ροπιβακαΐνη παρασκευάζεται σαν ένα γνήσιο S -εναντιομερές. Συγκεκριμένα, 
παρασκευάζεται από την αλκυλοποίηση του S εναντιομερούς του διβενζοϊλικού-L -  
ταρταρικού οξέος και έχει 9 9 ,5 %  εναντιομερική γνησιότητα (σχήμα 1 .1 2 ). Ό σον  
αφορά τις φυσικοχημικές ιδιότητες της ροπιβακαΐνης έχει βρεθεί ότι η λιπιδιακή 
διαλυτότητα του αναισθητικού αυτού είναι σχετικά χαμηλή και ανάμεσα σ ε αυτή της 
λιδοκαΐνης και της βουπιβακαΐνης και η σταθερά διάστασης (ρ Κ 8) είναι 8 ,1 ,  ίδια με 
αυτή της βουπιβακαΐνης και λίγο υψηλότερη από αυτή της λιδοκαΐνης (M cC lu re , 
1 9 9 6 , M cC lellan  and Fau ld s, 2 0 0 0 ,  O ’K eeffe  and H caly , 1 9 9 9 , O w en and D ean, 
2000).
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NH —  CO "«il

CH, H

c 3h7

$7(-)-ροπιβακαΐνη

Ρ,5-(±)~μ€πιβακαϊνη Ρ,5-(±)-βουπιβακαϊνη

Σ χ ή μ α  1 .1 2 . Ο Ι  Χ Η Μ Ι Κ Ε Σ  Δ Ο Μ Ε Σ  Τ Η Σ  Ρ Ο Π Ι Β Α Κ Α Ϊ Ν Η Σ , Τ Η Σ  

Μ Ε Π Ι Β Α Κ Α Ϊ Ν Η Σ  Κ Α Ι  Τ Η Σ  Β Ο Υ Π Ι Β Α Κ Α Ϊ Ν Η Σ  (M cC lu re , 1 9 9 6 )

/

/
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2.2 Φαρμακοδυναμική, δράσεις και χορήγηση της ροπιβακαΐνης

Η φαρμακοδυναμική της ροπιβακαΐνης έχει μελετηθεί σε σύγκριση με αυτή της 
βουπιβακαΐνης και προέκυψε ότι σε χαμηλή συγκέντρωση, και συγκεκριμένα 2 5 -5 0  
μπιοί l i t r e 1, προκαλεί ένα βαθύ και ταχύ αποκλεισμό και των μικρών και εμμύελων  
νευρικών'ινών Α δ, και των ακόμα μικρότερων και αμύελων νευρικών ινών C  που 
είναι υπεύθυνες για τη μετάδοση του πόνου, με μεγαλύτερη δραστικότητα από αυτή 
της βουπιβακαΐνης. Παρόλο που δρα στον αποκλεισμό αισθητικών νευρικώ ν ινών Α δ  
και C , η ρρπιβακαΐνη είναι λιγότερο δραστική στον αποκλεισμό κινητικών νευρικών  
ινών όπως οι Α β. Σε πιο υψηλές συγκεντρώσεις η ροπιβακαΐνη και η βουπιβακαΐνη 
έχουν παρόμοια δράση αποκλεισμού νευρικών ινών (M cC lu re , 1 9 9 6 , M cC lellan  and  
Faulds, 2 0 0 0 ,  O ’K eeffe and H e a ly ,1 9 9 9 , O w en and D ean, 2 0 0 0 ) .

ΌσΟν αφορά τις καρδιοτοξικές επιδράσεις των τοπικών αυτών αναισθητικών, 
βρέθηκε ότι η ροπιβακαΐνη είναι λιγότερο αρρυθμιογόνος από τη βουπιβακαΐνη. Αυτή  
η ελαττωμένη καρδιοτοξικότητα της ροπιβακαΐνης επιβεβαιώθηκε, σ ε σύγκριση και 
με τη λιδοκαΐνη, και βρέθηκε ότι η είναι πιο καρδιοτοξική από τη λιδοκαΐνη, όπως 

προέκυψε από in vivo και in vitro μελέτες. Ακόμα, η κατασταλτική επίδραση της 
ροπιβακαΐνης στο καρδιακό δυναμικό ενέργειας (V m a x ), είναι ανάμεσα στη 
βουπιβακαΐνη (υψηλότερη) και τη λιδοκαΐνη (χαμηλότερη). (M arsh  and H ard y , 1 9 9 1 ,  
M cC lu re, 1 9 9 6 , M cC lellan  and Faulds, 2 0 0 0 ) .  Η καρδιοτοξική επίδραση της 
ροπιβακαΐνης και της βουπιβακαΐνης πιθανόν οφείλεται, στην αναστολή της 
οξείδωσης των λιπιδιακών υποστρωμάτων όπως το πυροσταφυλικό άλας και η 
παλμιτοϊλική καρνιτίνη, που επάγεται από αυτά τα αναισθητικά και συμβαίνει στα 
μιτοχόνδρια των κυττάρων του μυοκαρδίου (Z h an g , Y a o  and L i, 2 0 0 3 ) .

Η ικανότητα της ροπιβακαΐνης στον αισθητικό και κινητικό αποκλεισμό έχει 

προσδιοριστεί στην κλινική χρήση από ένα μεγάλο αριθμό μελετών που έχουν  
.  πραγματοποιηθεί σε εθελοντές και ασθενείς όπου απλά διαλύματα ροπιβακαΐνης 

παράγουν σημαντικά μεγαλύτερης διάρκειας, δερματική αναλγησία από ότι 
διαλύματα βουπιβακαΐνης. Ακόμα η διήθηση ροπιβακαΐνης σε τραύματα  
χολοκυστεκτομής, ελαττώνει σε σημαντικό βαθμό τον πόνο της πληγής και αυξάνει 
το χρόνο που απαιτείται για την εφαρμογή μετεγχειρητικής αναλγησίας σε σύγκριση  
με τον φυσιολογικό ορό (M cC lu re , 1 9 9 6 ) . Ειδικά για τη λαπαροσκοπική 
χολοκυστεκτομή, έγινε σύγκριση της αναλγητικής ικανότητας της ροπιβακαΐνης και 
της λεβοβουπιβακαΐνης για τοπική ιστική διείσδυση πριν την τομή με σκοπό τη 
βελτίωση του μετεγχειρητικού ελέγχου του πόνου μετά τη χειρουργική αυτή 
επέμβαση, σε μια πρόσφατη μελέτη και φάνηκε ότι η τοπική ιστική διείσδυση με τη 
λεβο βουπιβακαΐνη είναι πιο αποτελεσματική από ότι με τη ροπιβακαΐνη στην 
ελάττωση του μετεγχειρητικού πόνου της (P ap agian op ou lou  et a l., 2 0 0 3 ) .  Επίσης, 
μελέτες περιφερικού νευρικού αποκλεισμού έδειξαν ότι η ροπιβακαΐνη έχει σχεδόν  
ίδια αποτελέσματα με την βουπιβακαΐνη στο ξεκίνημα, στην ποιότητα και στη 
διάρκεια του αισθητικού αποκλεισμού, αλλά παράγει λιγότερο κινητικό αποκλεισμό. 
Τέλος, βρέθηκε ότι η ροπιβακαΐνη έχει σημαντικά υψηλότερη ουδό για την 
τοξικότητα στο Κ Ν Σ , από ότι η ρακεμική βουπιβακαΐνη σ ε υγιείς εθελοντές  
(M cC lu re , 1 9 9 6 , O ’ K eeffe  and H ealy, 1 9 9 9 , O w en and D ean, 2 0 0 0 ,  M cC lellan  and  
Faulds, 2 0 0 0 ) .

Ανοιχτές μελέτες οσφυϊκής επισκληριδίου χορήγησης της ροπιβακαΐνης σε 
συγκεντρώσεις 0 ,5 % , 0 ,7 5 %  και 1%  έδειξαν ότι είναι ένα τοπικό αναισθητικό 
μακράς διάρκειας το οποίο παρέχει χειρουργική αναισθησία καλής ποιότητας 
αυξάνοντας τον χρόνο έναρξης της μειωμένης συγκέντρωσης και του αυξημένου  
κινητικού αποκλεισμού, όπως συμβαίνει και με άλλες ουσίες τοπικής αναισθησίας. Η
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κορυφαία συγκέντρωση πλάσματος (C pm a x ) της ροπιβακαΐνης ήταν κάτω από τη 
συγκέντρωση που σχετίζεται με τη συστημική τοξικότητα στα ζώα. Σ ε διάφορες 
μελέτες έχουν προκόψ ει ποικίλα αποτελέσματα σχετικά με την έναρξη, την έκταση ή 
τη διάρκεια του κινητικού και του αισθητικού αποκλεισμού από τη ροπιβακάΐνη σε 
σύγκριση με τη βουπιβακαΐνη (M cC lu re , 1 9 9 6 ) . Επίσης από εκτεταμένα κλινικά 
αποτελέσματα, φάνηκε ότι η επισκληρίδιος ροπιβακαΐνη σε ποσοστό 0 ,2 % , είναι 
αποτελεσματική για την έναρξη και τη διατήρηση αναισθησίας τοκετού και παρέχει 
ανακούφιση από τον πόνο μετά από κοιλιακή και ορθοπεδική χειρουργική επέμβαση 
ειδικά όταν χορηγείται σε συνδυασμό με οποιοειδή. Το φάρμακο έχει γενικά 
παρόμοια δραστικότητα με αυτή της ίδιας δόσης βουπιβακαΐνης σε ότι αφορά την 
ανακούφιση από πόνο και προκαλεί λιγότερο κινητικό αποκλεισμό σε χαμηλές 
συγκεντρώσεις. Ό σον αφορά την οσφυϊκή επισκληρίδιο αναισθησία για χειρουργικές 
επεμβάσεις κάτω άκρων ή ουρογενετικού συστήματος, συγκρινόμενα αποτελέσματα 
δείχνουν ότι υψηλότερες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης ποσοστών 0 ,7 5  ή 1 % , μπορεί 
να χρειάζονται για να παρέχουν τον ίδιο αισθητικό και κινητικό αποκλεισμό όπως η 
βουπιβακαΐνη σ ε ποσοστό 0 ,5  και 0 ,7 5  %  (M cC lellan  and Fau ld s, 2 0 0 0 ) .  Τέλος, τα 
αποτελέσματα μιας επίσης πρόσφατης έρευνας έδειξαν ότι 0 ,1 2  %  επισκληριδίου 
ροπιβακαΐνης μπορεί να παρέχει μια ικανοποιητική μετεγχειρητική αναλγησία σε 
ασθενείς από την Ταϊβάν, με λίγες παρενέργειες. Η  έρευνα έγινε για να βρεθεί μια 
κατάλληλη δόση ροπιβακαΐνης στους ασθενείς της συγκεκριμένης εθνικότητας, των 
οποίων η φυσική κατάσταση δεν είναι εντελώς συμβατή με την προτεινόμενη 
φαρμακευτική δοσολογία για τους δυτικούς λαούς (L e e , et al, 2 0 0 3 ) .  Παρόλο που έχει 
αναφερθεί ότι η ροπιβακαΐνη δεν διατίθεται για χρήση στη ραχιαία αναισθησία 
(M c C lu re , 1 9 9 6 ) ,  βρέθηκε πρόσφατα ότι το τοπικό αυτό αναισθητικό παρέχει 
αποτελεσματική ραχιαία αναισθησία για ολική αρθροπλαστική του ισχίου (M cN am ee  
el a l., 2 0 0 2 ) .

Ό σ ον αφορά τις παρενέργειες της ροπιβακαΐνης, τα δημοσιευμένα περιστατικά 
που προέκυψαν από μ ελέτες, έδειξαν ότι είναι λιγότερες κατά τη διάρκεια 
χειρουργικής επέμβασης τοκετού και καισαρικής τομής από ότι αυτές της 
βουπιβακαΐνης. Σ ε ελάχιστα περιστατικά ακούσιας ενδοφλέβιας ένεσης ροπιβακαΐνης 
7 5 - 2 0 0  m g , κανένας ασθενής δεν έδειξε σημάδια καρδιοτοξικότητας. Τέλος 
αναφέρεται ένα περιστατικό ασθενούς που δέχτηκε 2 0 0  m g  ροπιβακαΐνης 
ενδοαγγειακά κατά τη διάρκεια διαδικασίας αποκλεισμού μασχαλιαίου βραχιόνιου 
πλέγματος, που εμφάνισε σπασμούς. Μ ε τη διενέργεια άμεσης και κατάλληλης 
θεραπείας έγινε πλήρης ανάρρωση μέσα σε 2  λεπτά (M cC lu re  et a l., 1 9 9 6 ) .

2 .3  Α ντκρλεγμονώ δη ς δράση τη ς ροπιβα κα ΐνη ς

Η αντκρλεγμονώδης επίδραση της ροπιβακαΐνης έχει δειχτεί σ ε ερευνητικές εργασίες 
τόσο in v iv o , όσο και in v itro . Συγκεκριμένα, σε μελέτη που έγινε στη μικροαγγείωση 
του ζυγωματικού εγκολπώματος ποντικών ham ster βρέθηκε πρώτον ότι η 
ροπιβακαΐνη αναστέλλει την φλεγμονώδη μετακίνηση και τη σταθερή προσκόλληση 
των λευκοκυττάρων καθώς και την αυξημένη αγγειακή διαπερατότητα και δεύτερον 
ότι αναστέλλει την επαγόμενη έκφραση των μορίων C D llb /C D 1 8 , στα 
λευκοκύτταρα ανθρώπου in vitro , τα οποία είναι μέλη της οικογένειας των 
ιντεγκρινών και φαίνεται ότι είναι σημαντικά για τη σταθερή προσκόλληση των 
λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο των αγγείων (M artinsson  et al., 1 9 9 7 ). Επίσης, 
βρέθηκε ότι η ροπιβακαΐνη μειώ νει με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την προσκόλληση 
λευκοκυττάρων που επάγεται από τον T N F -α , αλλά δεν επιδρά καθόλου στη 
μετακίνηση των λευκοκυττάρων που συμβαίνει από τον T N F -α, όπως προκύπτει από
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έρευνα στην μικροκυκλοφορία του κρεμαστήρα μυός ποντικού. Έ τ σ ι προτείνεται ότι 
η τοπική χορήγηση ροπιβακαΐνης μπορεί να είναι μια αποτελεσματική  
φαρμακολογική επέμβαση στις φλεγμονώδεις ασθένειες που χαρακτηρίζονται από 
την ενεργοποίηση του T N F -α και τη διήθηση των λευκοκυττάρων (Z h an g  and  
T horlacius, 2 0 0 0 ) . Από αποτελέσματα ερευνώ ν που έγιναν σε ανθρώπινα 
κοκκιοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα με ανοσολογικές μεθόδους, προέκυψε ότι η 
ροπιβακαΐνη αναστέλλει την απελευθέρωση εικοσανοϊδών, που είναι προϊόντα της 5 -  
λιποξυγενάσης, από τα κύτταρα αυτά γεγονός που μπορεί να εξηγεί κάποιες από τις 
αντιφλεγμρνώδεις επιδράσεις της ροπιβακαΐνης (M artin sson , H aegerstran d  and 
D alsgaard , 1 9 9 7 ). Τ έλος, οι αντιφλεγμονώδεις επιδράσεις της ροπιβακαΐνης 
φαίνονται και σε μια έρευνα στην οποία η ροπιβακαΐνη, η λιδοκαΐνη και η τετρακαΐνη 
σε κλινικά σχετικές συγκεντρώσεις εξασθενούν τις χημειοτακτικές και μεταβολικές 
ανταποκρίσεις που προέρχονται από το λυσοφωσφατιδικό οξύ (L P A ), στα 
ουδετερόφιλα του ανθρώπου. T o  L P A  είναι ένας ενδοκυττάριος φωσφολιπιδικός 
μεσολαβητής με ποικιλία δράσης και πιθανολογείται ότι παίζει ρόλο στη διέγερση  
φλεγμονωδών αντιδράσεων (F is ch e r  et a l., 2 0 0 1 ) .

2.4 Ροπιβακαΐνη, κυτταρικός πολλαπλασιασμός και απόπτωση

Η ροπιβακαΐνη βρέθηκε ότι παίζει σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό  
καλλιεργούμενων κυττάρων. Συγκεκριμένα, προκαλεί αναστολή στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό σε καλλιεργούμενα ανθρώπινα κύτταρα όπως ινοβλάστες, αγγειακά 
ενδοθηλιακά κύτταρα και κερατινοκύτταρα. Σημαντική αναστολή στους ινοβλάστες 

γίνεται σε συγκεντρώσεις 5 0  μΜ  και 5 0 0  μΜ  ροπιβακαΐνης σ ε 1 %  και 1 0 %  «ορού  
νεογέννητου μόσχου» (foetal bovine serum ) αντίστοιχα, στα ενδοθηλιακά κύτταρα σε  
1 m M  και 5 0 0  m M  αναισθητικού σε 5 %  και 4 0  %  ορού αντίστοιχα και τέλος 1 0 0  

• m M  ροπιβακαΐνης προκάλεσαν σημαντική αναστολή πολλαπλασιασμού των 
κερατινοκυττάρων (M artin sso n , H aegerstrand and D alsgaard , 1 9 9 3 ) . Π αρομοίω ς, η 
ροπιβακαΐνη αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των ανθρώπινων κυτταρικών σειρώ ν  
αδενοκαρκινώματος από παχύ έντερο Η Τ -2 9  και C a c o -2  με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο, 
γεγονός που πιθανόν οφείλεται στην αποπόλωση της κυτταρικής μεμβράνης. 
(M artinsson Τ ., 1 9 9 9 ). Επίσης βρέθηκε ότι η ροπιβακαΐνη και η βουπιβακαΐνη σε  
συγκεντρώσεις 5 0 , 1 0 0  και 5 0 0  μΜ , έχουν ανασταλτική επίδραση στον
πολλαπλασιασμό καλλιεργούμενων ινοβλαστών από τα πόδια νεογέννητου αρσενικού  

αρουραίου W istar και καρκινικών κυττάρων νεφρού πιθήκου (V e ro ), με τη 
ροπιβακαΐνη να έχει τη πιο ισχυρή ανασταλτική επίδραση. Ό πως π ροέκυψ ε από τα 
αποτελέσματα της ίδιας μελέτης, η ελάττωση των γονιδίων κυττοκινών και μορίων 
προσκόλλησης, τα οποία εκφράζονται από ενεργοποιημένα ανθρώπινα Τ -  
λεμφοκύτταρα είναι υψηλότερη για τη βουπιβακαΐνη από ότι για τη ροπιβακαΐνη, 
γεγονός που δείχνει τη διαφορετική τάση αντιφλεγμονώδους επίδρασης των δύο 
τοπικών αναισθητικών (D e  Iuliis et a l., 2 0 0 1 ) .  Ακόμα, η ροπιβακαΐνη καθώς και τα 
τοπικά αναισθητικά λιδοκαΐνη, βουπιβακαΐνη και μεπιβακαΐνη προκαλούν 
νευροτοξικότητα σε καλλιεργούμενους αναπτυσσόμενους νευρώ νες, απομονωμένους 
από το γάγγλιο της νωτιαίας ρίζας εμβρύου κοτόπουλου, έχοντας σαν συνέπεια τις 
μορφολογικές αλλαγές στους νευρώ νες αυτούς καθώς και την μείωση του 
πολλαπλασιασμού τους (R ad w an , Saito and G oto , 2 0 0 2 ) .  Τ έλος, οι μυοτοξικές 
επιδράσεις της ροπιβακαΐνης σε σύγκριση με αυτές της βουπιβακαΐνης, στο σκελετικό  
μυϊκό ιστό, συγκρίθηκαν μετά από συνεχείς περιφερικούς αποκλεισμούς, σε μια 
πρόσφατη μελέτη όπου έγινε έγχυση 2 0  m l βουπιβακαΐνης (5  m g /m l) ή ροπιβακαΐνης 
(7 ,5  m g /m l), για 6  ώ ρες, μέσω μηριαίων νευρικών καθετήρων σε
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αναισθησιοποιημένα γουρούνια m in ip igs. Τα  αποτελέσματα έδειξαν πρώτον, ότι και 
τα δύο φάρμακα επάγουν μυϊκή βλάβη με παρόμοιες ιστολογικές μορφές και 
δεύτερον ότι σε σύγκριση με τη βουπιβακάίνη, η οποία επάγει και νέκρωση και 
απόπτωση, η ιστική βλάβη που προκαλείται από τη ροπιβακαΐνη είναι σημαντικά 
λιγότερο σοβαρή (Z in k  e t a l., 2 0 0 3 ) .

3: Ψ Ε Υ Δ Α Ρ Γ Υ Ρ Ο Σ  (Zn)

3.1 Γενικά

Ο  ψευδάργυρος (Z n ), είναι στοιχείο της ομάδας ΙΙβ του περιοδικού συστήματος. 
Σχετικά με τη φυσιολογία του ανθρώπου, δύο χαρακτηριστικά του Z n πρέπει να 
τονιστούν. Π ρώ το, αντίθετα από άλλα μέταλλα, συμπεριλαμβανομένων εκείνων της 
ομάδας ΙΙβ , ο Z n  είναι σχεδόν μη τοξικός. Ο ι ομοιοστατικοί μηχανισμοί που 
ρυθμίζουν την είσοδό του μέσα στα κύτταρα, την κατανομή του και την έκκριση του 
από αυτά και από τους ιστούς είναι τόσο ικανοί, που δεν υπάρχουν γνωστές 
ανωμαλίες που να συνδέονται με την υπερβολική συσσώρευση, σε αντίθεση με τον 
σίδηρο (F e ) ,  τον χαλκό (C u ), τον υδράργυρο (H g ) και άλλα μέταλλα. Δεύτερο, οι 
φυσικές και χημικές ιδιότητές του, καθιστούν τον Zn κατάλληλο για συμμετοχή 
δομική ή λειτουργική σε ένα ιδιαίτερα μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών και ενζύμων που 
πραγματοποιούν πληθώρα βιολογικών λειτουργιών. Α υτές και άλλες ακόμα χημικές 
ιδιότητες αποτελούν τη βάση για την εκτεταμένη συμμετοχή του Zn στον 
μεταβολισμό των πρω τεϊνών, των νουκλεϊκών οξέω ν, των υδατανθράκων και των 
λιπιδίων, όπως και στον έλεγχο της γονιδιακής μεταγραφής. Συμμετέχει επίσης και σε 
άλλες βιολογικές διαδικασίες όπως για παράδειγμα στην διαίρεση, στην ανάπτυξη και 
στη διαφοροποίηση των κυττάρων. Τ έλος η αναστολή της σύνδεσης πεπτιδίων και 
άλλων συνδεόμενω ν μορίων σ ε διάφορους υποδοχείς οπιοειδών (μ , δ, ε  κα κ) είναι 
μια από τις λειτουργίες του Z n  στο νευρικό σύστημα (V allee  and Falch u k , 1 9 9 3 ).

Τ ο  κλάσμα του ελεύθερου Z n  είναι πολύ μικρό στα βιολογικά συστήματα όπου 
συνήθως πραγματοποιεί τις βιοχημικές του λειτουργίες σαν δισθενές κατιόν 
σ υνδεδεμένο με ένζυμα και άλλες πρωτεΐνες. Περίπου 3 0 -4 0 %  του ολικού 
κυτταρικού Z n είναι στον πυρήνα, ~ 5 0 %  είναι στο κυτταρόπλασμα και στα οργανίδιά 
του και το υπόλοιπο είναι στην κυτταρική μεμβράνη. Ο ι ιδιότητές του είναι ειδικά 
ευνοϊκές για μια πληθώρα λειτουργικά σημαντικών αλληλεπιδράσεων αφού κάτω από 
φ υσιολογικές συνθήκες δεν πραγματοποιεί αναγωγή και οξείδωση. Αυτή η απουσία 
οξειδοαναγωγικής αλλαγής, τον καθιστά σταθερό σε ένα βιολογικό θρεπτικό υλικό 
του οποίου το οξειδοαναγωγικό δυναμικό είναι εκτεθειμένο στη συνεχή ροή. Άλλες 
φυσικοχημικές ιδιότητες που του παρέχουν σημαντικά πλεονεκτήματα στα βιολογικά 
συστήματα, αφορούν τον επαμφοτερίζοντα ιοντικό του χαρακτήρα με δυνατότητα να 
υπάρχει σαν υδρομεταλλικό και υδροξομεταλλικό σύμπλεγμα σε τιμές pH  κοντά στην 
ουδέτερη τιμή (V a lle e  and F a lch u k , 1 9 9 3 ) .

Δια θέτει μια περιοχή μεταβλητού συντονισμού (variable coord in ation ) και τη 
στερεοχημική προσαρμοστικότητα ώστε να παίρνει γεωμετρικές διατάξεις πολλαπλού 
συντονισμού που ποικίλουν από δύο έω ς οχτώ, χαρακτηριστικά τα οποία 
σ υνεισφ έρουν στην βιοχημική του πολλαπλή χρησιμότητα. Ωστόσο, τέσσερα, πέντε 
και έξ ι συμπλέγματα συντονισμού είναι αυτά που συναντιόνται πιο συχνά σε 
ενζυματικές και άλλες βιολογικές λειτουργίες του Zn με γεωμετρικές διατάξεις που 
ποικίλουν από συνηθισμένα ή παραμορφωμένα τετράεδρα, σε τρίγωνα 
αμφιπυραμιδικά, τετράγωνα πυραμιδικά και οχταεδρικά. Αυτή η πληθώρα των 
αριθμών συντονισμού και των γεωμετρικών διατάξεων αντανακλά την ικανότητα του
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Ζη να συνεργάζεται με τις απαιτήσεις των συνδεόμενων μορίων του, επιτρέποντας 
τους να μεταβάλουν την εσωτερική αντιδραστικότητα του μετάλλου αυτού. Είναι 
σημαντικό λοιπόν ότι, η πρωτεϊνική δομή επηρεάζει τη χημεία του συνδεδεμένου Ζη, 
τόσο όσο, ο Ζη με τη σειρά του, επηρεάζει τη διαμόρφωση και την 
προσαρμοστικότητα αυτών των μακρομορίων (V allee  and Falch u k , 1 9 9 3 ) .

3.2 Ζη και απόπτωση

Όσον αφορά τον κυτταρικό θάνατο από απόπτωση σ ε διάφορα είδη κυττάρων, έχει 
βρεθεί σε μελέτες ότι ο Ζη σε διάφορες συγκεντρώσεις, είτε επάγει τον θάνατο αυτό, 
είτε τον αναστέλλει όταν αυτός επάγεται από στρεσογόνους παράγοντες. 
Συγκεκριμένα, σε μια μελέτη αποκαλύπτεται ότι η έκθεση σε Ζη επάγει απόπτωση σε  
ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του προστάτη, P C -3 , και σε κύτταρα καλοήθους 
υπερπλασίας του προστάτη, Β Ρ Η , τα οποία συγκεντρώνουν υψηλά ενδοκυτταρικά  
επίπεδα του μετάλλου με άμεση επίδραση στα μιτοχόνδρια, που έχει σαν αποτέλεσμα  
την απελευθέρωση του c y to -c  (F e n g  et a l., 2 0 0 2 ) .  Ο ρόλος του ενδοκυτταρικού  
επιπέδου του Ζη στην επαγωγή απόπτωσης στα ανθρώπινα λευχαιμικά κύτταρα H L -  
6 0 , μελετάται σε άλλη έρευνα, στην οποία φάνηκε ότι η χορήγηση 2 5 - 2 0 0  μΜ  Ζη με 
το ιονοφόρο πυριθιονίνη (pyrith ion e) για 6  ώ ρες, επάγει κυτταροτοξικότητα στα 
κύτταρα αυτά με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, με νέκρωση και απόπτωση. Επιπλέον  
φαίνεται ότι απαιτείται η ενεργοποίηση κασπασών, για τον αποπτωτικό θάνατο 
(K ondoh et al., 2 0 0 2 ) .  Σ ε  μια ακόμα μελέτη αποκαλύπτεται ότι 2 5 - 1 0 0  μΜ  Ζη, 
προκαλούν θάνατο με χαρακτηριστικά απόπτωσης στα αθανατοποιημένα νευρικά  
κύτταρα του υποθαλάμου G T 1 -7 , με δοσο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο (K a w a h a ra , 
K ato-N egish i and K u rod a, 2 0 0 2 ) .  Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης P A R P ,  
χαρακτηριστικό της απόπτωσης, παρατηρείται σε καλλιεργούμενα φλοιικά  

.  αστροκύτταρα ποντικού μετά από τοξική οξεία έκθεση στον Ζη ( 3 5 0  μΜ  για 15 
λεπτά), σε άλλη μια έρευνα (Sheline et al., 2 0 0 3 ) .  Ο  μηχανισμός με τον οποίο 
μέταλλα μεταξύ των οποίων και ο Ζη επάγουν απόπτωση στα ανθρώπινα περιφερικά  
λεμφοκύτταρα του αίματος, εξετάζεται από τους Jim en ez  D el R io  και V elez-P ard o . 
Τα αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι τα μέταλλα αυτά επάγουν απόπτωση με την 
παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η 2Ο 2) και ριζών υδροξυλίου (.Ο Η ), με 
αποτέλεσμα την εκπόλωση των μιτοχονδρίων, την ενεργοποίηση της κασπάσης-3, και 
την πυρηνική κατάτμηση ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση των πρωτεϊνών N F - kB  
και ρ 53  (Jim en ez  Del R io  and V elez-P ard o , 2 0 0 4 ) .

Σ ε άλλες δημοσιεύσεις φαίνεται ότι ο Ζη ενισχύει την επαγωγή απόπτωσης από 
άλλους παράγοντες, σε διάφορα είδη κυττάρων. Συγκεκριμένα, σε μια μελέτη  
εξετάζεται η επίδραση των φυσιολογικών επιπέδων Ζη στα μη εξαρτημένα από 
ανδρογόνα καρκινικά κύτταρα προστάτη, P C -3  και D U -1 4 5  όπου ο Ζη αναστέλλει 
την ενεργοποίηση του N F - k B ,  μειώνει την έκφραση της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης 
C -IA P2, ενεργοποιεί την c-Ju n  Ν Η 2 τελική κινάση (JN K ) και ευαισθητοποιεί τα 
κακοήθη κύτταρα στην απόπτωση που επάγεται από κυτταροτοξικές ουσίες όπως ο 
T N F -α και ο αντικαρκινικός παράγοντας p aclitaxel (U z z o  et a l., 2 0 0 2 ) .  Σύμφωνα με 
τα αποτελέσματα άλλης έρευνας, η επαγωγή της απόπτωσης από τον ιό του δάγγειου 
πυρετού τύπου 2 (dengue virus type 2 )  στα νεφρικά κύτταρα πράσινου πιθήκου της 
Αφρικής, επιταχύνεται από την παρουσία υψηλής συγκέντρωσης (1 .0  m M )  
εξωκυτταρικού Zn (S h affee  and A b u B ak ar, 2 0 0 2 ) .  Η προστατευτική ιδιότητα του Ζη  
φαίνεται πρώτον από μια μελέτη, στην οποία αξιολογείται ο βαθμός διαμόρφωσης 
της απόπτωσης σε λεμφοκύτταρα του θύμου αδένα του αρουραίου, με δείγματα 
ιζημάτων από τον βυθό του ποταμού Έ λ βα , που περιείχαν μέταλλα σ ε διαφορετικές
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συγκεντρώ σεις, καθώς και με γνήσια άλατα μετάλλων. Τ α  αποτελέσματα δείχνουν ότι 
η αναστολή της απόπτωσης στα κύτταρα αυτά από τα διάφορα μέταλλα (F e , Μη, Ζη, 
C d  και άλλω ν), συνδέεται με την περίσσια του Ζη και πιθανόν του Cd (Chukhlovi et 
a l., 2 0 0 1 ) .  Μ ια άλλη μελέτη, δείχνει ότι ο Ζη σε δόσεις, από 10 έως 5 0  μΜ, 
αναστέλλει την επαγωγή απόπτωσης από το Μ η, η οποία συνοδεύεται από 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3, στα ανθρώπινα κύτταρα Β  λεμφώματος, R am os  
(S ch ra n tz  et al., 2 0 0 1 ) .  Τ α  αποτελέσματα μιας άλλης μελέτης, έδειξαν ότι ο εξωγενώς 
προστιθέμενος Ζη στα ανθρώπινα κύτταρα μυελοειδούς λευχαιμίας U 9 3 7 , παίζει 
ρόλο στην επαγωγή απόπτωσης σε διάφορα βήματα αναστέλλοντας την κατάτμηση 
του DN Α  από την τοξίνη των φυτών ρικίνη (ric in ), γεγονός που μπορεί να οφείλεται 
εν μ έρει στην αναστολή από τον Ζη μιας ενδονουκλεάσης, στη δράση του σε 
συγκεκριμένους ενδοκυτταρικούς παράγοντες που παίρνουν μέρος στην 
ενεργοποίηση των κασπασών-6 και -9 ,  ή στη διαδικασία ενεργοποίησής τους αυτής 
καθαυτής. Επίσης εκτιμάται ότι, η απελευθέρωση του Ζη από μακρομόρια όπως οι 
μεταλλοπρωτεΐνες ή ορισμένα ενδοκυτταρικά διαμερίσματα, μπορεί να γίνεται κατά 
τη διάρκεια της επαγόμενης απόπτωσης από τη ρικίνη και επομένως η πρόσθεση 
εξω γενούς Ζη, μπορεί να αποτρέπει την απελευθέρωσή του από την ενδονουκλεάση, 
από άλλα ένζυμα εξαρτώ μενα από τον Ζη και από μακρομόρια και έτσι να 
αναστέλλει την επαγωγή της απόπτωσης (T a m u ra  et al., 2 0 0 2 ) .  Σ ε  μια άλλη μελέτη 
εξετάζεται η αναστολή της απόπτωσης από τον Ζη σε διάφορα στάδια, τόσο της 
αποπτωτικής χημικής οδού με την ανισομυκίνη, όσο και αυτής μέσω των υποδοχέων 
θανάτου από τον F a s  ή τον T N F . Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ο Ζη σε 
συγκέντρωση 0 ,3  m M , αναστέλλει επιλεκτικά την ενεργοποίηση μόνο των Β Η 3  
πρωτεϊνών B a x  και B a k , που χρειάζονται στην χημική οδό, αλλά αναστέλλει και την 
ενεργοποίηση μεταγενέστερων κασπασών, όπως της κασπάσης-3, στην οδό των 

υποδοχέω ν θανάτου, σ ε συγκέντρωση 3 m M  (G anju and E astm an , 2 0 0 3 ) .  Παρόμοια  
αποτελέσματα προκύπτουν και από μια άλλη έρευνα στην οποία 10 μΜ  Ζη 
αναστέλλουν την απόπτωση σ ε καλλιεργούμενα κύτταρα νεφρικών σωληνάριων, η 
οποία επάγεται από τη μείωση του Α Τ Ρ . Η αναστολή γίνεται με αποτροπή της 
ενεργοποίησης της πρωτεΐνης B a x , των κασπασών και της απελευθέρωσης του cy to -c  
από τα μιτοχόνδρια (W e i et a l., 2 0 0 4 ) .  Σ ε μια άλλη μελέτη φαίνεται ότι η 
προχορήγηση 2 5  έω ς και 5 0 0  μΜ  Ζη, 3 0  λεπτά πριν από την επίδραση ανοξίας σε 
καλλιεργούμενους νευρώ νες ιππόκαμπου αρουραίου, έχει σαν αποτέλεσμα τη 
δοσοεξαρτώ μενη ικανότητα προστασίας από προχωρημένες αποπτωτικές αλλαγές 
π ροερχόμενες από την ανοξία (N agan sk a and M atyja, 2 0 0 2 ) .  Επίσης τα 

αποτελέσματα από μια επιπλέον έρευνα σε καλλιεργούμενους νευρώ νες ανθρώπου 
Ν Τ 2 -Ν , έδειξα ν ότι 7 0 0  μΜ  Ζη προστατεύουν τα κύτταρα αυτά από την απόπτωση 
που επάγεται από 1 0 0  μΜ  C u  ρυθμίζοντας την αφθονία του m R N A  της 
ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ 5 3  και αποτρέποντας την μετατόπιση της ρ 53 στον 
πυρήνα των κυττάρων (V an E an d in g h am , F ilch  and L even son , 2 0 0 2 ) .  Επιπλέον, μια 
ακόμα μελέτη απέδειξε ότι η προεπαγωγή της σύνθεσης της συνδεδεμένης με τον Ζη 
πρωτεΐνης, μεταλλοΟειονίνης, από τον ίδιο τον Ζη και το C d, προστατεύει τα 
καλλιεργούμενα πρωτογενή κύτταρα του Κ Ν Σ  και τα αστροκύτταρα από την 
απόπτωση η οποία επάγεται από την γ-ακτινοβολία πιθανόν μέσω της 
αντιοξειδωτικής ιδιότητας της μεταλλοΟειονίνης (C ai el al., 2 0 0 4 ) .  Αποδείχτηκε 
επίσης και από τους P erez  και C ed erb au m , ότι ο Ζη προστατεύει τα κύτταρα Ε 4 7 ,  
κατά 5 0 % , από τις τοξικές συνέπειες του αραχιδονικού οξέος (τμηματοποίηση του 
D N A , νέκρω ση, απώλεια μιτοχονδριακού μεμβρανικού δυναμικού) μέσω της 
υπερέκφρασης της μεταλλοθειονίνης 2 Α  (Μ Τ 2 Α ) (P erez  and C ederbaum , 2 0 0 3 ) .  
Σύμφωνα με μια άλλη μελέτη, ο Ζη αναστέλλει την απόπτωση που επάγεται από την
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αιθανόλη στα κύτταρα του ήπατος ποντικών, όπου αποδεικνύεται ότι η επίδραση του 
Ζη, γίνεται μέσω της παρέμβασής του στη βιοχημική οδό του υποδοχέα F as και της 
καταστολής της κασπάσης-3 (L am b ert, Z hou and K an g , 2 0 0 3 ) .  Τα αποτελέσματα  
μιας άλλης έρευνας σ ε «αρουραίους της όχθης» (bank v o le ) δείχνουν ότι, δίαιτα 
εμπλουτισμένη με Ζη προστατεύει το επιθήλιο των σπερματοφόρων σωληνάριων από 
την τοξικότητα του φθορίου που επάγει ιστοπαθολογικές αλλαγές όπως νέκρωση και 
απόπτωση (K raso w sk a, W lostow sk i and B on d a, 2 0 0 4 ) .

Η ευεργετική επίδραση ειδικά του ενδοκυτταρικού Ζη στα κύτταρα, 
αποδεικνύεται από το γεγονός ότι επάγεται απόπτωση, όταν η συγκέντρωσή του  
ελαττώνεται. Μ ια πρώτη έρευνα αποκαλύπτει ότι χαμηλά επίπεδα ενδοκυτταρικού Ζη  
στα ανθρώπινα λευχαιμικά κύτταρα H L -6 0  παρατηρούνται πριν από πρώιμα στάδια 
απόπτωσης (D uffy et a l., 2 0 0 1 ) .  Σ ε μια άλλη μελέτη, φαίνεται πρώτον ότι ο Ζη, σε  
μέτριες συγκεντρώσεις, από 10 έως και 5 0  μΜ , προστατεύει από την απόπτωση που  
επάγεται από το κάδμιο, τα κύτταρα γλοιώματος αρουραίου C 6  και δεύτερον ότι η 
στέρηση του Ζη από χηλικό παράγοντα, προκαλεί κυτταρικό θάνατο με 
χαρακτηριστικά απόπτωσης (W atjen  et a l., 2 0 0 2 ) .  Μ ια άλλη έρευνα δείχνει ότι η 
επώαση μιας μέρας καλλιεργούμενων χονδροκυττάρων με γνωστούς παράγοντες που 
επάγουν απόπτωση, έχει σαν συνέπεια την σημαντική ελάττωση των επιπέδων του  
κυτταροπλασματικού Ζη από ενδοκυτταρικές θέσεις σύνδεσης, το οποίο και 
μεταβαίνει στην εξωκυττάρια ουσία μέσω κυστιδίων (S a u e r et a l., 2 0 0 3 ) .  Τ έλος  
παρόμοιες παρατηρήσεις σε ότι αφορά τον ρόλο του ενδοκυτταρικού Ζη στη επαγωγή 
της απόπτωσης, γίνονται στα ανθρώπινα κύτταρα μυελοειδούς λευχαιμίας U 9 3 7  
(T am u ra et al., 2 0 0 2 )  και στο επιθήλιο των σπερματοφόρων σωληνάριων των 
«αρουραίων της όχθης» (K raso w sk a , W lostow sk i and B o n d a  2 0 0 4 ) .

3 3  Zn και μεταλλοπρωτεάσες

.  Ο ι περισσότερες μεταλοενδοπεπτιδάσες περιέχουν Ζη σαν απαραίτητο μέταλλο της 
καταλυτικής τους δράσης. Η ομολογία Η Ε Χ Χ Η  χρησιμοποιείται για την αναγνώριση 
των θέσεων σύνδεσης του Ζη στις μεταλοπεπτιδάσες όταν νέα  αμινοξέα  
υπεισέρχονται στις αλληλουχίες. Η παραπάνω ομολογία διατηρείται στις 
περισσότερες ομάδες μεταλοπρωτεασών. Ο ι θέσεις Η είναι εκείνες με τις οποίες  
συνδέονται τα άτομα του Ζη και το X  αντιπροσωπεύει μια ποικιλία αμινοξέω ν. Τ ο  Ε  
παριστά το γλουταμικό οξύ που δρα σαν καταλυτική βάση. Ο ι οικογένειες των 
μεταλοπεπτιδασών γενικά διακρίνονται με βάση την θέση σύνδεσης των ατόμων Ζη  
που μπορεί να είναι 2 ,3  ή και 4  (Jia n g  and B o n d , 1 9 9 2 ) .  Ο ι οικογένειες των 
μεταλοπρωτεασών φαίνονται στο σχήμα 1 .12 . Η μεγαλύτερη οικογένεια των Ζινκινών  
(Η Ε Χ Χ Η ) περιλαμβάνει τις γκλουζινκίνες και τις μετζινκίνες. Η οικογένεια των 
ενδοπεπτιδασών 2 4 - 1 1 ,  είναι αυτή στην οποία ανήκει η νεπριλισίνη (Ε .  C . 3 . 4 . 
2 4 .1 1 ) .  Στην οικογένεια αυτή το γλουταμινικό οξύ είναι το τρίτο αμινοξύ που 
συνδέεται με Ζη και βρίσκεται 6 4  αμινοξέα μετά το Ν -τελικό άκρο της ομολογίας 
των γκλουκοζινκινών ( Η Ε Χ Χ Η .. . .Ε ) .  Στην ίδια οικογένεια ανήκουν το μετατρεπτικό  
ένζυμο της ενδοθηλίνης, η ομάδα αντιγόνων των ερυθρών αιμοσφαιρίων κ. α. Στην 
ευρύτερη οικογένεια των γκλουζινκινών ενδεικτικά ανήκουν επίσης το μετατρεπτικό  
ένζυμο της αγγειοτενσίνης (A C E ) , οι νευροτοξίνες του τετάνου και της αλλαντίασης 
και βακτηριακές θερμολυσίνες της ψευδομονάδας και της λεγκιονέλας (H o o p er, 
1 9 9 4 ) . Η δέσμευση του Ζη2+, σ ε in v itro  διεργασίες π.χ. με θειόλες που χηλοποιούν το 
ιόν προκαλεί μείωση της πρωτεολυτικής δράσης ακόμη και ισχυρών  
μεταλοπρωτεασών όπως π.χ. της νευροτοξίνης Β  του C lostrid iu m  botulinum  ενώ  
αντίθετα η προσθήκη Ζη 2+ σ ε συγκεντρώσεις 1 0 -2 0  μΜ  αντιρρόπησε την χηλική
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δράση των θειολών και αύξησε τον ρυθμό πρωτεόλυσης από 2 -1 0  φορές ανάλογα με 
την συνχορηγούμενη θειόλα (χηλικό παράγοντα) (S h o n e and R ob erts, 1 9 9 4 ) . Οι 
ψευδαργυροπεπτιδάσες και ο Ζη αποτελούν ένα ρυθμιστικό ζεύγος πιθανά της 
δράσης των αλγογόνων/αναλγητικών ουσιών του ανθρώπινου οργανισμού καθώς 
τροποποιούν και ελέγχουν μεσολαβητές των οδών του πόνου (V a d a lo u ca  and  
K alfakakou, 1 9 9 9 , Papaioannou et a l., 2 0 0 4 ) .

4: ΟΥΔΕΤΕΡΗ ΕΝΔΟΠΕΠΤΙΔΑΣΗ (NEP)

4.1 Γενικά

Η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (N E P /C A L L A /C D 1 0 /N e p rily sin  E .C . 3 .4 .2 4 .1 1 .) ,  είναι 
ένα ένζυμο, που ανακαλύφθηκε στο νεφρό του κουνελιού και του γουρουνιού από το 
οποίο απομονώθηκε και καθαρίστηκε. Είναι μια γλυκοζυλιωμένη μεταλλοπεπτιδάση  
με ψευδάργυρο στο ενεργό κέντρο της που διασπά υποστρώματα στο αμινοτελικό  
άκρο των υδρόφοβων αμινοξέων τους (R o q u es, et al 1 9 9 3 , E rd o s and S k id gel, 1 9 8 9 ) .  
Έ χ ει αποδειχτεί ότι το λεγόμενο «κοινό αντιγόνο οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας» 
C A L L A , είναι μια λειτουργική μορφή της N E P  (Shipp, et a l., 1 9 8 9 ) .  T o  
συμπληρωματικό D N A  (c D N A ) της N E P  κωδικοποιεί μια ενδομεμβρανική πρωτεΐνη  
με 7 4 9  αμινοξέα με έξι Ν -γλυκοζυλιω μένες θέσεις, για την ανθρώπινη Ν Ε Ρ , η οποία  
περιλαμβάνει 12 κατάλοιπα κυστεΐνης τα οποία πιθανόν να εμπλέκονται στον 
σχηματισμό εσωτερικών δισουλφιδικών δεσμών. Ό σον αφορά τη διάταξη των 
αμινοξέων της, η Ν Ε Ρ  έχει μια μικρή αμινοτελική κυτταροπλασματική περιοχή με 2 7  

αμινοξέα, η οποία ακολουθείται από μια υδρόφοβη ενδομεμβρανική περιοχή με 2 3  
αμινοξέα και τέλος, καταλήγει σε μια μεγάλη εξωκυττάρια περιοχή που περιλαμβάνει 

"το ενεργό κέντρο (σχήμα 1 .1 3 ). Τ ο μοριακό βάρος της είναι 9 5 -1 1 0  kD a (R o q u es, et 
al 1 9 9 3 , E rd o s and Skidgel 1 9 8 9 ) . Σχετικά με το ενεργό κέντρο της Ν Ε Ρ , δυο  
κατάλοιπα αργινίνης φαίνεται ότι εντοπίζονται εκ εί και συμμετέχουν στη δέσμευση  
με τα αντιδρώντα: η αργινίνη 7 4 7  (A rg 747) και 1 0 2  (A r g 102), η οποία και μπορεί να 
δεσμευτεί στην ελεύθερη καρβοξυλική ομάδα του υπολείμματος των
αντιδρώντων (B eam o n t, et a l., 1 9 9 1 ) . Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι, το αμινοξύ A sn 542 
σχηματίζει ένα μοναδικό δεσμό υδρογόνου με την αμινομάδα (Ν Η  g rou p ) του 
υπολείμματος Ρ 2 ’ των αντιδρώντων. Αυτή η αλληλεπίδραση, μαζί με αυτή την 
καρβοξυλική ομάδα της A r g 102, σταθεροποιεί το καρβοξυτελικό άκρο μικρών 
αμινοξέων και έτσι μπορεί να συμβάλλει στην δραστηριότητα της Ν Ε Ρ  ως 
πεπτιδυλικής διπεπτιδάσης (D io n , et a l., 1 9 9 5 ) . Η Ν Ε Ρ  που απομονώθηκε από το 
νεφρό και τον εγκέφαλο του αρουραίου και τον πλακούντα του ανθρώπου εμφανίζει 
μεγαλύτερη από 9 0 %  ομολογία με το αντίστοιχο ένζυμο του κουνελιού, με τη μόνη 
σημαντική διαφορά να είναι ο αριθμός των πιθανών θέσεων γλυκοζυλίωσης οι οποίες  
είναι 5 στην Ν Ε Ρ  του κουνελιού και 6  στον άνθρωπο και στον αρουραίο (R o q u es et 
al., 1 9 9 3 , Erdos and S k id gel, 1 9 8 9 ) .

4.2 Δράσεις της NEP

Η N E P  υδρολύει ρυθμιστικά πεπτίδια καθώς είναι ευρέω ς κατανεμημένη στο Κ Ν Σ  
και σε περιφερικούς ιστούς, και ο φυσιολογικός της ρόλος φαίνεται πολλαπλός. Τα  
ρυθμιστικά αυτά πεπτίδια είναι η ουσία Ρ (S P ), η ενδοθηλίνη-1 (Ε Τ -1 ) ,  οι 
εγκεφαλίνες μετεγκεφαλίνη ([M et]en k ep h alin ) και λευκοεγκε;φαλίνη 
([L eu ]enkephalin), η βομβεσίνη, το πεπτίδιο που εκκρίνεται από τη γαστρίνη (g astrin -
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Σ χ ή μ α  1 .1 3  Σ Χ Η Μ Α Τ Ι Κ Ο  Μ Ο Ν Τ Ε Λ Ο  Τ Η Σ  Π Ρ Ω Τ Ο Γ Ε Ν Ο Υ Σ  Δ Ο Μ Η Σ  Τ Η Σ  
Ν Ε Ρ . Η  ενδοκυττάρια περιοχή (αμινοξέα 1 έω ς 2 7 )  ακολουθείται από μια περιοχή που 
καλύπτει την μεμβράνη (Μ , αμινοξέα 2 8  με 5 0 )  και το υπόλοιπο του ενζύμου είναι στο 
εξω κυτταρικό διάστημα. Ό π ου C , 1 2  υπολείμματα κυστεΐνης, όπου «κύκλοι», οι 
θεω ρούμενες θέσεις γλυκοσυλίωσης, όπου «ανοιγμένη» περιοχή, συναινετική 
αλληλουχία με αμινοξέα στο ενεργό κέντρο της θερμολυσίνης (R o q u es et al., 1 9 9 3 ).
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releasing peptide), οι ταχυκινίνες και άλλα. Συγκεκριμένα, όσον αφορά την κατανομή 
της, είναι πολύ άφθονη σε μεμβράνες επιθηλιακών κυττάρων των λάχνων του  
εντέρου και του νεφρού, των λεμφαδένων και του πλακούντα και σε χαμηλότερες 
συγκεντρώσεις μπορεί να βρεθεί στον πνεύμονα, στους όρχεις, στον προστάτη, στους 
ινοβλάστες, στα ουδετερόφιλα, στα χονδροκύτταρα στον αρθρικό χόνδρο, στους 
εξωκρινείς αδένες και σε διάφορα επιθηλιακά και ενδοκρινικά κύτταρα (R o q u es et 

ah , 1 9 9 3 ).
Σε ότι αφορά το φυσιολογικό της ρόλο πρώτον έχει βρεθεί ότι ινοβλάστες 

δέρματος ηλικιωμένων ατόμων εμφανίζουν μεγαλύτερη δραστικότητα Ν Ε Ρ  από τους 
αντίστοιχους νεότερων δοτών. Τ ο ίδιο παρατηρήθηκε και σε in vitro  γερασμένους  
ινοβλάστες πνεύμονα. Η επινεφριδιοτρόφος ορμόνη A C T H , που διασπάται από την 
Ν Ε Ρ , προκάλεσε αύξηση της ενζυμικής της δραστικότητας σε εμβρυϊκούς ή νεαρούς  
ινοβλάστες και μείωσή της σ ε ινοβλάστες από ενήλικες (K le tsas  et ah , 1 9 9 8 ) . Ο ι 
παραπάνω παρατηρήσεις επισημαίνουν τον ρόλο της Ν Ε Ρ  στις διάφορες ηλικίες. Ο  
κύριος ρόλος της Ν Ε Ρ  ωστόσο φαίνεται να είναι ρυθμιστικός του πόνου και της 
φλεγμονής όπως και αρκετών από τις άλλες Z n -μεταλοπρωτεάσες. Σημαντική μείωση  
του πόνου καρκινοπαθών και μείωση της δόσης των χορηγούμενων αναλγητικών 
οπιοειδών παρατηρήθηκε με τη χορήγηση V it C , που αυξάνει τις συγκεντρώσεις 
A C T H , κορτιζόλης και ενδορφινών (E v an g elo u  et ah , 2 0 0 0 ) .  Η Ν Ε Ρ  εκτός από τη 
ρύθμιση που ασκεί σε όλες τις παραπάνω αναλγητικές ουσ ίες διασπά επίσης και την 
S P , αλγογόνο ουσία που συμμετέχει στις φλεγμονώδεις αντιδράσεις (M a tu cci-C e rin ic  
et ah , 1 9 9 3 ). Ακόμα, η δυναμική σχέση μεταξύ της ενεργοποίησης των 
ουδετεροφίλων και της ενζυματικής δράσης της Ν Ε Ρ  στην κυτταρική επιφάνεια, 
έδειξε ότι το ένζυμο αυτό παίζει ένα σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση της ανταπόκρισης 
των ουδετερόφιλων σε διάφορα φλεγμονώδη πεπτίδια (S h ip p  et ah , 1 9 9 1 ) .  Η Ν Ε Ρ  
επιπλέον, μπορεί να παίζει κεντρικό ρόλο σε μηχανισμούς που ρυθμίζουν την 

* ακεραιότητα των αεραγωγών και τη ρύθμιση της νευρογενούς φλεγμονής τους, στο 
άσθμα και σε άλλες φλεγμονώδεις διαταραχές (D i M aria , B e llo fio re  and G eppetti,
1 9 9 8 ). Σε ότι αφορά ειδικά το δέρμα βρέθηκε πρόσφατα ότι, η Ν Ε Ρ  λόγω της 
πρωτεολυτικής διάσπασης πεπτιδικών μεσολαβητών και αυξητικών παραγόντων που 
ασκεί, αποτελεί σημαντικό παράγοντα ελέγχου για την φλεγμονώδη αντίδραση σε 
παθήσεις του δέρματος όπως η ψωρίαση ή η αλλεργική φλεγμονή, και μπορεί επίσης 
να επηρεάσει την χρώση του δέρματος, την κυτταρική επιβίωση, την επούλωση  
τραύματος και την ιστική αναγέννηση (S ch o lzen  and L u g e r, 2 0 0 4 ) .  Επίσης, έχει 

βρεθεί ότι, τα επίπεδα του m R N A  της Ε Τ -1  και της Ν Ε Ρ  ποικίλουν σ ε διάφορα ιστικά 
διαμερίσματα της ανθρώπινης μήτρας. Συγκεκριμένα, στο μυομήτριο και στο 
λειομύωμα, το m R N A  της Ε Τ -1  εκφράζεται ενώ υπάρχει απουσία m R N A  της Ν Ε Ρ . 
Ακόμα, η Ν Ε Ρ , είναι σ ε υψηλά επίπεδα στο ενδομήτριο στη φάση προ-εμφύτευσης, 
πράγμα που πιθανόν ελαττώ νει την αγγειοσυσταλτική επίδραση της Ε Τ -1 ,  και έτσι 
επιτρέπει την καλύτερη αιμάτωση στο σημείο της εμφύτευσης (P ck o n cn , N y m an  and  
R ulancn, 1 9 9 4 ). Α κόμα, το γεγονός ότι η Ν Ε Ρ  απενεργοποιεί την ισχυρά  
νατριουρητική και αγγειοχαλαρωτική ορμόνη «κολπικό νατριουρητικό πεπτίδιο» 
(Α Ν Ρ ), αποδεικνύει ότι είναι πιθανή η χρήση αναστολέων του ενζύμου αυτού σαν 
διουρητικών και αντι-υπερτασικών παραγόντων (R o q u es and B eau m o n t, 1 9 9 0 ) .  
Επιπλέον η Ν Ε Ρ , αναγνωρίζεται ιστοχημικά στην κορυφή της πλασματικής 
μεμβράνης ανθρώπινων εκκριτικών κυττάρων του προστάτη σε αντίθεση, με τους 
ιστούς και τα κύτταρα καρκινώματος του προστάτη όπου εντοπίζεται κατά προτίμηση 
στο κυτταρόπλασμα, ίσως λόγω αλλαγών στη γλυκοζυλίωση του μορίου. Έ τ σ ι 
τονίζεται ότι οι αλλαγές στην έκφραση και στον εντοπισμό της Ν Ε Ρ  δείχνουν τον 

σημαντικό ρόλο του ένζυμου αυτού στην αποικοδόμηση νευροπεπτιδίων του
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προστάτη, που προκαλούν την διέγερση της ανάπτυξης του καρκίνου (R enneberg et 
a l., 2 0 0 1 ) .  Σ ε  άλλη μια έρευνα , φαίνεται ότι η Ν Ε Ρ  σταματάει την μετανάστευση των 
καρκινικών κυττάρων του προστάτη, πιθανόν με απενεργοποίηση των 
νευροπεπτιδίω ν βομβεσίνη και Ε Τ - 1 ,  γεγονός που αποδεικνύει ότι η Ν Ε Ρ  μπορεί να 
ρυθμίζει την εισβολή και τη μετάσταση του καρκίνου (Sum itom o et al., 2 0 0 0 ) .  Η  
έκφραση της Ν Ε Ρ  χαρακτηρίζεται σε διάφορες κυτταρικές σειρές και πρωτογενή 
δείγματα όγκου από «μη-μικροκυτταρικό καρκίνωμα του πνεύμονα» (non-sm all cell 
lung ca rc in o m a s), όπου φαίνεται ότι παρόλο που οι κυτταρικές σειρές των 
βρογχοκυψελιδικών καρκινωμάτων και αυτών των μεγάλων κυττάρων έχουν χαμηλά 
επίπεδα έκφρασης και ενζυματικής δράσης της Ν Ε Ρ , οι κυτταρικές σειρές από 
πλακώδη και αδενοπλακώδη, έχουν υψηλότερα και πιο ποικίλα επίπεδα του ένζυμου 
στην κυτταρική επιφάνεια (G an ju  et al., 1 9 9 4 ) . Επίσης όσον αφορά τον πνεύμονα, η 
Ν Ε Ρ  εντοπίζεται στο επιθήλιο των κυψελίδων και των αεροφόρων οδών καθώς και 
στους ινοβλάστες, ενώ  αντίθετα δεν εντοπίζεται στον «μικροκυτταρικό καρκίνο του 
πνεύμονα» (sm all ce ll lung c a n c e r ) , στο αδενοκαρκίνωμα, στο πλακώδες κυτταρικό 
καρκίνωμα και στους καρκινικούς όγκους του οργάνου αυτού (C o h en  et al., 1 9 9 6 ).  
Στο κανονικό περιφ ερικό αίμα, τα ώριμα κοκκιοκύτταρα είναι τα μοναδικά κύτταρα 
που εκφράζουν ανιχνεύσιμα επίπεδα του m R N A  της C A L L A /N E P , το αντιγόνο της 
C A L L A  και συγκεκριμένη δράση της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (T ran -P aterson  et 
a l., 1 9 9 0 ) .  Μ ία  in v itro  μελέτη στη κυτταρική σειρά νευροβλαστώματος N eu ro 2A , 
έδ ειξε  ότι, η ανασυνδυασμένη Ν Ε Ρ  εντοπίζεται κατά προτίμηση στους νευρίτες των 
κυττάρων αυτών. Τ α  αποτελέσματα είναι σύμφωνα με την θεωρία στην οποία 
τονίζεται ότι, εφ όσον ο ρόλος της Ν Ε Ρ  είναι να σταματάει την φυσιολογική δράση 
βιοενεργώ ν πεπτιδίων, θα π ρέπει να βρίσκεται κοντά στα σημεία από όπου τα 

πεπτίδια αυτά απελευθερώνονται ή στους υποδοχείς τους (L e m a y  et a l., 1 9 9 0 ) .
Ό σον αφορά το Κ Ν Σ , η Ν Ε Ρ  που είναι γνωστή και ως «εγκεφαλινάση»,είναι 

κατανεμημένη στον εγκέφαλο του αρουραίου με την υψηλότερη συγκέντρωση στο 
χοριοειδές πλέγμα, στον κερκοφόρο πυρήνα, στην ωχρά σφαίρα και στη 
πηκτωματώδη ουσία του νωτιαίου μυελού. Στο χοριοειδές πλέγμα, η Ν Ε Ρ  μπορεί να  
παίζει ένα ρόλο στη ρύθμιση των συγκεντρώσεων των νευροπεπτιδίων στο 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Η  τοποθεσία της Ν Ε Ρ  στην πηκτωματώδη ουσία 
επιβεβαιώ νει τον πιθανό ρόλο της, στην απενεργοποίηση της SP  και των εγκεφαλίνων 

σ ε αυτή τη περιοχή (R o q u e s  e t a l., 1 9 9 3 ) .

4 .3  Ν Ε Ρ  κ α ι πόνος

Ο  ρόλος της Ν Ε Ρ  στον πόνο φαίνεται πρώτον, από το γεγονός ότι οι περιοχές 
ανίχνευσης της πρωτεΐνης αυτής ταιριάζουν με τις περιοχές ανίχνευσης των 
υποδοχέω ν οπιοειδώ ν μ- και δ- και δεύτερον, οι παράγοντες που αναστέλλουν την 
Ν Ε Ρ  έχει βρεθ εί ότι παρατείνουν τις αναλγητικές επιδράσεις των εγκεφαλίνων μιας 
και όπως προαναφέρθηκε, το ένζυμο αυτό εμπλέκεται στην απενεργοποίηση των 

οπιοειδών πεπτιδίων, εγκεφαλίνων, στο Κ Ν Σ  (E rd o s and Skidgel, 1 9 8 9 ) . Πράγματι 
μια μελέτη δείχνει ότι η ουσία R B 1 2 0 , η οποία επάγει σημαντικές δοσοεξαρτόμενες 
αναλγητικές αντιδράσεις σε ποντίκια και αρουραίους με χορήγηση από το στόμα, 
φαίνεται ότι ενισχύεται με αναστολείς της Ν Ε Ρ  και της αμινοπεπτιδάσης Ν (Α Ρ Ν )  
(N ob le  et a l., 1 9 9 7 ) .  Α κόμα σε άλλη έρευνα φαίνεται ότι σκευάσματα που περιέχουν 

αμινοφωσφονική ομάδα γενικού μοριακού τύπου N H 2 -C H (R | )P (0 )-(0 H )C H 2 -  
C H (R 2 )C O N H -C H (R 3)C O O H , στα οποία οι πλευρικές αλυσίδες έχουν επιλεγεί για 
την καλύτερη αναγνώριση της Ν Ε Ρ  και της Α Ρ Ν , είναι οι πρώτοι ανταγωνιστικοί 
αναστολείς με χημικές συγγένειες σε n an om olar και για τα δύο ένζυμα. Επίσης είναι
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ισχυροί αναστολείς για οξύ και για χρόνιο πόνο σ ε μοντέλα ζώων (C h en  el a l., 1 9 9 8 ).  
Επίσης, μελέτες σε αρουραίους W istar δείχνουν ότι, η σιαλορφίνη (sialo rp h in ), ένας 
εξωκρινής και ενδοκρινής μεσολαβητής σήματος που παράγεται από τους 
υπογνάθιους αδένες και τον προστάτη αρουραίων σε απάντηση προς τα στεροειδή  
ανδρογόνα και απελευθερώνεται τοπικά και συστημικά σε απάντηση προς το στρες, 
είναι ένας’φυσικός αναστολέας της Ν Ε Ρ  στα θηλαστικά. Συγκεκριμένα, η σιαλορφίνη  
αναστέλλει τον οξύ τον δυνατό πόνο που προκαλείται από μηχανικούς και χημικούς 
παράγοντες και επιπλέον φαίνεται ότι παράγει τουλάχιστο μέρος των αναλγητικών 
επιδράσςώγ της, ενισχύοντας τις ενδογενείς χημικές οδούς που εξαρτώνται από τους 
μ- και δ- υποδοχείς οπιοειδών, με συμμετοχή των ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων, 
των εγκεφαλίνων (R o u g eo t ct a l., 2 0 0 3 ) .  Α ντίθετα, σε μια άλλη έρευνα φαίνεται ότι 
διαγονιδιακά ποντίκια που στερούνται της Ν Ε Ρ , δεν ανταποκρίνονται με μειωμένη  
αντίληψη πόνου μιας και η γενετική εξάλειψη της Ν Ε Ρ , σε αντίθεση με τη 
φαρμακολογική αναστολή, οδηγεί στην υπεραλγησία που επάγεται από τη 
βραδυκινίνη αντί της αναλγησίας μέσω της εγκεφαλίνης (F is ch e r  et a l., 2 0 0 2 ) .

4.4 Οπιοειδή και απόπτωση

Σε ορισμένες μελέτες φαίνεται ότι τα οπιοειδή πεπτίδια προκαλούν αλλαγές στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό και επαγωγή απόπτωσης σ ε διάφορα είδη κυττάρων. 
Συγκεκριμένα μια πρώτη μελέτη δείχνει ότι το ενδογενές οπιοειδές μετεγκεφαλίνη  
([M e t5]-enkephalin) ή «οπιοειδής αυξητικός παράγοντας» (opioid  grow th  facto r), 
εντοπίζεται με τον υποδοχέα του (ζ ), στο εκτόδερμα, στο μεσόδερμα και στο 
ενδόδερμα εμβρύω ν αρουραίου και ανθρώπου, επηρεάζοντας τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό και την οργάνωση των ιστών σαν ένα ενεργά ανασταλτικό αυξητικό 
μόριο. Συγκεκριμένα, η οξεία έκθεση ενός θηλυκού που κυοφ ορεί, στο οπιοειδές  

.  αυτό, έχει σαν αποτέλεσμα την ελάττωση της σύνθεσης του D N A  στα κύτταρα και 
στα όργανα που αντιπροσωπεύουν και τις τρεις βλαστικές στιβάδες, γεγονός που 
γίνεται μέσω του υποδοχέα (Z ag o n , W u and M cL au g h lin , 1 9 9 9 ) . Επίσης, όπως 
φαίνεται σε άλλη έρευνα, τα οπιοειδή μορφίνη και [ D A la 2 ,N -M e -P h e 4 ,G ly 5 -  
ol]enkcphalin ή D A G O  επάγουν απόπτωση στα Τ  κύτταρα πιθανόν μέσω της 
βιοχημικής οδού της κινάσης c-Ju n  Ν Η 2 (JN K ) και της ενεργοποίησης των 
κασπασών-8 και -3  (S in gh al et al., 2 0 0 1 ) .  Μ ια επιπλέον μελέτη δείχνει την 
ανασταλτική δράση οπιοειδών πεπτιδίων, # μεταξύ των οποίων και της 
μετεγκεφαλίνης, στον πολλαπλασιασμό κυττάρων μήτρας αρουραίου κατά τη 
διάρκεια της οντογένεσης, σε δύο διαφορετικές φάσεις με ένα χρονικό διάστημα μη 
ευαισθησίας ανάμεσα στις φάσεις αυτές (K o m y e i et a l., 2 0 0 3 ) .  Τ έλο ς, μια άλλη 
έρευνα σε ουδετερόφιλα περιφερικού αίματος in v itro , δείχνει ότι η μετεγκεφαλίνη  
και η β-ενδορφίνη ενισχύουν την απόπτωσή τους με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο η οποία 
επάγεται και μέσω του T N F -α και χωρίς αυτόν (S u lo w sk a et a l., 2 0 0 3 ) .

4.5 Εντοπισμός και ρόλος της ΝΕΡ και των εγκεφαλίνων στα κύτταρα του 
δέρματος

Σ ε ότι αφορά το ανθρώπινο δέρμα, βρέθηκε ότι η Ν Ε Ρ  εκφράζεται στην επιδερμίδα  
από τα κερατινοκύτταρα. Α υτό αποδεικνύεται πρώτον, από τον εντοπισμό της στο 
κανονικό και στο τραυματισμένο ανθρώπινο δέρμα, δεύτερον από τον εντοπισμό του 
m R N A  της πρωτεΐνης αυτής σε καλλιεργούμενα κερατινοκύτταρα και από μελέτη της 
δραστηριότητας της Ν Ε Ρ  επίσης σε καλλιεργούμενα κερατινοκύτταρα (O lerud et a l.,
1 9 9 9 ) . Αντίθετα, μια πιο πρόσφατη μελέτη δείχνει ότι η ενζυμική δραστηριότητα της
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Ν Ε Ρ  από την κυτταρική μεμβράνη καλλιεργούμενων ανθρώπινων κερατινοκυττάρων 
υγιούς δέρματος, δεν παρατηρείται (G ab rilo v ac et a l., 2 0 0 4 ) .

Τ α  θ ε ο ε ιδ ή  πεπτίδια εγκεφαλίνες έχουν εντοπιστεί κοντά στην επιδερμίδα και 
εκτός από την κεντρική και περιφερική αναλγητική τους ιδιότητα, μπορούν να 
ρυθμίζουν την ανοσοποιητική δραστηριότητα και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. 
Σ ε μια πρώτη έρευνα που μπορεί να αναφερθεί, φαίνεται ότι αφενός η μετεγκεφαλίνη 
( [M e t5]-en k ep h alin ) και ο υποδοχέας οπιοειδών ζ συνδέονται με τα επιθηλιακά 
κύτταρα ανθρώπινου δέρματος με τρόπο παρόμοιο με αυτό που παρατηρείται σε 
ποντίκια και αφ ετέρου, το οπιοειδές αυτό πεπτίδιο μπορεί να παίζει το ρόλο μίας 
τονοτικής ανασταλτικής ουσίας στον ομοιοστατικό έλεγχο της σύνθεσης του D N A  
στο δέρμα ποντικού αναστέλλοντας τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων (Z agon , W u  
and M cL a u g h lin , 1 9 9 6 ) .  Μ ια  μελέτη σε καλλιεργούμενα κανονικά ανθρώπινα 
κερατινοκύτταρα από ασθενείς που υπέστησαν πλαστική εγχείρηση, δείχνει πρώτον 
ότι αυτά παράγουν εγκεφαλίνες ενδογενώς, δεύτερον ότι οι εγκεφαλίνες μπορεί να 
συμμετέχουν στην ρύθμιση της διαφοροποίησης των κυττάρων αυτών και τρίτον ότι 
η ανασταλτική δράση της μεθιονίνης-εγκεφαλίνης στον πολλαπλασιασμό των 
κυττάρων, είναι μέτρια ( 1 0 - 1 5 % )  και δεν έχει βιολογική σημασία (N issen and 
K ra g b a lle , 1 9 9 7 ) . Κατατοπιστικά συμπεράσματα προκύπτουν και από μια άλλη 
μελέτη, σχετικά με το ρόλο των οπιοειδών πεπτιδίων, που πραγματοποιείται στο 
δέρμα της ουράς ποντικιού. Συγκεκριμένα φαίνεται ότι, πρώτον η τοπική 
μετεγκεφαλίνη και ο υποδοχέας της εκφράζονται στα κύτταρα της επιδερμίδας του 
τραυματισμένου και μη δέρματος της ουράς ποντικιού, δεύτερον η απομάκρυνση της 
στοιβάδας κερατίνης (stra tu m  co m e u m ) δεν επηρεάζει την λειτουργία του ενδογενούς 
συστήματος πολλαπλασιασμού από οπιοειδή, τρίτον η ανταπόκριση κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού στον τραυματισμό της ουράς αναστέλλεται δυναμικά από τη 
δράση, μέσω υποδοχέα, ενός ενδογενούς οπιοειδούς πεπτιδίου και τέλος η σύνθεση 
του D N A  από τα βασικά κύτταρα μπορεί να αυξηθεί αναστέλλοντας τις 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ του οπιοειδούς πεπτιδίου και του υποδοχέα (W ilso n  et al.,
2000).

4 .6  Ν Ε Ρ , κ υ ττα ρ ικ ό ς πολλαπλασιασμός κα ι απόπτωση

Ο  ρόλος της Ν Ε Ρ  στην ελάττωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και στον θάνατο 
κυττάρων από απόπτωση, έχει αναφερθεί σε διάφορες δημοσιεύσεις. Μ ια πρώτη 
μελέτη αναφ έρει ότι, η Ν Ε Ρ  έχ ει την ικανότητα να απενεργοποιεί τη δραστηριότητα 
πολλαπλασιασμού των θυμοκυττάρων από την ιντερλευκίνη-1 ( I L -1 ) ,  με απευθείας 
απενεργοποίησή της πριν από την επαφή της με τα κύτταρα (P ierart et al., 1 9 8 8 ). Σε 
μια άλλη έρευνα τονίζεται ότι Ν Ε Ρ  υδρολύει τα παρόμοια με τη βομβεσίνη πεπτίδια 
ρυθμίζοντας τον πολλαπλασιασμό των κακοηθών πνευμονικών νευροενδοκρινικών  
κυττάρων τα οποία παράγουν και ανταποκρίνονται στα πεπτίδια αυτά και 
λειτουργώντας ως ένας αναστολέας όγκων η απώλεια του οποίου μπορεί να 
διευκολύνει την ανάπτυξη του μικροκυτταρικού καρκινώματος του πνεύμονα (Shipp  
et a l., 1 9 9 1 ) . Ό σον αφορά επίσης κύτταρα καρκίνου του πνεύμονα, έχει αποδειχτεί σε 
άλλη μελέτη, ότι η ανασυνδυασμένη Ν Ε Ρ  (r -N E P ) αναστέλλει την ανάπτυξη 
κανονικών και καρκινικών κυττάρων του πνεύμονα in vitro και in v ivo  σε αθυμικά 
ποντίκια με δοσο- και χρόνο-εξαρτώ μενο τρόπο, δείχνοντας ότι η Ν Ε Ρ  μπορεί να 
παίζει ρόλο στην απορρύθμιση του αυτοκρινούς/παρακρινούς συστήματος των 
νευροπεπτιδικώ ν ορμονώ ν (B u n n  et a l., 1 9 9 8 ) . Επιπλέον το ένζυμο αυτό, όπως 
αναφέρεται σε άλλη έρευνα , ρυθμίζει την ανάπτυξη και την ωρίμανση του κανονικού 
εμβρυϊκού πνεύμονα μέσω των ενδογενών πεπτιδίων παρόμοιων της βομβεσίνης
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(K in g  et al., 1 9 9 3 ). Μ ια άλλη μελέτη εξετάζει την υπερπλασία των κανονικών 
νευροενδοκρινικών κυττάρων του πνεύμονα σε ποντίκια H am ster, από το «πεπτίδιο  
απελευθέρωσης της γαστρίνης» (gastrin  releasin g p eptide), σ ε σχέση με την 
αναστολή της Ν Ε Ρ  και αποκαλύπτει ότι, η πρώιμη και ταχεία υπερπλασία των 
κυττάρων αυτών από το πεπτίδιο αυτό προάγεται από την αναστολή της Ν Ε Ρ  και 
δεύτερον ότι οι σημαντικοί κυτταρικοί μηχανισμοί για την υπερπλασία αυτή είναι η 
κυτταρική διαφοροποίηση, ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός και η μείωση της 
απόπτωσης (W ille tt et a l., 1 9 9 9 ). Σ ε άλλη έρευνα παρατηρείται ότι η υπερέκφραση  
και η ενζυματική δραστηριότητα της Ν Ε Ρ  χρειάζεται για την παύση της ανάπτυξης 
των Τ  κυττάρων Jurkat που προκαλείται από τον φορβοδιεστέρα που ονομάζεται 
«ενεργΟποιητής της πρωτεϊνικής κινάσης C »  και επομένως ενισχύεται ο ρόλος της 
Ν Ε Ρ  ως σημαντικού ρυθμιστή του πολλαπλασιασμού των αιμοποιητικών κυττάρων 
(M ari ^et a l., 1 9 9 7 ) . Τα αποτελέσματα μιας άλλης έρευνας δείχνουν ότι ο 
προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος που επάγεται από ιασπαμίδιο (jasp am id e), 
ένα φυσικό πεπτίδιο απομονωμένο από θαλασσινούς σπόγγους με ανασταλτικές 
επιδράσεις στην ανάπτυξη κυττάρων, στα ανθρώπινα προμυελοκυτταρικά λευχαιμικά  
κύτταρα H L -6 0 , συνοδεύεται από την έκφραση της N E P /C D 1 0  στην επιφάνεια των 
αποπτωτικών κυττάρων. Συγκεκριμένα, παρόλο που τα κύτταρα H L -6 0  δεν  
εκφράζουν κανονικά ανιχνεύσιμη ποσότητα Ν Ε Ρ  στην επιφάνεια ή 
ενδοκυτταροπλασματικά, με τη χορήγηση του ιασπαμιδίου η σύνθεση της Ν Ε Ρ  
γίνεται εκ νέου (C io ca  and K itan o, 2 0 0 2 ) .  Σύμφωνα με αποτελέσματα μιας μελέτης 
που έγινε σε ινοβλάστες ασθενών με διάχυτη συστημική σκλήρυνση ή σκληρόδερμα  
(diffuse system ic sc le ro sis), παρατηρείται η αύξηση του πολλαπλασιασμού των 
κυττάρων τους και ακόμα το γεγονός ότι η έκφραση της C D  10 στην κυτταρική 
μεμβράνη τους είναι χαμηλή ενώ η ενδοκυττάρια Ν Ε Ρ , είναι υψηλή πιθανόν λόγω  
μετατόπισης από την μεμβράνη στο κυτταρόπλασμα, φαινόμενο που μπορεί να έχει 

# ως αποτέλεσμα την κυτταρική υπερδραστηριότητα και τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό τους (M atu cci-C e rin ic  et a l., 1 9 9 9 ) . Σ ε  μια άλλη μελέτη, τονίζεται 
ότι η εξωγενώς ανασυνδυασμένη Ν Ε Ρ  ή η εισαγωγή cD N A  της Ν Ε Ρ  σ ε μη 
εξαρτώμενα από ανδρογόνα κύτταρα καρκίνου του προστάτη, αναστέλλει την 
ανάπτυξη των κυττάρων αυτών (Papandreou et a l., 1 9 9 8 ) . Επίσης σ ε καρκινικά  
κύτταρα προστάτη φαίνεται ότι, ένας μηχανισμός με τον οποίο η Ν Ε Ρ  προω θεί την 
επαγωγή απόπτωσης από τον φορβολεστέρα « 1 2 - 0  te trad ecan o ylp h orb o l- 1 3 -a c e ta te »  
(Τ Ρ Α ), είναι η σταθεροποίηση της έκφρασης της πρωτεϊνικής κινάσης Οδ (ΡΚΧ2δ), 
μέσω της οποίας επάγεται η απόπτωση από τον Τ Ρ Α  (S u m ito m o  et a l., 2 0 0 0 ) .  
Επιπλέον τονίζεται ότι η επαγόμενη από τα ανδρογόνα καταστολή της ανάπτυξης των 
κυττάρων του μη εξαρτημένου από τα ανδρογόνα καρκίνου του προστάτη, P C 3  και 
L N C a P -O M l, πραγματοποιείται εν μέρει από την επαγόμενη από τα ανδρογόνα  
έκφραση της Ν Ε Ρ  σε αυτά τα κύτταρα (S h en  et a l., 2 0 0 0 ) .  Ο  δυναμικός ρόλος της 
Ν Ε Ρ  στη ρύθμιση των επιδράσεων των νευροπεπτιδίων ενδοθηλίνης-1 και 
βομβεσίνης στα πλαίσια της κυτταρικής επιβίωσης εξετάζεται και σε μια άλλη μελέτη  
όπου φαίνεται ότι η Ν Ε Ρ  αναστέλλει την ενεργοποίηση της βιοχημικής οδού  
επιβίωσης A kt, μέσω ενεργοποίησης του υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα που 
προσομοιάζει με την ινσουλίνη (insulin-like grow th  fa cto r re cep to r) γεγονός που 
αποδεικνύει ότι η απώλεια της έκφρασής της από τα κύτταρα καρκίνου του 
προστάτη, έχει σαν αποτέλεσμα την ανθεκτικότητα στην απόπτωση (S u m ito m o  et al.,
2 0 0 1 ) .  Οι αντιογκογόνες επιδράσεις της Ν Ε Ρ  και η μεγάλη χρησιμότητά της στην 
αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης του καρκίνου του προστάτη που δεν εξαρτάται 
από τα ανδρογόνα, φαίνεται σε μια άλλη έρευνα, όπου η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  στα 
κύτταρα αυτά έχει σαν αποτέλεσμα την αναστολή της ανάπτυξής τους, την επαγωγή
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απόπτωσης, την παύση του κυτταρικού κύκλου και την αναστολή της δημιουργίας 
όγκου (D ai et a l., 2 0 0 1 ) .  Π ιο πρόσφατα, βρέθηκε ότι η ενζυμική δράση της Ν Ε Ρ  
σ υντελεί στην απόπτωση κυττάρων καρκίνου του προστάτη, που επάγεται από 
αντικαρκινικά φάρμακα γεγονός που εξαρτάται από μιτοχονδριακές διαδικασίες μέσω 
της πρωτεϊνικής κινάσης C -δ. Τ ο  σημαντικό αποτέλεσμα της έρευνας αυτής, είναι ότι 
ο συνδυασμός της Ν Ε Ρ  με αντικαρκινικά φάρμακα μπορεί να είναι μια πολλά 
υποσχόμενη θεραπευτική μέθοδος, γιατί η ανασυνδυασμένη Ν Ε Ρ  (γΝ Ε Ρ )  είναι ικανή 
να αυξήσει την χημειοευαισθησία στον ανεξάρτητο από ανδρογόνα καρκίνο του 
προστάτη με ελάχιστη τοξικότητα στους κανονικούς ιστούς (S u m itom o et al., 2 0 0 4 ) .

Η μειορύθμιση, η απώλεια ή και η αναστολή της δραστηριότητας της Ν Ε Ρ  σε 
καρκινικά κύτταρα έχει σαν συνέπεια τη προώθηση του όγκου, λόγω της 
ανασταλτικής της ιδιότητας στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων, όπως φαίνεται σε 
διάφορες μελέτες. Σ ε  μια πρώτη έρευνα αποδεικνύεται ότι στο ανθρώπινο καρκίνωμα 
του ενδομήτριου το m R N A  της ενδοθηλίνης-1 (Ε Τ 1 )  εκφράζεται, ενώ τα σχετικά 

επίπεδα των m R N A  που κωδικοποιούν τους υποδοχείς της ενδοθηλίνης (E T R s) ή της 
Ν Ε Ρ , είναι χαμηλά ή μη εντοπισμένα (P ek on en  et a l., 1 9 9 5 ) . Επίσης, φαίνεται από 
τους Suzuki et al, ( 2 0 0 1 )  ότι η Ν Ε Ρ  μειορυθμίζεται ενώ η Ε Τ 1 αυξορυθμίζεται με 
αυξανόμενο βαθμό καρκίνου, στα κύτταρα του στρώματος του αδενοκαρκινώματος 
του ενδομήτριου και προκύπτει το συμπέρασμα ότι η δυσαναλογία μεταξύ της 
έκφρασης της Ν Ε Ρ  και της Ε Τ 1 σε αυτά τα κύτταρα μπορεί να παίζει ένα ρόλο στη 
εξέλιξη  του όγκου και τη διαφοροποίησή του σε αυτή την ασθένεια, μέσω του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού τους (Suzuki et a l., 2 0 0 1 ) .  Τα αποτελέσματα μελέτης 
σ ε «καρκινώματα μη-μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα» (non-sm all cell lung  
ca rc in o m a s) με χαμηλά επίπεδα της Ν Ε Ρ  δείχνουν, ότι αυτά μπορεί να έχουν υπεροχή 
στον πολλαπλασιασμό (G an ju  et a l., 1 9 9 4 ) . Επίσης, η έκφραση και η δραστηριότητα 
της Ν Ε Ρ , είναι πολύ χαμηλή ή μη-ανιχνεύσιμη σ ε ιστούς και σε κυτταρικές σειρές, 
τόσο «μικροκυτταρικού» (sm all cell lung ca n c e r), όσο και «μη μικροκυτταρικού» 
(n o n -sm all cell lung ca n c e r) καρκίνου του πνεύμονα, ενώ μια δραστήρια μορφή του 
ένζυμου εκφράζεται στους παρακείμενους ιστούς του. Έ τσ ι, προκύπτει το 
συμπέρασμα ότι, αφενός η Ν Ε Ρ  παίζει ένα σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της 
ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων του πνεύμονα και αφετέρου, ότι μπορεί το 
γονίδιο της Ν Ε Ρ  να δράσει και ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο (C o h en  et al., 19 9 6 ). 
Ό πω ς επίσης προκύπτει από μια μελέτη σε κύτταρα καρκίνου του προστάτη, όταν η 
έκφραση της Ν Ε Ρ  μειώ νεται, τα νευροπεπτίδια μπορούν να αυξήσουν τον 
πολλαπλασιασμό τους, οδηγώντας στην ανάπτυξη κυτταρικού πληθυσμού από 
καρκινικά κύτταρα που είναι ανεξάρτητα από τα ανδρογόνα και διεγείρονται από τα 
νευροπεπτίδια (P ap an d reo u  et a l., 1 9 9 8 ) . Μ ια άλλη έρευνα δείχνει για πρώτη φορά 
ότι η απώλεια της έκφρασης της Ν Ε Ρ  σε κυτταρικές σειρές καρκίνου του προστάτη, 
μπορεί να γίνει με υπερμεθυλίωση του προαγωγέα της, γεγονός που μπορεί να 
σ υντελεί στη ανάπτυξη του πληθυσμού των κυττάρων αυτών από νευροπεπτίδια 
(U sm an i el a l., 2 0 0 0 ) .  Α κόμα, τα αποτελέσματα μιας άλλης μελέτης δείχνουν ότι η 
πρωτεϊνική έκφραση της Ν Ε Ρ  μειορυθμίζεται στον καρκίνο των κυττάρων του 
νεφ ρού, όταν αυτή συγκρίνεται με το νεφρικό παρέγχυμα (G ohring et al., 1 9 9 8 ). Σε  
μια άλλη μελέτη όπου γίνεται μορφολογικός υπολογισμός της έκφρασης της Ν Ε Ρ  
(C D  1 0 ) σ ε διάφορους βαθμούς θυλακικού λεμφώματος και των μεσοθηλιακών 
διηθημάτων του φάνηκε ότι η έκφρασή της είναι συχνά αδύναμη η και αρνητική στον 
βαθμό III του λεμφώματος καθώς και στα μεσοθηλιακά διηθήματα (E sh o a  et al., 
2 0 0 1 ) .  Τ έλο ς σε μια πιο πρόσφατη μελέτη, φαίνεται ότι η αναστολή της 
δραστηριότητας της Ν Ε Ρ  αυξάνει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό καλλιεργούμενων 
κυττάρων νευροβλαστώ ματος από το «εντερικό αγγειοδραστικό πεπτίδιο»
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(v aso activ e  intestinal peptide) γεγονός που δείχνει ότι η αύξηση της δραστηριότητας 
της Ν Ε Ρ , μπορεί να χρησιμεύσει για τη θεραπεία του καρκίνου (W o llm an  et a l.,
2 0 0 2 ) .  Αντίθετα αποτελέσματα άλλων δημοσιεύσεω ν δείχνουν ότι η Ν Ε Ρ  εκφράζεται 
περισσότερο σ ε καρκινικά κύτταρα διαφόρων ιστών όπως σ ε κύτταρα στρώματος του 
καρκίνου του μαστού, στα κύτταρα στρώματος που περιβάλουν νεοπλάσματα του  
ορθού του παχέως εντέρου (co lo recta l tu m o r) καθώς και στο μελάνωμα του 
ανθρώπινου δέρματος, από ότι σ ε κανονικά, παίζοντας ρόλο στη καρκινογένεση  
διευκολύνοντας την διήθηση και τη μετάσταση του καρκίνου (Iw a y a  e t a l., 2 0 0 2 ,
O gaw a et a l., 2 0 0 2 ,  K anitakis, N arv aez and C lau d y, 2 0 0 2 ) .

Σκοπός της διατριβής ήταν η μελέτη των επιδράσεων ειδικών παραγόντων της 
φυσιολογίας του πόνου όπως το τοπικό αναισθητικό ροπιβακαΐνη, το απαραίτητο για 
τον οργανισμό ιχνοστοιχείο ψευδάργυρος (Ζ η ), σημαντικό στη νευροδιαβίβαση και η 
μεταλλοπεπτιδάση ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (Ν Ε Ρ ) που διασπά τα ενδογενή οπιοειδή, 
σ ε αθανατοποιημένα κερατινοκύτταρα ανθρώπου H aC aT . Επίσης μελετήθηκαν οι 
πιθανοί μηχανισμοί επαγωγής της απόπτωσης ειδικά από τη ροπιβακαΐνη, σ ε σχέση ;
με τα αντι-αποπτωτικά γονίδια κλαστρίνη/A p o J και B c l -2 .  ι

£
Γ.

ί

ϊ



II. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

ΥΛΙΚΑ

Κατάλογος με τα σημαντικότερα αναλώσιμα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια εκπόνησης της παρούσας μελέτης.

Υ λικό Ε τ α ιρ εία

D M E M  ' * B io ch ro m  K G , G erm an y

Ορός εμβρύου μόσχου (F C S ) B io ch ro m  K G , G erm an y (S e ro m e d )

Πεκικιλλίνη/Στρεπτομυκίνη 
1 0 0 0 0  IU/rrrl /  1 0 0 0 0  pg/m l

B io ch ro m  K G , G erm an y

L -γλουταμίνη (2 0 0  m M ) B io ch ro m  K G , G erm an y

Θρυψίνη -  E D T A B io ch ro m  K G , G erm an y

P B S S ig m a C h em ical C o .

Θρυπτόνη (B a cto -try p to n e ) L ab  M , U .K

Εκχύλισμα ζύμης (B a c to -y e a s t e x tra c t) L a b  M , U .K

Αγαρ L a b  M , U .K

Ροπιβακαΐνη (N aro p ein e-rop ivacain e  
H ydrochloride)

A stra Z e n e ca

Ζ π( Ν 0 3)2 B D H  C h em icals  L td  P o lle  E n g lan d

Διμεθυλο-σουλφοξείδιο (D M S O ) S ig m a C h em ical C o .

Πολυβρίνη (P o ly b ren e) A ld rich  C h em ical C o .

1 kb D N A  ladder L ife  T ech o lo g ie s  Inc.

Lam b d a D N A -H ind III digest L ife  T ech o lo g ie s  Inc.

Lam bda D N A -B stE II D igest L ife  T e ch o lo g ies  Inc.

Ένζυμα 7ΐεριορισμού D N A N e w  E n glan d  B iolab s

Αγαρόζη L ife  T ech o lo g ie s  Inc.

Πρότυποι μάρτυρες πρωτεϊνών 
(K aleid o sco p e Prestained S tan d ard s)

B IO R a d  L a b o ra to rie s ,U S A

Q iagen αντιδραστήρια απομόνωσης 
πλασμιδιακού D N A

Q iag en , G erm an y

N ucleobond kit απομόνωσης 
πλασμιδιακού D N A

N u cleo b on d

Αντιδραστήριο B rad ford : B io -R a d  Protein A ssay  
D ye R eagen t C o n cen trare

B io -R a d

Μ εμβράνες νατροκυτταρίνης 
(Π ρω τεΐνες)

S ch le ich e r and Schnell 
O ptitran  B A  -  S -  8 5

E C L  kit A m ersh am  International
Αντισώματα . S an taC ru z  B io te ch , U S A  

B D  T ran sd u ctio n  
L ab o rato ries , U S A

Διάφορα στερεά χημικά 
(M O P S , S D S , E D T A , N a C l, N aO H ,
Tris,PopiK 0 οξύ, βρωμοφαινόλη, κρυσταλλικό 
ιώδες, οξικό νάτριο, γλυκίνη, βρωμιούχο αιθίδιο, 
ακρυλαμίδιο, δις-ακρυλαμίδιο)

R ied el, G erm an y

ή
S ig m a C h e m ica l C o .

Πλαστικά υλικά κυτταροκαλλιεργειας C ellT ek
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(Τ ρυβλία , σιφώνια)

Π λαστικοί σωλήνες (1 5  m l, 5 0  m l) F alco n

Μ ικροσω λήνες E p p en d o rff
φασματοφωτό μέτρο S H IM A D Z U  U V -1 6 0 1

Μ ΕΘΟΔΟΙ

1 : ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

1.1 Χαρακτηριστικά της κυτταρικής σειράς HaCaT

Ο ι κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη ήταν τα 
αυθόρμητα αθανατοποιημένα κερατινοκύτταρα δέρματος H aC aT . Τα κύτταρα 
αυτά αρχικά απομονώθηκαν από ένα δείγμα ιστολογικά κανονικού δέρματος 
ανθρώπου άρρενος, από την απομακρυσμένη περιφέρεια ενός μελανώματος. Στη 
συνέχεια καλλιεργήθηκαν σ ε θρεπτικό υλικό που περιείχε ασβέστιο και η 
κυτταρική σ ειρά που χαρακτηρίστηκε ως H a C a T  προέκυψε επιδεικνύοντας την 
προέλευσή τους (ανθρώπινα κερατινοκύτταρα δέρματος) και το γεγονός ότι 
πολλαπλασιάζονται κάτω από συνθήκες χαμηλών ιόντων ασβεστίου (C a+2) και 
ανεβασμένης θερμοκρασίας (3 8 ,5 ° C ) . Κάτω από αυτές τις συνθήκες τα κύτταρα 
H a C a T , επέδειξαν ένα ενδιάμεσο φαινότυπο πολυγωνικών κυττάρων διάσπαρτων 
με γιγαντιαία συχνά πολυπυρηνικά κύτταρα και μονούς κερατινοποιημένους 
φακέλους. Μ ετά  από παρατεταμένη καλλιέργεια τα κύτταρα H a C a T  βαθμιαία 
ξέφυγαν από τον περιβαλλοντικά καθορισμένο έλεγχο ανάπτυξης in vitro  και 
τελικά έγιναν αυτόνομα, δηλαδή ικανά για ανάπτυξη κλώνων κάτω από διάφορες 
συνθήκες καλλιέργειας. Κατά τη διάρκεια του πολλαπλασιασμού για 
π ερισσότερες από 1 4 0  ανακαλλιέργειες (όπου έγιναν τουλάχιστον 6 0 0  
διπλασιασμοί πληθυσμού) καμία προφανής κρίση δεν παρατηρήθηκε. Όταν 
πρωτοδοκιμάσθηκαν (στην ανακαλλιέργεια 5 )  τα κύτταρα H a C a T  είχαν ήδη 

επ ιδείξει αλλαγμένες ιδιότητες στην ανάπτυξη σε σύγκριση με κανονικά 
κερατινοκύτταρα και μπορούσαν να αναπτυχθούν σε πυκνότητες κλώνων (1 0  
κύτταρα ανά τρυβλίο των 6 0 rm n ). Γύρω  στην δέκατη ανακαλλιέργεια τα κύτταρα 
ανάπτυξαν πλήρη ανεξαρτησία και για την συγκέντρωση των C a+2 και για τη 
θερμοκρασία. Ό σον αφορά την χρωμοσωμική σύσταση των κυττάρων H aC aT , σε 
πρώιμο στάδιο ανακαλιέργειας ήταν προφανείς οι αλλαγές στον αριθμό και τη 
δομή του καρυότυπου. Συγκεκριμένα η πλειοψηφία των κυττάρων ήταν 
υποδιπλοειδική με ένα μέσο όρο 4 4  χρωμοσωμάτων που προέκυψε από πλήρεις ή 

μερικές μονοσω μίες χρωμοσωμάτων οι οποίες είχαν σαν αποτέλεσμα στην 
δημιουργία τριών χρωμοσωμάτων δεικτών (m ark er ch ro m o so m es). Αρχίζοντας 

από την ανακαλλιέργεια 5 μια υποτετραπλοειδική βλαστική σειρά αναπτύχθηκε με 
μια διακύμανση 7 2 - 8 8  χρωμοσωμάτων (συμπεριλαμβανομένου και του 
διπλασιασμού των πρώιμων δεικτών) και ένα τέταρτο χρωμόσωμα δείκτης 
εμφανίστηκε. Ό πω ς π ροέκυψ ε με ανάλυση «δακτυλικού αποτυπώματος D N A »  
(D N A  fin gerp rin tin g), το δείγμα του D N A  των κυττάρων H aC aT  ήταν ταυτόσημο 
με αυτό από τον ιστό του δότη. Επιπλέον, παρ’ όλες τις τεκμηριωμένες δραστικές 
κυττογενετικές αλλαγές κατά τη διάρκεια της παρατεταμένης καλλιέργειας της
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κυτταρικής σειράς H aC aT , το πολύ χαρακτηριστικό υπόδειγμα του «δακτυλικού  
αποτυπώματος D N A » παρέμεινε χωρίς αλλαγή από τις ανακαλλιέργειες 6 -7 9 .  
Ακόμα, μετά από ανάλυση in v ivo  που περιλάμβανε εμφύτευση των κυττάρων 
H aC aT  σ ε ποντίκια, προέκυψε μεταξύ άλλων ότι τα κύτταρα αυτά 
επανασυνθέτουν μια σχεδόν τέλεια επιδερμίδα παρόμοια με αυτή που 
σχηματίζεται από κανονικά κερατινοκύτταρα σε ενηλικίωση. Τ έλο ς, τα 
υποδείγματα της κερατίνης των εμφυτευμάτων των κυττάρων H a C a T  προέκυψ ε, 
από ανάλυση πρωτεϊνών, ότι είναι ίδια με αυτά των κανονικών κυττάρων από 
ακροπροσθία (foreskin ) (B ou k am p  et a l., 1 9 8 8 ) .

Συνοψίζοντας λοιπόν προκύπτουν τα εξής συμπεράσματα όσον αφορά τα 
κύτταρα* H aC aT : πρώτον, η πρώιμη εμφάνιση και η σταθερότητα των διακριτών 
κυτταρογενετικών μεταβολών στα κύτταρα αυτά είναι πολύ σημαντική για τον 
έλεγχο *~της ανάπτυξης που έχει σαν αποτέλεσμα την παρατεταμένη ή και 
απεριόριστη διάρκεια ζωής τους, δεύτερον ο πολυπλοειδισμός των κυττάρων 
αυτών που συντελεί περαιτέρω στην γενομική ανισορροπία και την 
μεταβαλλόμενη γονιδιακή έκφραση, είναι πολύ σημαντικός για την απόκτηση 
αυτόνομης ανάπτυξης σ ε καλλιέργεια αλλά σίγουρα δεν είναι ικανός για 
νεοπλασματική μεταβολή, τρίτον παρόλο τον μεταβαλλόμενο φαινότυπο των 
κυττάρων αυτών και των διαφορετικών δομικών χρωμοσωμικών αλλαγών το 
δακτυλικό αποτύπωμα του D N A  παραμένει ταυτόσημο και στις ανακαλλιέργειες 
και με αυτό από τον δότη και τέταρτον η κυτταρική αυτή σειρά είναι πολύ 
παρόμοια με τα κανονικά κερατινοκύτταρα και επομένως είναι ένα κατάλληλο 
μοντέλο για τη μελέτη ρυθμιστικών μηχανισμών στη διαδικασία της 
διαφοροποίησης των ανθρώπινων επιδερμικών κυττάρων (B o u k am p  e t a l., 1 9 8 8 ) .

1.2 Καλλιέργεια και ανακαλλιέργεια κυττάρων

Κύτταρα H aC aT , καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό D M E M  (D u lb e cco ’ s 
M odified E ag les  M ed iu m ) εμπλουτισμένο με 1 0 %  εμβρυϊκό ορό μόσχου (F o e ta l  
C a lf  Serum ) (S e ro m e d ), 1 0 0  IU /m l πενικιλλίνη, 1 0 0  pg/m l στρεπτομυκίνης και 2  
m M  L -γλουταμίνης στους 3 7 °C  και σ ε 5 %  C O 2 . Όλα τα υλικά  
κυτταροκαλλιέργειας ήταν από τη B ioch rom  K G , G erm an y.

Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων σε πλήρες ταπήτιο διεξαγόταν μετά από 
την έκπλυσή τους δύο φ ορές με P B S  (P h o sp h ate  B u ffered  S alin e) (S ig m a  
C h em ical C o .)  και επεξεργασία με 1 .0 -1 .5  m l Θρυψίνης-E D T A  (B io ch rm o m  K G , 
G erm an y) σε αναλογία 1 :4 , 1 :8  ή 1 :1 6 . Η  ανακαλλιέργεια των κυττάρων 
διεξάγονταν στην εστία κυτταροκαλλιέργειας κάθετης νηματικής ροής (T issu e  
culture lam ina flow  h o od ).

Η ανάπτυξη οποιασδήποτε κυτταρικής καλλιέργειας έχει συνήθως απαίτηση 
εμπλουτισμού του βασικού καλλιεργητικού υλικού με ορό. Μη ταυτοποιημένα  
ακόμη συστατικά του ορού, κυρίως αυξητικοί παράγοντες (g row th  fa c to rs ), είναι 
αναγκαίοι για τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Εξαιρετική πηγή των 
παραγόντων αυτών θεω ρείται ο ορός από έμβρυο μόσχου (F C S ) , ο οποίος και 
χρησιμοποιήθηκε.

Πλήρες θρεπτικό υλικό κυττάρων D M E M : Σ ε 4 4 0  m l D u lb e cco ’ s M E M  (D M E M )  
που περιείχε 3 .7  g/1 N a H C 0 3  και 1 ,0  g/1 D -γλυκόζης προστέθηκαν 5 0  m l ορού από 
έμβρυο μόσχου (F C S ) , 5 .0  m l 1 0 0 0 0 rU /m l πενικιλλίνης και 1 0 0 0 0  μg/m l 
στρεπτομυκίνης και 5 m l 2 0 0  m M  L - γλουταμίνης. Ο ι τελικές συγκεντρώσεις που
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προέκυψαν ήταν: 1 0 %  ορός από έμβρυο μόσχου, 1 0 0  μ§/ιη1 στρεπτομυκίνης, 1 00  
IU /m l πενικιλλίνης και 2  m M  L - γλουταμίνης.

Ρυθίΐιστικό διάλυαα φυσιολογικού ορού - φωσφορικού άλατος (Phosphate  
B u ffe re d  S alin e; P B S ) : Έ ν α  δίσκιο P B S  (S ig m a  ch em ical C o .) διαλύθηκε με 
ανάδευση σε 2 0 0  m l δις-απεσταγμένου νερού και προέκυψαν οι εξής 
συγκεντρώ σεις: 0 .0 1  Μ  ρυθμιστικού φωσφορικού άλατος, 0 .0 0 2 7  Μ  χλωριούχου 
καλίου και χλωριούχου νατρίου σε p H  7 .4 .  Τ ο  διάλυμα P B S  αποστειρώθηκε στο 
αυτόκαυστο.

Η  ανακαλλιέργεια κυττάρων έγινε: 1 ) Για  να διατηρηθούν τα
καλλιεργούμενα κύτταρα ζωντανά, και 2 )  Για να προετοιμαστούν τα 
καλλιεργούμενα κύτταρα για έκθεση σε παράγοντες, κατά τη διάρκεια των 
διαφόρων πειραμάτων. Η  ανακαλλιέργεια των κυττάρων διεξάγονταν στην εστία  
κυτταροκαλλιέργειας κάθετης νηματικής ροής.

Αρχικά επιλέχθηκαν τρυβλία των 9 0  m m , με κύτταρα σε πλήρες ταπήτιο 
(co n flu e n t) και το θρεπτικό υλικό D M E M  αναρροφήθηκε με τη βοήθεια 
αποστειρω μένω ν πιπεττών P asteu r. Στη συνέχεια τα τρυβλία εκπλύθηκαν δύο 
φ ορές με 1 0  ml P B S  και ύστερα προστέθηκε 1 m l διάλυμα Θρυψίνης-E D T A  
(B io c h ro m  K G , G erm an y ) σ ε αυτά. Τ ο  διάλυμα περιείχε 0 .0 5 %  θρυψίνη /  0 .0 2 %  
E D T A  (w /v ) σε P B S  χωρίς ιόντα ασβεστίου (C a  )  και μαγνησίου (M g  ). Τα  
κύτταρα αφέθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 3 7 °C , 5 %  C O 2 για περίπου 2 -5  
λεπτά, ώ στε να αποκολληθούν από το τρυβλίο. Μ ετά προστέθηκε ο κατάλληλος 
όγκος P B S  στα τρυβλία, ώ στε να γίνουν ο ι επιθυμητές διαιρέσεις, συνήθως σε 
αναλογίες 1 :2 ,  1 :4 ,  1 :8  ή 1 :1 6 . Τ έλο ς αφού προστέθηκε ο κατάλληλος όγκος 
εναιωρήματος κυττάρων στα ν έα  τρυβλία, ανάλογα με τη διαίρεση, προστέθηκαν 
και 1 0  m l πλήρους D M E M  και τα τρυβλία τοποθετήθηκαν στον επωαστικό 
κλίβανο στους 3 7 ° C , 5 %  C O 2 , ώστε να αναπτυχθούν τα κύτταρα εκ νέου.

1.3 Διατήρηση και επαναφορά των κυττάρων

Η μακροχρόνια συντήρηση των κυτταρικών σειρών είναι δυνατή με την 
τοποθέτηση τους σ ε πολύ χαμηλές θερμοκρασίες. Τα κύτταρα αποθηκεύονται σε 
υγρό άζωτο ( - 1 9 2 ° C )  σ ε υλικό που αποτελείται από 9 0 %  F C S  και 1 0 %  διμεθυλο- 
σουλφ οξείδιο (D M S O ) (T issu e  cu ltu re grad e, S ig m a C hem ical C o ).

Γ ια  τη διατήρηση και τη βαθιά κατάψυξη των κυττάρων, επιλέχθηκαν 
τρυβλία με κύτταρα σε ημι-πλήρες ταπήτιο (sem i-co n flu en t) και αποκολλήθηκαν 
με Θρυψίνη- E D T A  όπως περιγράφεται στην παράγραφο ‘ανακαλλιέργεια 

κυττάρων’ (παρ. 1 .2 ) . Στη συνέχεια προστέθηκαν 9  m l P B S  στα τρυβλία με τα 
αποκολλημένα κύτταρα και τη Θρυψίνη- E D T A  και τα εναιωρήματα των 
κυττάρων μεταβιβάστηκαν σε αποστειρω μένους σωλήνες Falcon  των 15 m l. Έ γινε  
φυγοκέντρηση στον ψυχρό θάλαμο για 5 -1 0  λεπτά στις 1 5 0 0 -2 0 0 0  rpm , και αφού 
οι σω λήνες μεταφέρθηκαν στην εστία κυτταροκαλλιέργειας κάθετης νοηματικής 
ροής, το υπερκείμενο αναρροφήθηκε προσεκτικά ώστε να μην υποστεί ζημιά το 
κυτταρικό ίζημα. Στη συνέχεια, σε κάθε σωλήνα F alcon  προστέθηκαν 2  ml ορού 
(F C S )  που περιείχε διμεθυλο-σουλφ οξείδιο (D M S O ) (S ig m a C h em ical C o .) και τα 
κύτταρα εναιωρήθηκαν με τη βοήθεια μιας αποστειρωμένης πλαστικής πιπέττας. 
Ν α σημειω θεί ότι το διμεθυλο-σουλφοξείδιο κάνει τις μεμβράνες ημιδιαπερατές, 
ενώ  ταυτόχρονα ελαχιστοποιεί τον μεταβολισμό των κυττάρων. Το εναιώρημα 
των κυττάρων μεταφέρθηκε σε 2  ειδικές αμπούλες (cry o v ials) των 2  m l, για κάθε 
F a lc o n  (1 m l εναιωρήματος ανά F a lc o n ). Ο ι αμπούλες τοποθετήθηκαν σε ειδικό
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ισοθερμικό δοχείο ( ‘ M ister F ro sty ’ , N alg en e) που περιείχε ισοπροπανόλη και 
μεταφέρθηκαν στους -7 0 ° C  για όλη τη νύχτα ώστε να παγώσουν σταδιακά 
(1°0 /λ επ τ ό ). Την επομένη ημέρα μεταφέρθηκαν στο υγρό άζωτο για 
μακροπρόθεσμη διατήρηση.

Μ έσο διατήρησής κυττάρων: 1,8 ml F C S  και 0 ,2  ml D M SO  (F C S  - 1 0 %  D M S O )  
Για την επαναφορά των κυττάρων οι αμπούλες από το υγρό άζωτο 

τοποθετήθηκαν για περίπου 1-2 λεπτά σ ε υδατόλουτρο στους 3 7 °C  ώστε να  
ξεπαγώσουν τα κύτταρα και το περιεχόμενο μεταβιβάστηκε σ ε φλάσκες 
κυτταροκαλλιέργειας των 2 5  cm 2, όπου προστέθηκαν αργά 8 m l πλήρους 
θρεπτικού υλικού D M E M . Τα κύτταρα ανακινήθηκαν ελαφρά και τοποθετήθηκαν 
στον επωαστικό κλίβανο στους 3 7 °C , 5 %  C O 2 .

Την επόμενη ημέρα, αφού τα κύτταρα προσκολλήθηκαν στο δάπεδο των 
φλασκών, το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και προστέθηκαν 6  ml φρέσκου  
πλήρους D M E M  και οι φλάσκες επανατοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο, 
ώσπου τα κύτταρα να σχηματίσουν πλήρες ταπήτιο. Όταν αναπτύχθηκαν σ ε  
πλήρες ταπήτιο θρυψινοποιήθηκαν και ανακαλλιεργήθηκαν, όπως περιγράφηκε 
παραπάνω (παρ. 1 .2  ).

1.4 Καταμέτρηση κυττάρων

Μ ετά τη θρυψινοποίηση των κυττάρων και την αποκόλληση τους από τα τρυβλία  
κυτταροκαλλιέργειας, 10  μΐ εναιωρήματος κυττάρων σ ε P B S  τοποθετήθηκαν στο 
αιμοκυτταρόμετρο (N eu b au er C ham ber) όπου και έγινε η μέτρηση των κυττάρων σ ε  
δύο διαγώνια τετράγωνα από το σταυρό (τα οποία είναι διαιρεμένα σε 16  επιμέρους  
τετραγωνάκια, δηλαδή 2 x 1 6 ) .  Η μέτρηση επαναλήφθηκε τρεις φορές, υπολογίσθηκε ο 

„ μέσος όρος των κυττάρων των μετρήσεων, διαιρέθηκε δια 1 0 0  και 
πολλαπλασιάστηκε x  ΙΟ6 παρέχοντας έτσι το συνολικό αριθμό των κυττάρων x  ΙΟ6 
ανά ml του αρχικού εναιωρήματος κυττάρων.

1.5 Επώαση κυττάρων HaCaT με ροπιβακαΐνη και νιτρικό ψευδάργυρο, 
Ζη(Ν03)2, και κυτταρικός πολλαπλασιασμός (cell proliferation)

Κύτταρα H aC aT  και H a C a T  που εκφράζανε διαφορετικά γονίδια (H a C a T n e o , 
H a C a T A p o J/2 , H a C a T B c l-2 /2  και H a C a T N E P  ) σε πλήρες ταπήτιο 
θρυψινοποιήθηκαν και μετρήθηκαν σε αιμοκυτταρόμετρο. Έ γ ινε σπορά l x l 0 5 
κυττάρων ανά πηγαδάκι σ ε πολυτρυβλίο 2 4  θέσεω ν και τα κύτταρα επωάστηκαν 
για 3 6  ώρες σε πλήρες θρεπτικό υλικό D M E M  στους 3 7 ° C , 5 % C 0 2. Μ ετά από 3 6  
ώρες, προστέθηκε 1 m l θρεπτικού υλικού χωρίς ορό και χορηγήθηκαν 0 , 0 .2 5 ,  0 .5 ,
1, 2 , 3 και 5 m M  ροπιβακαΐνης, στα H aC aT , H aC a T n e o , H a C a T A p o J/2  και 
H a C a T B cl-2 /2  και 0 ,  0 .5 ,  1, 2 , και 5 m M  ροπιβακαΐνης, συν 15μ Μ  Ζ η (Ν θ 3) 2, 
ταυτόχρονα και με 3 0  λεπτά προχορήγησης του Ζ η (Ν θ 3)2  , πριν τη χορήγηση της 
ροπιβακαΐνης, στα H a C a T , H aC aT neo και H a C a T N E P  ανά κάθε δύο πηγαδάκια 
(in duplicates) και τα κύτταρα επωάστηκαν για 2 4  ή 4 8  ώ ρες. Μ ετά την πάροδο  
των συγκεκριμένων χρόνων, τα κύτταρα θρυψινοποιήθηκαν και μετρήθηκαν σ ε  
αιμοκυτταρόμετρο. Ο  αριθμός των κυττάρων με ροπιβακαΐνη και ο αριθμός 
κυττάρων με ροπιβακαΐνη συν Ζ η (Ν θ 3)2 , υπολογίσθηκε επί τις %  του αριθμού αΝ\μ μ /0  
των κυττάρων χωρίς ροπιβακαΐνη και Ζη(Ν 0 3 ) 2  ^  \
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1.6 Τεχνική αποκλεισμού με trypan blue (trypan blue exclusion assay)

Έ ν α  από τα μορφολογικά χαρακτηριστικά του κυτταρικού θανάτου είναι η απώλεια 
της ακεραιότητας των μεμβρανών, επακόλουθο της οποίας είναι η ανικανότητα των 
κυττάρων να αποκλείουν ζωτικές χρωστικές ουσίες, όπως η trypan blue (G orm an et 
a l., 1 9 9 6 ) .  Α υτή η μέθοδος του αποκλεισμού της trypan blue είναι χρήσιμη ως μια 
προκαταρκτική μέθοδος υπολογισμού του κυτταρικού θανάτου από διάφορους 
παράγοντες. Ό μ ω ς, ο τρόπος του κυτταρικού θανάτου δεν μπορεί να μελετηθεί με 
αυτή τη μέθοδο αφού νεκρωτικά και αποπτωτικά κύτταρα μπορούν να προσλάβουν 
τη χρωστική. Επίσης υπάρχει η πιθανότητα της υποτίμησης του βαθμού του 
κυτταρικού θανάτου, καθώς αποπτωτικά κύτταρα σε πρώιμα στάδια διατηρούν την 
ακεραιότητα των μεμβρανών τους για αρκετές ώ ρες. Επομένως, αυτά τα αποπτωτικά 
κύτταρα θα αποκλείουν την είσοδο της χρωστικής και θα συμπεριλαμβάνονται στον 
υπολογισμό ως ζωντανά. Είνα ι λοιπόν φανερό ότι ο προσδιορισμός του αποκλεισμού 
της trypan blue θα π ρέπει να χρησιμοποιείται μαζί με άλλες βιοχημικές τεχνικές, 
όπως η κατάτμηση (τμηματοποίηση) του D N A .

Κύτταρα επεξεργασμένα με ροπιβακαΐνη και Ζ η (Ν 0 3 ) 2 , (π α ρ .1 .5) εκπλύθηκαν 
2  φ ορές με P B S  και θρυψινοποιήθηκαν σε 0 .5  ml θρυψίνης. Α φού τα κύτταρα 
αποκολλήθηκαν προστέθηκαν 2 5 0  μΐ P B S  σε κάθε θέση του πολυτριβλύου, κάνοντας 
τον συνολικό όγκο του κυτταρικού εναιωρήματος 7 5 0  μΐ. Στη συνέχεια, σε κάθε θέση 
του πολυτριβλύου προστέθηκαν στο κυτταρικό εναιώρημα, P B S  και διάλυμα trypan  
blu e, έτσι ώ στε η χρωστική ουσία να αποτελεί το 1/3 του όγκου του κυτταρικού 
εναιωρήματος. Δηλαδή προστέθηκαν άλλα 7 5 0  μΐ P B S  συν 7 5 0  μΐ διαλύματος trypan  
blue και αφέθηκαν σ ε θερμοκρασία δωματίου για 5 -8  λεπτά (όχι περισσότερο από 10  
λεπτά καθώς η try p an  blue είναι τοξική στα κύτταρα), επαρκή χρόνο για τη 
πρόσληψη της χρωστικής ουσίας. Μ ετά από μια σύντομη ενναιώρηση, 10 μΐ του 
εναιωρήματος τοποθετήθηκαν σ ε ένα αιμοκυτταρόμετρο (N eubauer ch am b er) και τα 
κύτταρα εξετάσθηκαν και μετρήθηκαν κάτω από ένα οπτικό μικροσκόπιο (μεγέθυνση 
χ 4 0 ) .  Τα νεκρά κύτταρα χρωματίζονται μπλε, ενώ τα ζωντανά κύτταρα είναι συνήθως 
άχρωμα ή επιδεικνύουν χρυσή-καφέ χρώση με ομαλές ακέραιες δομές. Στο 
αιμοκυτταρόμετρο καταμετρήθηκαν τα ζωντανά κύτταρα και ο αριθμός τους 
υπολογίσθηκε όπως περιγράφεται παραπάνω (παρ. 1 .5 )  σαν ποσοστό:

%  Ζωντανά κύτταρα = Α ριθαός ζωντανών κυττάρων x  1 0 0
Συνολικός αριθμός κυττάρων

0 .4 %  Διάλυμα T ry p an  B lu e  (S ig m a  C h em ical C o ., C at. N o : T 8 1 5 4 )
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2: Β Α Κ Τ Η Ρ ΙΑ Κ Ε Σ  Τ Ε Χ Ν ΙΚ Ε Σ

2.1 Παρασκευή L-broth (Luria-Bcrtani; LB) καιτρυβλίων με L -άγαρ 
(L- agar)

Η παρασκευή των τρυβλίων αυτών έγινε παράλληλα με την παρασκευή  
διαλύματος L -B ro th . 10g  θρυπτόνης (B a c to -try p to n e ), 5 g  εκχυλίσματος ζύμης 
(B a c to -y e a s t  e x tra c t) και 10g  χλωριούχου νατρίου (R ied el, G erm an y ), 
διαλύθηκαν με ανάδευση και αύξηση της θερμοκρασίας σε 1 0 0 0  m l δις 
απεσταγμένου νερού και το διάλυμα μεταβιβάστηκε σε 2  φιάλες των 5 0 0  m l. Στη 
μια φιάλη προστέθηκαν 7 .5 g  άγαρ και αφού έγινε αποστείρωση σε αυτόκαυστο, η 
L -άγαρ αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για να μειωθεί η θερμοκρασία στους 
5 5 °C  και στη συνέχεια προστέθηκε στη φιάλη αμπικιλλίνη σε τελική  
συγκέντρωση 100  pg/m L Τέλος τοποθετήθηκαν 2 5  m l L -άγαρ σε καθένα από 2 0  
τρυβλία, και η L -άγαρ αφέθηκε να πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου και να  
αφυδατωθεί σε επωαστικό κλίβανο στους 3 7 °C . Όταν ετοιμάστηκαν τα τρυβλία με 
τη πολυμερισμένη L -άγαρ περιτυλίχθηκαν με φιλμ παραφίνης (p arafilm ) και 
τοποθετήθηκαν στον ψυχρό θάλαμο. Τα τρυβλία L -άγαρ με την αμπικιλλίνη 
διατηρούνται για περίπου ένα μήνα στους 4 °C .

2 5  m g/m l Αιιπικιλλίνητ: Διάλυμα του άλατος νατρίου της αμπικιλλίνης (S ig m a  
ch em ical C o .)  σε συγκένρωση 2 5  m g/m l σε αποστειρωμένο ddHaO φιλτραρίστηκε 
μέσω ενός αποστειρωμένου μικροφίλτρου 0 .4 5  pm  και διατηρήθηκε στους - 2 0 ° C  
σε μικρές ποσότητες (aliq u o ts).

2.2 Παρασκευή βακτηρίων επιδεκτικών προς μετασχηματισμό (competent 
» cells)

Για να δημιουργηθούν επιδεκτικά προς μετασχηματισμό βακτήρια, απαιτείται η 
κατεργασία τους με παράγοντες που ευνοούν το σχηματισμό οπών/καναλιών στο 
κυτταρικό τους τοίχωμα, που θα επιτρέψουν την εισαγωγή με παθητική διάχυση, 
εξωγενώς προστιθέμενου D N A . Η κατεργασία αυτή πρέπει να γίνεται στην 
εκθετική φάση ανάπτυξης των βακτηρίων.

Τα συνηθισμένα βακτηριακά στελέχη για την παρασκευή βακτηρίων 
επιδεκτικών προς μετασχηματισμό με πλασμίδια είναι τα στελέχη Ε. Coli Η Β 1 0 1 ,  
D H 5 a , J M 1 0 9  και M C I 0 6 1 .  Αυτά τα βακτηριακά στελέχη χρησιμοποιήθηκαν 
αφού υπέστησαν επεξεργασία ώστε να γίνουν ‘ επιδεκτικά κύτταρα’ (co m p e te n t  
ce lls ), δηλαδή κύτταρα ικανά να μετασχηματιστούν (να δεχτούν πλασμίδια).

Αρχικά, μη ικανά (επιδεκτικά) βακτήρια τοποθετήθηκαν σε 5 m l L -  B ro th  
και επωάστηκαν σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 3 7 °C  για 2 4  ώ ρες  
ώστε να αναπτυχθούν. Την επομένη ημέρα, 0 .5  m l της ολονύχτιας υγρής 
βακτηριακής καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκαν για τον εμβολιασμό 2 0  ml L -b ro th  
σε μια αποστειρωμένη κωνική φιάλη και τα βακτήρια επωάστηκαν για 2  περίπου  
ώρες σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 3 7 °C  για να αναπτυχθούν 
μέχρις ότου η ODcoo ήταν 0 .3 .  Κατά τη διάρκεια της επώασης των βακτηρίων 
παρασκευάστηκαν τα διαλύματα Α  και Β , τα οποία τοποθετήθηκαν στον πάγο. Η  
υγρή καλλιέργεια των βακτηρίων φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 5 0 0 0  στροφές, 
στους 4 °C  και αφού αναρροφήθηκε το υπ ερκείμενο, το βακτηριακό ίζημα 
εναιωρήθηκε σε 1 m l διαλύματος Α . Στη συνέχεια προστέθηκαν άλλα 9  m l 
διαλύματος Α  και μετά την ανάμιξη τα βακτήρια φυγοκεντρήθηκαν και πάλι για 5
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λεπτά, στις 5 0 0 0  στροφές και στους 4 °C . Τ ο  υπερκείμενο αναρροφήθηκε 
προσεκτικά και το βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε με 1 m l διαλύματος Β . Αφού  
προστέθηκαν άλλα 9  m l διαλύματος Β , το εναιώρημα αφέθηκε στον πάγο για 3 0  
λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 5 0 0 0  στροφές και στους 
4 ° C . Τ ο  βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε σε 1 ml διαλύματος Β  που περιείχε 10%  
γλυκερόλη (R ie d e l, G erm an y ) και δείγματα των 5 0 -1 0 0  μΐ βακτηρίων 
τοποθετήθηκαν σε αποστειρω μένους σωλήνες eppendorff και αποθηκεύτηκαν 
στους -7 0 ° C  για μελλοντική χρήση.

Τα ‘επιδεκτικά κύτταρα’ διατηρήθηκαν σε χλωριούχο ασβέστιο (C a C l2) και 
χλωριούχο ρουβίδιο (R b C l2) διότι τα ιόντα C a 2+ δημιουργούν σύμπλοκα με το 
φώσφορο του D N A  και κατ’ αυτόν τον τρόπο καθιζάνουν ως ίζημα. Μ έσω  του 
βακτηριακού μετασχηματισμού αυξάνεται η διαπερατότητα της μεμβράνης και τα 
κύτταρα αρχίζουν να εκκρίνουν έναν παράγοντα που ονομάζεται ‘παράγοντας 
μετασχηματισμού’ (co m p e te n t fa cto r).

Διάλυαα A : 1 0  m M  M O P S  pH  7 .0 ,  10  m M  R b C I2
Διάλυιια B : 1 0  m M  M O P S  pH  6 .5 ,  10  m M  R b C I2, και 5 0  m M  C aC I2.
Διάλυιια αποθήκευσης βακτηρίων: 1 0  m M  M O P S  pH  6 . 5 ,1 0  m M  R b C I2,

5 0 m M  C a C I2 και 1 0 %  γλυκερόλη

2 .3  Μ ετα σ χ η μ α τισ μ ό ς β α κ τη ρ ίω ν  με π λασμιδιακό D N A

5 0 - 1 0 0  μΐ ικανών βακτηριακών στελεχών Ε. Coli αναμίχθηκαν με περίπου 2 0  μΐ 
πλασμιδιακού D N A  ( 1 0 0 - 5 0 0  n g  D N A ) σε σωλήνες eppendorff και αφέθηκαν 
στον πάγο για 3 0  λεπτά. Στη συνέχεια εκτέθηκαν σ ε θερμοκρασία 4 2 °C  για δύο 
λεπτά έτσι ώ στε να υποστούν θερμικό στρες (h eat sh ock ) και να γίνει εισαγωγή 
του πλασμιδίου στα βακτηριακά κύτταρα. Προστέθηκε 1 m l L -B ro th  στους 
σωλήνες ep p e n d o rff  και επωάστηκαν στους 3 7 °C  για μία ώρα. Τα βακτήρια 
φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στις 6 5 0 0  στροφές και στους 4 °C , αφαιρέθηκε το 
π ερισσότερο υπ ερκείμενο και το βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε σε 3 0 0  μΐ 
υπ ερκειμ ένου. Τ έλο ς με την υγρή αυτί) καλλιέργεια εμβολιάσθηκαν τρυβλία με L -  
άγαρ παρουσία 1 0 0  p g/m l αμπικιλλίνης με τη βοήθεια μιας ράβδου τα οποία και 
διατηρήθηκαν για 1 0  λεπτά σ ε θερμοκρασία δωματίου για να απορροφηθεί το 
εμβολίασμα. Στη συνέχεια τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο 
στους 3 7 °C  για όλη τη νύχτα ώστε να σχηματιστούν αποικίες βακτηρίων. Να  
σημειω θεί ότι μετά την ολονύχτια επώαση αναπτύσσονται με τη μορφή αποικιών 
μόνον τα βακτήρια στα οποία έχει εισέλθει ο πλασμιδιακός φορέας, ο οποίος 
φ έρ ει το γονίδιο ανθεκτικότητας στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό (π.χ. αμπικιλλίνη).

2 .4  Α νά π τυξη  υγ ρώ ν κ α λλ ιερ γ ειώ ν βα κτη ρίω ν

Για  απομόνωση πλασμιδιακού D N A  σε μικρούς όγκους (m ini prep) ήταν απαραίτητη 
η ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων. 5 ml L -B ro th  και 100  pg/m l 

αμπικιλλίνης εμβολιάσθηκαν με αποικίες ή αποθέματα γλυκερόλης βακτηρίων, με τη 
χρήση κρικοφόρου στυλεού και επωάστηκαν σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα 

(orb ital sh ak er) στους 3 7 °C  για όλη τη νύχτα ( > 1 6  ώ ρες).
Για  απομόνωση πλασμιδιακού D N A  σε μεγάλους όγκους (m axi prep), η 

ανάπτυξη υγρώ ν καλλιεργειών βακτηρίων γινόταν με ανάμιξη 0 ,5  m l ανεπτυγμένης 
καλλιέργειας βακτηρίων σ ε 5 m l L -B ro th  και 1 0 0  pg/m l αμπικιλλίνης σε 
θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 3 7 °C  για όλη τη νύχτα ( > 1 6  ώ ρες) και στη
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συνέχεια με τον εμβολιασμό 1 0 0  ml L -B ro th  και 1 0 0  μ§/πι1 αμπικιλλίνης με 5 m l της 
ολονύχτιας αναπτυγμένης βακτηριακής καλλιέργειας και επώαση σ ε θερμαινόμενο  
τροχιακό αναδευτήρα στους 3 7 °C  για όλη τη νύχτα.

2.5 Παρασκευή βακτηριακών αποθεμάτων σε γλυκερόλη

Τα αποθέματα γλυκερόλης παρασκευάζονταν αναμιγνύοντας 1 .2  m l αναπτυγμένης 
υγρής καλλιέργειας βακτηρίων και 3 0 0  μΐ γλυκερόλης (1 0 %  τελική συγκέντρωση  
γλυκερόλης) (R ied el, G erm an y ). Τα αποθέματα διατηρούνταν στους -7 0 ° C  για 
περαιτέρω χρήση.

2.6 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρού όγκου (mini prep)

1.5 ml υγρής καλλιέργειας βακτηρίων, προερχόμενες από αποικίες (παρ. 2 .4 ) ,  
τοποθετήθηκαν σε έναν αποστειρωμένο σωλήνα ep p en d orff και φυγοκεντρήθηκαν 
στις 6 5 0 0  στροφές για 2  λεπτά στους 4 °C . Στη συνέχεια το βακτηριακό ίζημα 
εναιωρήθηκε με δίνη (v o rte x in g ) σε 2 0 0  μΐ διαλύματος λύσης βακτηρίων 
(B acteria l lysis buffer). Μ ετά από 5 λεπτά επώασης σε θερμοκρασία δωματίου, 
προστέθηκαν 4 0 0  μΐ αλκαλικού διαλύματος και το μίγμα αφέθηκε στον πάγο για 5  
λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 3 0 0  μΐ διαλύματος οξικού νατρίου pH  5 .2 ,  έγινε 
ελαφριά ανάμειξη και το εναιώρημα αφέθηκε στον πάγο για 10  λεπτά (η χρήση 
οξικού νατρίου pH 5 .2  υποβοηθάει στη καθίζηση πρωτεϊνών, R N A  και 
χρωματοσωμικού D N A ). Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, στις 1 3 0 0 0  
στροφές στους 4 °C , το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σ ε έναν καθαρό αποστειρωμένο  
σωλήνα eppen d orff και προστέθηκαν 0 .6  όγκοι ισοπροπανόλης (R ie d e l, 
G erm any). Το πλασμιδιακό D N A  αφέθηκε να κατακρημνιστεί για 1 0  λεπτά σ ε  

.  θερμοκρασία δωματίου και συλλέχθηκε με φυγοκέντρηση για 2 0  λεπτά στις 1 3 0 0 0  
στροφές στους 4°C . Τ ο ίζημα D N A  εκπλύθηκε με 7 0 %  αιθανόλη και ξηράθηκε σ ε  
φυγοκεντρικό συμπυκνωτή κενού. Το πλασμιδιακό D N A  εναιωρήθηκε σ ε 5 0  μΐ 
l x T E  pH 8 .0  και αποθηκεύτηκε στους -2 0 ° C  για περαιτέρω χρήση.

Ο έλεγχος του παρασκευάσματος γίνεται μετά από πέψη του D N A  με  
περιοριστικά ένζυμα (παρ. 2 .8 )  και ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή αγαρόζης (παρ. 
3 .2 ).
Διάλυιια λύσης Βακτηρίων (B a cte ria l lysis b u ffe r): 5 0  m M  Γλυκόζη,

2 5  m M  T ris  pH  8 .0 ,
10  m M  m l E D T A  pH  8 .0  
και 4  m g /m l λυσοζύμη

Αλκαλικό διάλυιια: 0 .2  N aO H , 1%  SD S
l x T E  p H 8 .0 : 10 m M  T ris  p H 8 .0 ,1 m M  E D T A  p H 8 .0

2.7. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μεγάλου όγκου (maxi prep)

Η απομόνωση του πλασμιδιακού D N A  έγινε είτε με τη χρήση αντιδραστηρίου  
Q iagen ή με τη χρήση αντιδραστηρίου N u cleobond.

Ο ι καλλιέργειες των βακτηρίων που αναπτύχθηκαν σ ε όγκο 5 0 - 1 0 0  m l L -  
B roth  με 100  μg/m l αμπικιλλίνης φυγοκεντρήθηκαν για 2 5  λεπτά, στις 5 2 0 0  
στροφές και στους 4 °C . Τ ο  βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε σ ε 4  m l ρυθμιστικού  
διαλύματος εναιώρησης (resuspension buffer) που περιείχε RN A crq και ήταν ̂  
διατηρημένο στους 4 ° C , με δίνη (vo rtexin g ). Στη συνέχεια προστέθηκαν 4  m l?  
αλκαλικού διαλύματος, έγινε ελαφριά ανάμιξη και το εναιώρημα αφέθηκε για 5

Τ
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λεπτά σ ε θερμοκρασία δωματίου. Τ έλος προστέθηκαν 4  m l ‘ ρυθμιστικού 
διαλύματος εξουδετέρω ση ς’ (n eu tralization  b u ffer), έγινε ελαφριά ανάμιξη και το 
εναιώρημα αφέθηκε στον πάγο. Μ ετά από 2 0  λεπτά έγινε φυγοκέντρηση στις 
6 0 0 0  στροφές, για 3 0  λεπτά και στους 4°C . Στο μεταξύ οι ειδικές στήλες 
‘ Q IA G E N  tip -1 0 0  ή N u cleo b on d  tip -1 0 0  εκπλύθηκαν με 4  m l ‘ ρυθμιστικού 
διαλύματος εξισορρόπησης’ (equilibration  buffer). Στη συνέχεια το υπερκείμενο  
που προέκυψ ε από τη φυγοκέντρηση μεταβιβάστηκε στις στήλες και αφέθηκε να  
περάσει διαμέσου των στηλών, στις οποίες κατακρατήθηκε το πλασμιδιακό D N A . 
Μ ετά  οι στήλες εκπλύθηκαν 2  φορές με 10  m l ‘ ρυθμιστικού διαλύματος 
έκπλυσης’ (w a sh  b u ffer) και το πλασμιδιακό D N A  εκχειλίστηκε από τις στήλες με 
5 m l ‘ ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης’ (elution  buffer). Στη συνέχεια  
προστέθηκαν 3 .5  m l ισοπροπανόλης (R ied el, G erm an y ), έγινε ανάμιξη (v o rtexin g ) 
και το πλασμιδιακό D N A  αφέθηκε να κατακρημνιστεί για 10  λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση στις 6 0 0 0  στροφές για 
3 0  λεπτά στους 4 °C  για τη συλλογή του πλασμιδιακού D N A . Ακολούθησε 
έκπλυση με 7 0 %  αιθανόλη και ξήρανση σ ε φυγοκεντρικό συμπυκνωτή κενού. Το  
πλασμιδιακό D N A  εναιωρήθηκε σ ε 1 0 0 -2 0 0  μΐ l x T E  pH  8 .0 ,  μεταφέρθηκε σε  
έναν αποστειρω μένο σωλήνα ep p en d o rff και αποθηκεύτηκε στους -2 0 ° C  για 
περαιτέρω  χρήση.

Η ποσότητα του απομονωμένου D N A  υπολογίζεται φωτομετρικά, με 
μέτρηση στα 2 6 0  nm  και με βάση τον τύπο: Οπτική πυκνότητα (O .D ) =1  
αντιστοιχεί σ ε 5 0  μ §  D N A . Ελέγχουμε το D N A  μετά από πέψη με 
ενδονουκλεάσες περιορισμού (παρ. 2 .8 )  και ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή αγαρόζης 
(παρ. 2 .1 8 ) .

2 .8 .  Π έ ψ η  π λ α σ μ ιδίω ν μ ε π ερ ιο ρ ισ τικ ά  ένζυμα

Κοπή πλασμιδιακού D N A  με περιοριστικές ενδοκουκλεάσες γίνεται αφενός σε  
μικρούς όγκους, για να γίνει έλεγχος εάν απομονωμένα πλασμίδια περιλαμβάνουν 
συγκεκριμένα γονίδια με ηλεκτροφόρηση D N A , αφετέρου σε μεγάλους όγκους, 
για να απομονωθούν συγκεκριμένα γονίδια από πλασμίδια με ηλεκτροφόρηση 
D N A  και με ηλεκτροδιήθηση D N A .

Ο ι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν H in d lll, B am H I, 
X h o l και X b a l ήταν από την N e w  E n glan d  B io lab s ή την G ib co  B R L  L ife  
T e ch n o lo g ie s , In c. Η πέψη του πλασμιδιακού φορέα και του προς ενσωμάτωση 
τμήματος του D N A  διεξάγεται με τις ίδιες ενδονουκλεάσες περιορισμού. Η  πέψη 
πραγματοποιείται σ ε όγκο 2 0  μΐ, στους 3 7 ° C , για 1 .5 -2  ώρες, στο προτεινόμενο 
(ανάλογα με το ένζυμ ο) ρυθμιστικό διάλυμα. Η πέψη του D N A  
πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με πρότυπες μεθόδους (S am b rook , 1 9 8 9 ) .



(Α ) ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

3 .1  Απομόνωση χαμηλού μοριακού β ά ρους γενω μικού D N A

Χαμηλού μοριακού βάρους, γενομικό D N A  απομονώθηκε από κύτταρα H a C a T  
και H aC aT  που έφεραν διαφορετικά γονίδια (H aC aT n eo , H a C a T B c l-2 /2 ,  
H aC aT A p p J/6 , και H a C a T N E P ) και που έφεραν διαφορετικά γονίδια. Σκοπός της 
διαδικασίας αυτής ήταν να μελετηθεί εάν και κατά πόσο επάγεται απόπτωση από 
τη ροπιβακαΐνη και κατά πόσο η επαγόμενη απόπτωση αναστέλλεται από τον 

νιτρικό ψευδάργυρο Zn(NC>3) 2 .
Τα κύτταρα που προορίζονταν για την απομόνωση χαμηλού μοριακού  

βάρους γενομικού D N A  καλλιεργήθηκαν για 3 6  ώρες σε χαμηλή πυκνότητα (1 .5  -  
2 x 10 6 κύτταρα ανά 1 0 0  m m  τρυβλίο) πριν τη χορήγηση ροπιβακαΐνης και 
Ζ η (Ν 0 3 )2 · Μ ετά την πάροδο των 3 6  ω ρών, το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και 
προστέθηκαν 5 ml θρεπτικού υλικού χωρίς ορό με ή χωρίς ροπιβακαΐνη και 
Zn(NC>3)2 . (0 , 0 .2 5 , 0 .5 ,  1, 2 ,  3 και 5 m M  ροπιβακαΐνης και 15 μΜ  Ζ η (Ν θ 3) 2)  και 
τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 8  ώρες στους 3 7 ° C , 5 %  C O 2 .

Χαμηλού μοριακού βάρους γενομικό D N A  απομονώθηκε από επικολλημένα  
και αιωρούμενα στο θρεπτικό υλικό κύτταρα (S u gik i e t a l., 2 0 0 0 ) .  Περιληπτικά, 
αιωρούμενα κύτταρα στο θρεπτικό υλικό συλλέχθηκαν σε 15 m l σωλήνα F a lc o n  
και διατηρήθηκαν σ ε πάγο. Τα επικολλημένα κύτταρα εκπλύθηκαν 2  φ ορές με 
P B S -lm M  E D T A  ρ Η 8 .0  και τα εκπλύματα προστέθηκαν στον σωλήνα F a lc o n . Τα  
επικολλημένα κύτταρα, συλλέχθηκαν σ ε 1 ,5  m l P B S -lm M  E D T A  ρ Η 8 .0  με ειδικό  
σιλικονούχο υλικό (ru b b er p olicem an ) στον σωλήνα F a lco n  μαζί με τα 

.  αιωρούμενα κύτταρα και φυγοκεντρήθηκαν στις 2 0 0 0  rpm  στους 4 ° C . Τ ο  
κυτταρικό ίζημα εναιωρήθηκε σε 1 ml P B S -lm M  E D T A  pH 8 .0 ,  μεταφέρθηκε σ ε  
σωλήνες ep p en d orff και επαναφυγοκεντρήθηκε σε μικροφυγόκεντρο στις 6 5 0 0  
rpm στους 4 °C . Τ ο  κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σ ε 1 0 0  μΐ ψυχρού  
ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης D N A  (D N A  lysis b u ffer), αφέθηκε για 5 -1 0  
λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε για 2 0  λεπτά στις 1 3 0 0 0  rpm  στους 4 °C . Τ ο  
υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε ένα καθαρό αποστειρωμένο σωλήνα ep p en d o rff και 
επωάστηκε διαδοχικά με 2  m g/m l ΙΙΝάση Α  για 2  ώ ρες στους 3 7 °C  και με 2 5 0  
pg/m l πρωτεϊνάσης Κ  για 2  ώρες στους 3 7 °C . Μ ετά τις επωάσεις, προστέθηκαν 
2 0  μΐ 5 Μ N aC l και 1 2 0  μΐ ισοπροπανόλης και τα δείγματα διατηρήθηκαν στους - 
2 0 °C  όλη τη νύχτα για την κατακρήμνιση του D N A . Μ ετά από φυγοκέντρηση  
στις 1 3 0 0 0  rpm  στους 4 °C  για 2 0  λεπτά, το D N A  εκπλύθηκε με 7 0 %  αιθανόλη και 
το ίζημα του D N A  αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 2 0  λεπτά για να 
στεγνώσει. Στη συνέχεια εναιωρήθηκε σ ε 2 0  μΐ ρυθμιστικό διάλυμα 1 Χ Τ Ε  ρ Η 7 .4 .

Τα δείγματα του D N A  αναλύθηκαν σ ε 1 .6 %  πηκτή αγαρόζης που π εριείχε  
0 .5  pg/m l βρωμιούχο αιθίδιο σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης D N A  
0 .5 Χ Τ Β Ε  σε τάση 7 0 V  για 3 ώρες. T o  D N A  ανιχνεύθηκε κάτω από λάμπα 
υπεριώδους ακτινοβολίας, U V  και φωτογραφήθηκε (παρ. 3 .2 ) .

3 : ΑΠ Ο Μ Ο ΝΩ ΣΗ Κ Α Ι ΑΝ ΑΛ ΥΣΗ Ν Ο Υ Κ Λ ΕΪΚ Ω Ν  Ο ΞΕΩ Ν

Ρυθιιιστικό διάλυιια εκνύλιστκ D N A  (D N A  lvsis bufferV. 10  m M  T ris-C l p H 7 .4 , 
10 m M  E D T A  p H 8 .0 , 0 .5 %  T riton  X - 1 0 0
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Β )  ΗΛ ΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ N O ΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

3 .2  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  σ ε π ηκτή αγαρόζης

Η  ηλεκτροφόρηση του πλασμιδιακού D N A  σε πηκτή αγαρόζης έγινε για να γίνει 
έλεγχος των πλασμιδιακών φορέω ν έκφρασης (παρ. 2 .8 )  ώστε να επιβεβαιωθεί ότι 
είναι οι ορθές κατασκευές και ότι περιλαμβάνουν τα επιθυμητά γονίδια μετά την 
απομόνωση τους από βακτηριακές καλλιέργειες. Η  ηλεκτροφόρηση χαμηλού 
μοριακού βάρους γενομικού D N A  πραγματοποιήθηκε για να εκτιμηθεί ο βαθμός 
της απόπτωσης των κυττάρων μετά από έκθεση σε διάφορους παράγοντες 
(ροπιβακαΐνη και Ζ η (Ν θ 3) 2)  σ ε συγκεκριμένες ποσότητες (0 -5  m M  ροπιβακάΐνης, 
και 15 μΜ  Zn(NC>3) 2)  και για ορισμένα χρονικά διαστήματα (4 8  ώρες).

Η  ηλεκτροφόρηση του D N A  γίνεται σε πηκτή αγαρόζης σε ρυθμιστικό 
διάλυμα 0 .5 Χ Τ Β Ε  (0 .0 4 4 5  Μ  T ris , 0 .0 4 4 5  Μ  βορικό οξύ, 0 .0 0 1  Μ  E D T A ). Το  
μοριακό βάρος των τμημάτων του D N A  προσδιορίζεται με τη χρήση βρωμιούχου 
αιθιδίου, το οποίο παρουσία υπεριώ δους ακτινοβολίας επιτρέπει τον εντοπισμό 
των τμημάτων του D N A  στην πηκτή αγαρόζης. Η κινητικότητα μορίων D N A  σε 
πηκτή αγαρόζης εξαρτάται από τις εξής παραμέτρους: α) από το μέγεθος τους β) 
τη μορφή τους (ευθύγραμμα, κυκλικά υπερελικωμένα, κυκλικά με εγκοπές) και 
γ) από την περιεκτικότητα της πηκτής σε αγαρόζη.

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οριζόντιες πηκτές αγαρόζης 1%  σε 
0 .5 Χ Τ Β Ε  για την ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακού D N A  και πηκτές αγαρόζης 1 .6%  
σε 0 .5 Χ Τ Β Ε  για την ηλεκτροφόρηση χαμηλού μοριακού βάρους γενομικού D N A . 
Η  στερεά αγαρόζη σε 0 .5 χ Τ Β Ε  θερμάνθηκε σε φούρνο μικροκυμάτων έως 
βρασμού και αφέθηκε να ψυχθεί σ ε θερμοκρασία 5 0 -5 6 ° C  πριν την προσθήκη 
βρω μιούχου αιθιδίου σ ε τελική συγκέντρωση 0 .5  pg/m l. Τ ο  διάλυμα αγαρόζης 
τοποθετήθηκε σ ε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης και εισήχθηκε στο διάλυμα 
ένα κατάλληλο χτενάκι για τη δημιουργία επίπεδης πηκτής με υποδοχές 
( ‘πηγαδάκια’ ). Μ ετά  το πολυμερισμό της αγαρόζης και το σχηματισμό της πηκτής 
(g e l) , προστέθηκε ο απαραίτητος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος 0 .5 Χ Τ Β Ε  ώστε 
να καλυφθεί η πηκτή αγαρόζης και τα δείγματα τοποθετήθηκαν στις υποδοχές 
( ‘πηγαδάκια’) της πηκτής αφού αναμείχθηκαν σε αναλογία 1 : 1 0  με διάλυμα 
φόρτωσης δειγμάτων (sam p le  load in g b u ffer) για την κατακρήμνιση του D N A  και 
την παρακολούθηση της προόδου της ηλεκτροφόρησης (ολικός όγκος δειγμάτων 
2 5  μΐ). Μ αζί με τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν και μάρτυρες D N A  με γνωστά, 
κλιμακούμενα μοριακά βάρη όπως 1 kb D N A  ladder, L am b d a D N A -H in d  III 
d ig est και L am b d a D N A -B stE II  D igest (G ib co  B R L  L ife  T ech o lo g ies Inc.). 
Μ πορούν έτσι να υπολογιστούν προσεγγιστικά τα μοριακά βάρη των προς έλεγχο 
τμημάτων του D N A .

Η ηλεκτροφόρηση διεξήχθη σ ε θερμοκρασία δωματίου σε οριζόντια 
συσκευή ηλεκτροφόρησης και σύνδεσης της συσκευής με τροφοδοτικό σταθερής 
τάσης 7 0 - 1 2 0  v o lt (τροφοδοτικό C o n so rt) για 2 -3  ώρες. Η  πηκτή αγαρόζης 
παρατηρήθηκε σ ε συσκευή υπεριώ δους ακτινοβολίας για την πρόοδο της 
ηλεκτροφόρησης και τον υπολογισμό του μεγέθους των τμημάτων του D N A  
καθώς επίσης και για φωτογράφηση. Να σημειωθεί ότι επειδή το βρωμιούχο 
αιθίδιο αποτελεί μεταλλαξογόνο παράγοντα η χρήση του γίνεται σύμφωνα με τους 
θεσμοθετημένους κανόνες ασφαλείας. Έ τ σ ι, ο χειρισμός της πηκτής αγαρόζης 
που περιέχει τον παράγοντα αυτό, πρέπει να γίνεται με γάντια.
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ΙΟ χΤ Β Ε (T ris -B o ra te /E D T A  b u ffer): 8 9 0  m M  T ris, 8 9 0  m M  Βορικό οξύ, 2 0  m M  
E D T A
1 ΟχΔιάλυαα (οόοτωστκ δενγιιάτων (S am p le  loading b u ffer): 5 0 %  γλυκερόλη, 
(αποστειρωμένη σε δις-απεσταγμένο ν ερ ό ), 1 m M  E D T A  pH 8 .0 , 0 .4 %  κυανούν 
της βρωμοφαινόλης (B rom o p h en o l blue), 0 .4 %  xy len e  cy an o l F F  10  m g /m l 
Βρωμιούχό αιθίδιο σ ε αποστειρωμένο δις-απεσταγμένο νερό

4: Α Π Ο Μ Ο Ν Ω Σ Η  Κ Α Ι Α Ν Α Λ  Υ Σ Η  Π Ρ Ω Τ Ε ΪΝ Ω Ν  

• «
4.1 Απομόνωση κυτταρικών εκχυλισμάτων για την ανάλυση πρωτεϊνών

*

Κύτταρα H aC aT , H aC aT n eo , H a C a T B c l-2 /2 , H a C a T A p o J/2 , και H a C a T N E P  στα 
οποία χορηγήθηκε ροπιβακαΐνη και Zn(NC>3 )2  όπως ακριβώς περιγράφηκε 
παραπάνω (παρ. 1 .6 ) χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση κυτταρικών 
εκχυλισμάτων, σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους που έχουν περιγράφει 
(S am b o o k , 1 9 8 9 ) .

Περιληπτικά, τρυβλία των 10  cm  εκπλύθηκαν αρχικά δύο φ ορές με 5 m l 
ψυχρής P B S -lm M  E D T A  pH 8 .0 , στη συνέχεια προστέθηκε 1 .0  m l ψυχρής P B S -  
lm M  E D T A  pH 8 .0  και τα κύτταρα συλλέχθηκαν με ειδικό σιλικονούχο υλικό  
(rubber p o licem an ) σε σωλήνα eppendorff. Τ ο  εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 
6 5 0 0  rpm  για 2 '  στο ψυχρό θάλαμο (cold  ro o m ) και το υπερκείμενο αφαιρέθηκε. 
Κατόπιν προστέθηκαν 1 0 0 - 1 5 0  μΐ διαλύματος R IP A  το οποίο περιείχε αναστολείς 
πρωτεασών, ομογενοποιήθηκαν με δίνη (v o rte x ) και το μίγμα παρέμενε στον πάγο 
για 3 0  λεπτά. Α κολούθησε ανάδευση με δίνη (v o rte x ) για περίπου 1 λεπτό και 
φυγοκέντρηση στις 1 3 0 0 0  rpm  για 3 0  λεπτά στους 4 ° C . Τ ο  υπερκείμενο  
μεταφέρθηκε σε καθαρό, αποστειρωμένο σωλήνα ep p en d o rff και μικρή ποσότητα  

• των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης 
πρωτεΐνης με το αντιδραστήριο B io -R ad  Protein  A ssay  D y e R eag en t C o n cen trare  
της B iorad , για τον ποσοτικό προσδιορισμό με τη μέθοδο B rad fo rd  (παρ. 4 .2 ) .  Τα  
δείγματα χωρίστηκαν σ ε μικρότερα (aliquots) των 2 5  μΐ και προστέθηκε ΧΛ του 
όγκου 4Χδιά λυμ α  πρωτεϊνικού δείγματος (P rotein  L o ad in g  b u ffer) και τα 
εκχυλίσματα διατηρήθηκαν στους -4 0 °C  μέχρι την περαιτέρω χρήση τους.

R IP A : 1 5 0  m M  N a C l, 5 0  m M  T ris-C l, pH 7 .5 ,  1%  N P -4 0 , 1%  S D S , 1 m M  E D T A  
p H 8 .0  και 0 .5 %  δεοξυχολικό άλας του νατρίου (N a  D e o x y ch o la te ) το οποίο  
περιείχε Im M  D ith iothreitol (D T T ) και αναστολείς πρωτεασών -1 pg/m l 
πεψιστατίνη (p ep statin ), 1 p g /m l λευπεψίνη (leupeptin), 1 m M  P M S F  και 1 m M  
ορθοβαναδικό άλας του νατρίου.

4χΔιάλυιια πρωτεϊνικού δείγαατος (P rotein  L o ad in g  b u ffer): 2 5 0  m M  T ris-C l pH
6 .8 , 4 0 %  γλυκερόλη, 8 %  S D S , 2 .8  Μ  β-μερκαπτοαιθανόλη και 0 .2 %  κυανούν της 
βρωμοφαινόλης

4.2 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford

Η μέθοδος B rad ford  στηρίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής C o o m assie  B rillian t 
B lue G -2 5 0  να αλλάζει χρώμα όταν συνδέεται με πρωτεΐνες σε αραιά όξινα  
διαλύματα. Μ ε την αλλαγή του χρώματος μετατοπίζεται το μέγιστο απορρόφησης 
της χρωστικής από τα 4 6 5  στα 5 9 5 n m . Η απορρόφηση του συμπλόκου  
πρωτεΐνης-χρωστικής παρακολουθείται σε φωτόμετρο στα 5 9 5 n m .
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Γ ια  τον ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών όγκος πρωτεϊνικού δείγματος 
5 μΐ μεταφέρθηκε μαζί με 7 9 5  μΐ απεσταγμένου νερού σε μικροφυγοκεντρικό 
σωλήνα. Στον ίδιο σωλήνα προστέθηκαν 2 0 0  μΐ αντιδραστηρίου B io -R a d  Protein  
A ssa y  D y e  R e a g e n t C o n cen trare  (B io -R a d ) και αφού το περιεχόμενο αναδεύτηκε 
καλά, επωάστηκε για πέντε λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Η  απορρόφηση του 
μείγματος πρωτεΐνης-χρωστικής μετρήθηκε στα 5 9 5 n m  σε φασματοφωτόμετρο 
(S H IM A D Z U  U V - 1 6 0 1 ) .  Η  αναγωγή της απορρόφησης σε ποσότητα πρωτεΐνης 
στο δείγμα έγινε με τη χρησιμοποίηση πρότυπης καμπύλης αναφοράς που 
κατασκευάστηκε μ ε διαλύματα γνωστών ποσοτήτων B S A  (S igm a).

4 .3  Η λ εκ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  π ρ ω τεϊν ώ ν

Μ ε την ηλεκτροφόρηση πηκτής S D S -πολυακρυλαμιδίου επιτυγχάνεται ο 
διαχωρισμός των πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος. Τ ο  ακρυλαμίδιο 
πολυμερίζεται με μηχανισμό ελευθέρω ν ριζών μετά από προσθήκη υπερθειικού  
αμμωνίου και T E M E D  και δημιουργεί τριδιάστατο δίκτυο. Ο σύνδεσμος των 
αλυσίδων του ακρυλαμιδίου για τη δημιουργία του δικτύου είναι το Ν , Ν -  
μεθυλεν-δις-ακρυλαμίδιο. Η  προσθήκη του ανιονικού απορρυπαντικού SD S  
(δωδεκακυλικό θειικό νάτριο) έχει ως αποτέλεσμα τη δέσμευση S D S -πρωτεϊνών 
και προσδίδει στα μόρια καθαρό αρνητικό φορτίο ανάλογο με τη μάζα τους. Έ τσ ι 
η κινητικότητα των πρωτεϊνών πάνω στην πηκτή είναι αντίστροφος ανάλογη του 

μοριακού τους βάρους.
Η  ηλεκτροφόρηση έγινε με τη μέθοδο του L aem m li ( 1 9 7 0 )  σε σύστημα 

κάθετων γυάλινων πλακών (S am b o o k , 1 9 8 9 ) . Η πηκτή αποτελείται από δύο μέρη: 
Α πό την πηκτή επιστοίβαξης με μεγάλο μέγεθος πόρων και την πηκτή 
διαχωρισμού με μικρότερο μέγεθος πόρων. Τ α  πρωτεϊνικά μόρια διαπερνούν 
γρήγορα την πρώτη συσσω ρεύονται σ ε μια λεπτή στιβάδα και εισέρχονται 
ταυτόχρονα στη δεύτερη πηκτή όπου και γίνεται ο διαχωρισμός. Η  αναλογία 
όγκων πηκτής διαχωρισμού: πηκτή επιστοίβαξης είναι ~ 5 :1 .

Για  το διαχωρισμό των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή S D S - 
πολυακρυλαμιδίου (S D S -P A G E ) παρασκευάσθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν οι 
ακόλουθες πηκτές S D S -P A G E : 1 0 %  για την ανάλυση της κλαστρίνης/A p o J , 15 %  
για το B c l -2  και 8 %  για την πολυμεράση της πολυ-A D P  ριβόζης (P o ly -A D P  
rib o se  p o ly m e ra se ; P A R P )  και της Ν Ε Ρ , σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους που 
έχουν περιγράφ ει (S a m b o o k , 1 9 8 9 ) .

Η  ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή S D S -πολυακρυλαμιδίου (S D S -P A G E )  
πραγματοποιήθηκε σ ε μικρή διπλή συσκευή (M in i-P rotean  gel electrop h oresis  

lan k ; B io -R a d  L a b o ra to rie s , U S A )

Ό γ κ ο ι π η κ τή ς επ ισ το ίβ α ξη ς (για  δύο π η κ τές; 1 0  m l)

Δ ιά λυ μ α Ό γκος
(m l)

Τ  ελική  
συγκέντρω ση

Α π οσ τειρω μένο ddPLO 6 .8 4

3 0 %  μίγμα ακρυλαμιδίου 1.7 5 %  w /v

( 2 9 .2 %  ακρυλαμίδιο, 0 .8 %  δις-ακρυλαμίδιο)

1 .0  Μ  T ris ρ Η 6 . 8 1 .25 0 .1 2 5  Μ

1 0 %  S D S 0 .1 0 . 1 %

1 0 %  υπερθειικό αμμώνιο 0 .1 0 . 1 %

T E M E D 0 .0 1

Τ ελ ικ ό ς  όγκος (m l) 1 0
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Ό γκ οι πη κτώ ν δια χω ρισ μ ού (για δύο π η κ τές: 2 0  m l)

Π ηκτή Διάλυμα Ό γ κ ος
(m l)

Τ ελ ικ ή
συγκέντρω σ η

8 %  . Αποστειρωμένο ddEfeO 9 .3
3 0 %  μίγμα ακρυλαμιδίου 5 .3 8 %  w /v

(2 9 .2 %  ακρυλαμίδιο, 0 . 8  δις-ακρυλαμίδιο)
1.5 Μ  T ris ρ Η 8 . 8 5 .0 0 .3 7 5  Μ

• 4 1 0 %  SD S 0 . 2 0 . 1 %

1 0 %  υπερθειικό αμμώνιο 0 . 2 0 . 1 %

T E M E D 0 . 0 1 2

Τ ελ ικ ό ς όγκος (m l) 2 0

1 0 % Α ποστειρωμένο d d lh O 7 .9
3 0 %  μίγμα ακρυλαμιδίου 6 .7 1 0 %  w /v

(2 9 .2 %  ακρυλαμίδιο, 0 .8  δις-ακρυλαμίδιο)
1.5 Μ  T ris ρ Η 8 . 8 5 .0 0 .3 7 5  Μ

1 0 %  SD S 0 . 2 0 . 1 %

1 0 %  υπερθειικό αμμώνιο 0 . 2 0 . 1 %

T E M E D 0 .0 0 8
Τ ελ ικ ό ς  όγκος (m l) 2 0

1 5 % Α ποστειρω μένο ddH 2 0 4 .6

3 0 %  μίγμα ακρυλαμιδίου 1 0 1 0 %  w /v

(2 9 .2 %  ακρυλαμίδιο, 0 . 8  δις-ακρυλαμίδιο)
1 .0  Μ  T ris pH  6 . 8 5 .0 0 .3 7 5  Μ

1 0 %  SD S 0 . 2 0 . 1 %

1 0 %  υπερθειικό αμμώνιο 0 . 2 0 . 1 %
T E M E D 0 .0 0 8
Τ ελ ικ ό ς  όγκος (m l) 2 0

Το μίγμα αφέθηκε να πολυμερισθεί με την προσθήκη T E M E D  σ ε  
θερμοκρασία δωματίου για 2 0 - 3 0  λεπτά. Τα  πρωτεϊνικά δείγματα ( - 1 0 0  μg  
πρωτεΐνης) θερμάνθηκαν για 1 0  λεπτά στους 1 0 0 ° C , φορτώθηκαν στην πηκτή και 
η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε 1 0 0 V  σ ε διάλυμα ηλεκτροφόρησης για 
- 2  ώρες. Ω ς δείκτες των μοριακών βαρών των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε ένα  
πρότυπο έγχρωμο μίγμα πρωτεϊνών (K ale id o sco p e  prestained standards; B io -R a d  
L ab oratories, U S A ) που περιείχε: μυοσίνη 1 9 9  k D a (μ π λε), β-γαλακτοσιδάση 1 3 3  
kD a (πορφ υρό), λευκωματίνη ορού μόσχου 6 7  k D a (πράσινο), ανθρακική  
ανυδράση 4 0 .1  k D a (β ιο λ ετί), αναστολέας θρυψίνης από σόγια 3 1 .6  k D a  
(πορτοκαλί), λυσοζύμη 1 8 .5  k D a (κόκκινο) και απροτινίνη 7.1 kD a (μπλε).

Διάλυιια τιλεκτροφόοησης πρωτεϊνών ( I X  T ris-^A o K iv n /S D S ):
2 5  m M  T ris, 2 5 0  m M  γλυκίνη, 0 .1 %  SD S

4 .4  Ανάλυση π ρ ω τεϊν ώ ν  μ ε ανοσο-αποτύπω μα κατά W e s te r n  (W e s te r n  b lo t)

Η προσπάθεια διαχωρισμού και ανίχνευσης συγκεκριμένων πρωτεϊνών έγινε με  
ηλεκτροφόρηση σ ε S D S -πηκτή πολυακρυλαμιδίου, μεταφορά σ ε μεμβράνη  
νιτροκυτταρίνης και ανίχνευση με τη χρήση αντισωμάτων (ανοσο-αποτύπωμα  
κατά w estern).
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Μ ετά  την ηλεκτροφόρηση σε I X  ρυθμιστικό διάλυμα T ris-γλυκίνης που 
π εριείχε S D S , ο ι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης σε I X  
ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών για όλη τη νύχτα ( > 1 6  ώ ρες) στους 
4 °C  και τάση 3 5 V  σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους (Sam book et al., 1 9 8 9 ).

Μ ετά την μεταφορά των πρωτεϊνών, οι μεμβράνες εποιάστηκαν για 3 οορες 
σ ε 5 %  άπαχο γάλα σκόνη ελεύθερο λιπιδίων διαλυμένο σε P B S  το οποίο, άλλοτε 
π εριείχε 0 .0 5 %  T w e e n -2 0 , άλλοτε όχι (5 %  b lock in g  solution). Στην συνέχεια οι 
μεμβράνες επωάστηκαν με το πρώτο αντίσωμα σ ε 5 %  blocking solution. Τα  
αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: Γ ια  την A p o J, goat anti-hum an A p o J, 
1 :1 5 0 0  (S a n ta C ru z , s c - 6 4 1 9 ;  Κ λώ νος C -1 8 ) ,  για την B c l-2 , m ouse anti-hum an  
B c l -2 ,  1 :5 0 0  (B D  T ran sd u ctio n  L ab o rato ries, 6 1 0 5 3 8 )  ή m ouse m onoclonal anti
hum an B c l -2  (S a n ta C ru z , s c -5 0 9 ) ,  για την P A R P , m ouse anti-hum an P A R P , 
1 :1 0 0 0  (B D  P h arm in g en , 5 5 6 3 6 2 ) ,  και η επώαση έγινε για 2  ώ ρες σ ε θερμοκρασία  
δωματίου. Γ ια  τη N E P /C D 1 0 , το αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν το, rabbit 
p o ly clo n al an ti-h u m an  Ν Ε Ρ , 1 :5 0 0  (S an ta  C ru z, s c -9 1 4 9 ) ,  και η επώαση έγινε για 
όλη τη νύχτα σ ε περίπου 4 °C . Ο ι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές από 10 λεπτά με 
P B S  που π εριείχε 0 .0 5 %  T w e e n -2 0  (το διάλυμα P B S  για τη Ν Ε Ρ  δεν περιείχε 
0 .0 5 %  T w e e n -2 0  ). Στη συνέχεια εκτέθηκαν στα δεύτερα αντισώματα: donkey  
a n ti-g o a t Ig G -H o rse  R ad ish  P e ro x id a se  (H R P ) για την A p oJ σε αναλογία 1 :2 0 0 0 ,  
g o at-an ti m o u se  Ig G -H R P  για την B c l -2  και την P A R P  σε αναλογία 1 :1 0 0 0  και 
g o a l a n ti-R ab b it Ig G -H R P  για την Ν Ε Ρ  επίσης σ ε αναλογία 1 :1 0 0 0  και σε 5 %  
b lo ck in g  solu tion  για 1 .5 - 2  ώ ρες. Τ έλος ο ι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές από 
10  λεπτά με P B S  που π εριείχε 0 .0 5 %  T w e e n -2 0  (το διάλυμα P B S  για τη Ν Ε Ρ  δεν 
π εριείχε 0 .0 5 %  T w e e n -2 0  )  και στη συνέχεια αναπτύχθηκαν σε σκοτεινό θάλαμο 

χρησιμοποιώντας το P ie rce  S u per Signal W e st P ico  C h em ilu m in escen ce kit 
(P ie rc e , U S A ) ή το E C L  (A m ersh am  In t.), σύμφωνα με τις οδηγίες των 
κατασκευαστών, και εκτέθηκαν σ ε φιλμ K o d a k -X O M A T  A R . 1

1 χΡυθιιιστικό διάλυμα ιιεταφοράς πρωτεϊνών (T ran sfer blotting b u ffer):
0 .0 0 2 5  Μ  T ris , 0 .1 9 2  Μ  γλυκίνη, 2 0 %  μεθανόλη

5 :  ΕΙΣΑ ΓΩ ΓΗ  ΓΟΝΙΔΙΩ Ν Σ Ε  ΚΥΤΤΑΡΑ ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ

5 .1  Φ ο ρ είς  έκ φ ρ α σ η ς (e x p re s s io n  v e c to r s )

Ο ι φ ορείς έκφρασης που χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση των κυττάρων 
H a C a T  ήταν: ο p c D N A 3 .1 B  (In v itro g en ), ο p cD N A B c l-2 , ο p cD N A A p o J και ο 
p R c /C M V -N E P  τα οποία φ έρουν το γονίδιο της φωσφομεταφοράσης της 
νεομυκίνης (n e o ), που επ ιφ έρει ανθεκτικότητα στα διαμολυσμένα κύτταρα στο 
συνθετικό αντιβιοτικό G 4 1 8 . T o  p c D N A B c l-2  φ έρει επιπλέον το 0 .8  kb 
ανθρώπινο αντι-αποπτωτικό γονίδιο B c l-2  στη θέση X h o l του p cD N A 3.1  
(O d a jim a  et a l ., 2 0 0 0 ) ,  το p cD N A A p o J φ έρει επιπλέον το 1 .65  kb ανθρώπινο 
γονίδιο της κλαστρίνης/απολιπρωτεϊνης J (A p o J) στη θέση B am H I του 
p c D N A 3 .1 B  (P etro p o u lo u  c t a l., 2 0 0 1 )  (σχήμα II 1) και το p R c/C M V -N E P  φέρει 

επιπλέον το 2 .2  kb γονίδιο της Ν Ε Ρ  του κουνελιού στη θέση E co R V  (σχήμα II 2 )  
(L a n c to t C . e t al 1 9 9 5 )  T o  p c D N A B c l-2 , το p cD N A A p o J και το p R c/C M V -N E P  
ήταν ευγενείς προσφ ορές των D r. Ilaru M atsu m u ra, O saka U niversity  M edical 
S ch o o l, Ja p a n , Δ ρ . Ευσταθίου Γκόνου, Εθνικό Ίδρυμα Ερευνώ ν και D r Guy  
B o ile a u , U n iv ersity  o f  M o n treal, C an ad a, αντίστοιχα.
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5*2 Διαμόλυνση κερατινοκυττάρων HaCaT

Η διαμόλυνση των κυττάρων H aC aT  πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της 
πολυβρίνης-διμεθυλοσουλφοξειδίου (p o ly b ren e-D M S O ), όπως περιγράφηκε 
λεπτομερώς προηγουμένως (G on os and Spandidos, 1 9 9 3 ) . Η μέθοδος βασίζεται 
στο γεγονός ότι οι κυτταρικές επιφάνειες και το πλασμιδιακό D N A  είναι αρνητικά  
φορτισμένα και η προσθήκη του πολυκατιόντος της πολυβρίνης διευκολύνει την 
προσρόφηση του D N A  στις κυτταρικές επιφάνειες. Στη συνέχεια η προσθήκη του  
D M S O  διευκολύνει το άνοιγμα των μεμβρανικών πόρων με αποτέλεσμα το D N A  
να εισέρχεται μέσα στα κύτταρα και να ενσωματώνεται στο γενομικό D N A , μετά' 

την προσθήκη αντιβιοτικού (Π ίεση επιλογής; S electio n  p ressu re).
Περιληπτικά, κύτταρα H aC aT  σε πλήρες ταπήτιο θρυψινοποιήθηκαν και 

καλλιεργήθηκαν σ ε χαμηλή πυκνότητα ( 1 - 2  x  ΙΟ6) ανά 1 0  cm  τρυβλία  
καλλιέργειας σ ε εμπλουτισμένο D M E M  θρεπτικό υλικό για 2 4  ώ ρες. Την επόμενη  
μέρα το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και προστέθηκαν 2 .5  m l εμπλουτισμένου  
θρεπτικού υλικού D M E M  που περιείχαν 8  p g/m l πολυβρίνη (p o ly b ren e) (S ig m a  
C h em ical C o .)  και 15 p g/m l πλασμιδιακού D N A  (p c D N A 3 .1 B , p c D N A /B c l-2 ,  
p cD N A /A p o J και p R c /C M V -N E P ) (Μ έσ ο  διαμόλυνσης; T ran sfectio n  m ed iu m )  
και τα κύτταρα επωάστηκαν στους 3 7 ° C , 5 %  C O 2 για 6  ώ ρες. Κ ά θε τριάντα λεπτά  
γινόταν ελαφρά ανακίνηση των τρυβλίων (3 - 4  φ ορές) καθ’ όλη τη διάρκεια της 
επώασης των κυττάρων με το D N A , ούτως ώστε το D N A  να κατανεμηθεί 
ομοιόμορφα πάνω από όλα τα κύτταρα. Μ ετά την πάροδο των 6  ω ρώ ν το 
θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και τα κύτταρα επωάστηκαν με 5  m l 
εμπλουτισμένου θρεπτικού υλικού D M E M  που περιείχαν 3 0 %  διμεθυλο- 
σουλφοξείδιο (D M S O , tissue culture g rad e; S ig m a C h em ical C o .)  (Μ έσ ο  
καταπληξίας ή σοκ; S h ock  m edium ) για 4  λεπτά σ ε θερμοκρασία δωματίου, μέσα  

• στην εστία κυτταροκαλλιέργειας κάθετης νηματικής ροής. Στην σ υνέχεια  το 
• θρεπτικό υλικό που περιείχε D M S O  αναρροφήθηκε και τα κύτταρα εκπλύθηκαν 

δύο φ ορές με 10 m l D M E M  που περιείχε αντιβιοτικά και γλουταμίνη, χω ρίς ορό. 
Μ ετά την έκπλυση των κυττάρων, προστέθηκαν 1 0  m l εμπλουτισμένου θρεπτικού  
υλικού D M E M  και τα κύτταρα επωάστηκαν στους 3 7 ° C , 5 %  C O 2 για 4 8  ώ ρες. 
Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και προστέθηκαν 10m l φ ρέσκου  
πλήρους θρεπτικού υλικού D M E M  και 5 0 0  p g/m l G 4 1 8  (Μ έσ ο  επιλογής; 
S electio n  M ed iu m ) ώ στε να επιλεγούν σταθεροί κλώνοι επιτυχώς διαμολυσμένοι 
με τους φορείς έκφρασης. Η  επιλογή των κυττάρων έγινε για τρεις εβδομάδες. Η  
αλλαγή του μέσου επιλογής των διαμολυσμένων κυττάρων επαναλαμβανόταν 

κάθε 3 -4  μέρες καθόλη τη διάρκεια επιλογής των κυττάρων παρουσία 5 0 0  μ g/m l 
G 4 1 8  ώστε να διασφαλιστεί η επιλογή των κυτταρικών κλώνων που  
υπερεκφράζουν τα εισαχθέντα γονίδια (G o n o s and Spandidos, 1 9 9 3 ) .  Μ ε  την 
ολοκλήρωση της διαδικασίας επιλογής, επιλέχθηκαν σταθεροί κυτταρικοί κλώ νοι 
και χαρακτηρίσθηκαν με ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή S D S -πολυακρυλαμιδίου (παρ.
4 .1  και 4 .2 )  και ανοσο-αποτύπωμα κατά w estern  (παρ. 4 .3 )  για την έκφραση των 
εισαχθέντων γονιδίων. Αποθέματα των σταθερά διαμολυσμένων κυττάρων  
H aC aT  παρασκευάσθηκαν και αποθηκεύτηκαν στο υγρό άζωτο (παρ. 1 .3 ).



66

pcDNAhApoJ

1.65 kb human clusterin/ApoJ

Xhol

Σχήμα Π  1. Φ ορείς έκφρασης της κλαστρίνης/απολιποπρωτεΐνης J  (clu sterin /A p oJ) 
και του B c l-2 . Ο ι φορείς έκφρασης pcD N A 3.1B  (Invitrogen), pcD N A Bcl-2 και 
pcD N A A poJ που χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση των κυττάρων H aCaT και την 
κατασκευή σταθερών κυτταρικών κλώνων HaCaTneo, H aCaTBcI-2 και HaCaTApoJ, 
αντίστοιχα. To p cD N A 3.1B  φέρει το γονίδιο neo ως μάρτυρα επιλογής το οποίο επιφέρει 
ανθεκτικότητα στο συνθετικό αντιβιοτικό G 418. T o pcDNAApoJ φέρει το γονίδιο neo και 
το πλήρες ανθρώπινο 1.65 kb A poJ cD N A  στη θέση BamHI του pcD N A 3.1B  
(Petropoulou et al., 2 0 0 1 ). T o  pcD N A B cl-2 φέρει το neo και το ανθρώπινο 0 .8  kb B cl-2  
cD N A  στην θέση X h o l του pcD N A 3 (Invitrogen) (Odajima et al., 2 0 0 0 ).

VV



pRc/CMV-NEP
2.2 kb rabbit NEPcDNA

EcoRV

\

Σχήμα Π 2. Φορέας έκφρασης της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ). Ο φορέας 
έκφρασης pRc/CMV-NEP χρησιμοποιήθηκε για τη διαμόλυνση των κυττάρων HaCaT. Το 
pRc/CMV-NEP φέρει το γονίδιο neo και το 2.2 kb γονίδιο της ΝΕΡ κουνελιού στη θέση 
EcoRV του pRc/CMV2 (Lanctot C. et al., 1995)
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III. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

L  Οι επιδράσεις τηςροπιβακαΐνης στον πολλαπλασιασμό και την 
απόπτωση των κεράτινο κυττάρων HaCaT: Ο ρόλος των αντί- 

αποπτώτικών γονιδίων κλαστρίνης/ApoJ και Bcl-2

1.1. Η ροπιβακαΐνη αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων H aCaT
επάγοντας απόπτωση

Στά κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης 
(0 -5  m M ) σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 2 4  και 4 8  ώ ρες προκειμένου να  
μελετηθούν οι επιδράσεις της στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Ό πως φαίνεται στο 
Σχήμα III ΙΑ , η ροπιβακαΐνη προκάλεσε δοσο- και χρονο-εξαρτώμενη αναστολή της 
αύξησης των κυττάρων H a C a T . Η ανασταλτική επίδραση της ροπιβακαΐνης στον 
πολλαπλασιασμό των κυττάρων H a C a T  ήταν φανερή στις 2 4  ώ ρες και έγινε πιο 
έντονη μετά από 4 8  ώ ρες επώασης, προκαλώντας 5 0 %  μείωση του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού σε συγκέντρωση 2  m M  (Σχήμα III ΙΑ ) .

Η αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού από τη ροπιβακαΐνη οδήγησε 
στη μελέτη της κυτταρικής βιωσιμότητας που ήταν πιθανόν να επηρεάζεται επίσης 
από τη ροπιβακαΐνη. Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν 0 -5  m M  ροπιβακαΐνης για 4 8  
ώ ρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και εκτέθηκαν στην τεχνική αποκλεισμού με 
trypan blue. Η κυτταρική βιωσιμότητα μειώθηκε επίσης από τη ροπιβακαΐνη με δοσ ο- 
εξαρτώμενο τρόπο. Η έκθεση των κυττάρων H a C a T  σ ε 2  m M  ροπιβακαΐνης 
προκάλεσε ελάττωση της κυτταρικής βιωσιμότητας περίπου κατά 5 0 %  (Σχήμα III 
1Β ). Στα κύτταρα H a C a T  στα οποία χορηγήθηκε ροπιβακαΐνη κυρίως σ ε αυξημένες  

• συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν σημαντικές μορφολογικές αλλαγές χαρακτηριστικές 
αποπτωτικού φαινοτύπου.

Η απόπτωση χαρακτηρίζεται βιοχημικά από διάσπαση του D N A  σ ε πολλαπλάσια 
νουκλεοσωματικών τμημάτων των 1 8 0  ζευγών βάσεων. Για να μελετηθεί περαιτέρω  
η επαγωγή του κυτταρικού θανάτου από τη ροπιβακαΐνη και συγκεκριμένα πότε η 
ροπιβακαΐνη προκαλεί θραυσματοποίηση του D N A , απομονώθηκε D N A  από 
προσκολλημένα και αιω ρούμενα κύτταρα H aC aT , με και χωρίς ροπιβακαΐνη σε  
συγκέντρωση 0 -5  m M  για 4 8  ώ ρες, χωρίς ορό. Η χορήγηση ροπιβακαΐνης στα 
κύτταρα H aC aT  είχε σαν αποτέλεσμα τη δοσοεξαρτώμενη επαγωγή της 
νουκλεοσωμικής θραυσματοποίησης του D N A , παράγοντας μια κλίμακα D N A  (D N A  
ladder), που είναι χαρακτηριστική των κυττάρων τα οποία υφίστανται απόπτωση. Η  
επαγωγή της απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη στα κύτταρα H a C a T  ήταν εμφανής σε  
συγκεντρώσεις του 1 m M  και έγινε πιο έντονη σε συγκεντρώσεις ίσες ή μεγαλύτερες  
των 2  m M  ροπιβακαΐνης (Σχήμα III 2 Α ).

Γενετικές και βιοχημικές μελέτες έχουν δείξει οτι η δραστηριοποίηση των 
κασπασών κατά τη διάρκεια της απόπτωσης είναι μια στενά ρυθμιζόμενη διαδικασία, 
που έχει σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της κασπάσης-3, η οποία διασπά έναν 
αριθμό κυτταρικών πρωτεϊνών συμπεριλαμβανομένης και της π ο λ ύ -Α Π Ρ -ρ ιβ ο σ υ λ ο - 
πολυμεράσης (P A R P ) (H en g artn er, 2 0 0 0 ) .  Η ροπιβακαΐνη, σε συγκεντρώσεις πάνω 
από 1 m M , προκάλεσε τη διάσπαση της P A R P , γνωστού υποστρώματος της 
κασπάσης-3, από πολυπεπτίδιο των 1 15  kD σε τμήμα των 8 9  kD  (Σχήμα III 2 Β ).Λ 
Συγκεκριμένα ενώ στα μη-επεξεργασμένα κύτταρα H a C a T  μόνο η 1 1 8  kD a μή- 
διασπασμένη μορφή της P A R P  ανιχνεύθηκε με ανοσοαποτύπωμα, σ ε κύτταρα 
επεξεργασμένα με ροπιβακαΐνη πάνω από 1 m M  ανιχνεύθηκαν η 1 1 8  k D a μη-
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Ροπιβακαΐνη (mM)

Σ χ ή μ α  I I I  1 . Ο ι επιδράσεις της ροπιβακαΐνης στον πολλαπλασιασμό και στη βιωσιμότητα 
των κυττάρων H a C a T . (Α )  Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν 0 -5  m M  ροπιβακαΐνης για 2 4  
και 4 8  ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και μετρήθηκαν σε πλάκα N eubauer. Τα 
πειράματα επαναλήφθηκαν τρεις φ ορές με μετρήσεις εις διπλούν. Τα αποτελέσματα είναι ο 
μ έσος όρος ± S D  ( ρ < 0 ,0 5 ) .  ( Β )  Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν 0 -5 .0  m M  ροπιβακαΐνης 
για 4 8  ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και η κυτταρική βιωσιμότητα υπολογίστηκε με 
την τεχνική αποκλεισμού μ ε tryp an  blue.
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ΡοττιβακαΤνη HaCaT

Σχήμα III  2 . Δοσοεξαρτώ μενη επαγωγή της απόπτωσης των κυττάρων 
ροπιβακαΐνη. Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν 0 -5  m M  ροπιβακαΐνης 
θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. (A ) T o  D N A  απομονώθηκε από αυ 
προσκολλημένα κύτταρα, και αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σ ε 1 ,6 %  πτ 
(Β) Ο ι πρωτεΐνες που απομονώθηκαν από τα κύτταρα στα οποία έ  
ροπιβακαΐνης αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά W estern  για τη\ 
P A R P . Απεικονίζεται η μη-διχοτομημένη μορφή (1 1 5  k D a) και η 
διχοτομημένη μορφή (8 9  k D a) της P A R P .
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διασπασμένη μορφή και η 8 9  k D a πρωτεολυμένη μορφή της P A R P  σε συγκέντρωση 
πάνω από Im M  ροπιβακαΐνης (Σχήμα III 2 Β ) .  Επομένω ς η τεχνική ανάλυσης με 
T ry p an  b lu e, η θραυσματοποίηση του D N A  και η διάσπαση της P A R P , έδειξαν ότι η 
ροπιβακαΐνη επάγει την απόπτωση των κυττάρων H aC aT .

1.2. Η ροπιβακαΐνη μειορρυθμΐζει την κλαστρίνη/απολιποπρωτεΐνη J , μια 
πρωτεΐνη που εμπλέκεται στη κυτταρική επιβίωση κυττάρων θηλαστικών 
που εκτίθενται σε στρεσογόνους παράγοντες.

Μ ια  οδός μέσω  της οποίας τα αποπτωτικά ερεθίσματα επάγουν τον κυτταρικό 
θάνατο είναι η μειορρύθμιση της έκφρασης αντι-αποπτωτικών γονιδίων, μεταξύ των 
οποίων είναι μέλη της υπεροικογένειας της B c l -2  και η κλαστρίνη/απολιποπρωτεΐνη J  
(C lu /A p o J) . Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η έκφραση της C lu /A p o J, μιας 
πρω τεΐνης με αντι-αποπτωτικές ιδιότητες που εμπλέκεται στην κυτταρική επιβίωση. 
Α νάλυση με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  έδ ειξε ότι η χορήγηση ροταβακαΐνης στα 
κύτταρα H a C a T  για 4 8  ώ ρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό είχε σαν αποτέλεσμα την 
εμφανή μείωση των επιπέδων της C lu /A p o J, ειδικά σε δόσεις ροπιβακαΐνης 
μεγαλύτερες των 2  m M  (Σχήμα III 3 ) ,  καταδεικνύοντας ότι η μείωση της έκφρασής 
της, είναι δυνατόν να εμπλέκεται στην επαγωγή της απόπτωσης των κυττάρων 
H a C a T , από τη ροπιβακαΐνη.

1.3 Παραγωγή και χαρακτηρισμός κυττάρων H aCaT που υπερεκφράζουν την 
ανθρώπινη κλαστρίνη/ApoJ

Γ ια  να αναλυθεί περαιτέρω  ο ρόλος της C lu /A p o J και να συγκριθεί με την καλά 
γνωστή αντι-αποπτωτική δράση της B c l - 2  στην απόπτωση από διαφόρους 
παράγοντες στρες κατασκευάστηκαν με διαμόλυνση κυτταρικές σειρές H aC aT  που 
υπερεκφ ράζουν τον πρότυπο φορέα N e o , τη B c l - 2  ή τη C lu /A p o J. Διάφοροι κλώνοι 
κυττάρων ανθεκτικοί σ ε G 4 1 8 απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν για την έκφραση 
της C lu /A p o J και της B c l -2  με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  (Σχήμα III 4 ) . Το  
Σχήμα III 4 Α  δείχνει την έκφραση της C lu /A p o J στον κλώνο 2  (που στην συνέχεια 
αναφέρεται σαν H a C a T A p o J /2 ) . Τα διαμολυσμένα κύτταρα H a C a T  εκφράζουν την 
C lu /A p o J σ ε υψηλότερα επίπεδα από ότι τα αντίστοιχα μη-διαμολυσμένα και neo- 
διαμολυσμένα κύτταρα H a C a T  (Σχήμα III 4 Α ) .  Σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες 
σε σχέση με τις διάφορες μορφές της C lu /A p o J ανιχνεύθηκαν, μια διαχυτική διπλή 
ζώνη - 3 6 - 4 0  k D a που αντιπροσωπεύει τις α- και β-αλύσους 7 5 -8 0  kD a της 
εκκρινόμενης μορφής της C lu /A p o J (s C lu /A p o J), λόγω της αναγωγής στα κατάλοιπα 
A sp 227-S e r 228 και μια ζώνη 6 0  k D a που αντιπροσωπεύει την ενδοκυττάρια μορφή της 
C lu /A p o J  (c C lu /A p o J)  η οποία δεν εκκρίνεται αλλά γλυκοζυλιώνεται ενδοκυττάρια 
παράγοντας τελικά την τελική sC lu /A p o J (T ro u g ak o s and G onos 2 0 0 2 ,  Petropoulou et 
al., 2 0 0 1 ) .  Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα III 4 Β ,  ενώ καμία έκφραση της πρωτεΐνης B c l-2  
δεν εντοπίζεται στα κύτταρα H a C a T  και H a C a T N e o , ο κλώνος 2  των κυττάρων 
H a C a T  που είναι διαμολυσμένα με το Bcl-2 (που στη συνέχεια αναφέρεται σαν 
H a C a T  B c l - 2 /2 )  εκφ ράζει τη πρωτεΐνη B c l -2  μοριακού βάρους 2 6  kD a σε πολύ 

υψηλά επίπεδα.



Ρ ο π ιβ α κ α & η

mM:.
HaCaT

Κλαστρίνη/
ApoJ

-60 kDa
( c C lu /A p o J )

ί=36-40 kDa
(s C lu /A p o J )

" β -α κ τίνη

Σ χήμ α  II I  3 .  Η ροπιβακαΐνη μειορρυθμίζει την έκφραση της C lu /A p o J στα 
κύτταρα H aC aT . Εκχυλίσματα όλων των πρωτεϊνών απομονώθηκαν από κύτταρα  

* στα οποία χορηγήθηκαν 0 -5  m M  ροπιβακαΐνης για 4 8  ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό  
χωρίς ορό και αναλύθηκαν με αποτύπωμα κατά W estern  για την έκφραση της 
C lu /A p oJ και της β-ακτίνης. Απεικονίζεται η ενδοκυτταρική ( 6 0  k D a) και η 
εκκρινόμενη μορφή ( 7 5 - 8 0  kD ) της κλαστρίνης/A p o J σαν μια διπλή μπάντα - 3 6 -  
4 0  kD , που αντιπροσωπεύει τις α- και β - αλύσους της πρωτεΐνης, κάτω από 

συνθήκες αναγωγής.
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A  HaCaT

4__ 60 k D a

(c C lu /A p o J)

♦ —13 6 -4 0  k D a  

(s C lu /A p o J)

_  β-ακτίνη

Control Neo ApoJ/2

__ HaCaT
Control Neo Bcl-2/2

2 6  k D a  

B c l-2

Σ χ ή μ α  I I I  4 .  Υ περέκφ ραση της ανθρώπινης C Iu /A p o J και B c l -2  σε διαμολυσμένα 
κύτταρα H a C a T . Τ α  κύτταρα H aC aT , διαμολύνθηκαν με τα πλασμίδια p cD N A 3 .1 B , 
p c D N A 3 .1 /h A p o J  και p c D N A 3 .1 /h B c l-2 , τα οποία φέρουν τα ανθρώπινα cD N A  της 
C lu /A p o J και της B c l -2 ,  αντίστοιχα, και επιλέχτηκαν σε G 4 1 8  προκειμένου να παραχθούν 
σταθερά διαμολυσμένοι κυτταρικοί κλώνοι. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα 
απομονώθηκαν και αναλύθηκαν μ ε αποτύπωμα κατά w estern  για την έκφραση: (Α )  

C Iu /A p o J και ( Β )  B c l -2 .  Ανοσοαποτυπώματα έδειξαν την έκφραση των πρωτεϊνών στους 

αντίστοιχους κλώνους.

• c C lu /A p o J , ενδοκυτταρικη μορφή της κλαστρίνης/A p o J ,

• s C lu /A p o J , εκκρινόμενη μορφή της κλαστρίνης/A p o J
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1.4. Η κλαστρίνη/ApoJ και η Bcl-2 μειώνουν την ευαισθησία των κυττάρων
HaCaT στη ροπιβακαΐνη

Για να ερευνηθεί αν η C lu /A p o J και η B c l-2  μεταβάλλουν τη συμπεριφορά των 
κυττάρων H aC aT  και αν αναστέλλουν την απόπτωση ως απόκριση στη ροπιβακαΐνη, 
στις κυτταρικές σειρές H aC aT N eo , H a C a T B c l-2 /2  και H a C a T A p o J/2  χορηγήθηκε 
ροπιβακαΐνη σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις (0 -5  m M ) για 4 8  ώ ρες σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς ορό και αναλύθηκε ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός της. Η ανάπτυξη των 
κυττάρων H aC aT N eo  ανεστάλη σημαντικά από τη ροπιβακαΐνη με δοσο-εξαρτώ μενο  
τρόπο, σε ποσοστό - 5 0 %  στα 2  ηιΜ ροπιβακαΐνης (Σχήμα III 5 Α ). Ό μω ς, αυτή η 
ανασταλτική επίδραση της ροπιβακαΐνης ήταν λιγότερο εμφανής στα κύτταρα 
H a C a T B cl-2 /2  και H a C a T A p o J/2 .

Η κυτταρική βιωσιμότητα των H aC aT N eo , H a C a T B c l-2 /2  και H a C a T A p o J/2  
μετά από χορήγηση ροπιβακαΐνης για 4 8  ώ ρες υπολογίστηκε με την τεχνική 
αποκλεισμού με trypan blue (Σχήμα III 5 Β ). Η βιωσιμότητα των κυττάρων 
H aC aT N eo μειώθηκε από τη ροπιβακαΐνη με δοσο-εξαρτώ μενο τρόπο, 
ακολουθώντας ένα παρόμοιο προφίλ με αυτό των αντίστοιχων μη-διαμολυσμένω ν  
κυττάρων H aC aT  (Σχήμα III 1 Β ) . Η έκθεση των κυττάρων H a C a T N e o  σ ε 2  m M  
ροπιβακαΐνης προκάλεσε κυτταροτοξικότητα με μείωση της κυτταρικής 
βιωσιμότητας περίπου κατά 5 0 % . Ό μω ς, η κυτταρική βιωσιμότητα στα κύτταρα που  
υπερεκφράζουν την B c l -2  (H a C a T B c l-2 /2 )  και την C lu /A p o J (H a C a T A p o J /2 ) ,  
διατηρήθηκε παρόμοια όταν έγινε χορήγηση αυξανόμενων συγκεντρώσεων  
ροπιβακαΐνης (Σχήμα III 5 Β ) . Επομένω ς, τα κύτταρα H a C a T B c l-2 /2  και 
H aC aT A p o J/2  επιδεικνύουν ένα φαινότυπο ανθεκτικό στην απόπτωση που επάγεται 
από τη ροπιβακαΐνη.

Για να διερευνήσουμε αν η C lu /A p oJ και η B c l-2  προκαλούν μείωση της 
• θραυσματοποίησης του D N A  από τη ροπιβακαΐνη στα κύτταρα H a C a T n e o , 

H a C a T B cl-2 /2 , H a C a T A p o J/2  απομονώθηκε το D N A  από αιω ρούμενα και 
προσκολλημένα κύτταρα με και χωρίς τη χορήγηση ροπιβακαΐνης και αναλύθηκε με 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Σχήμα III 6 ). Ενώ  τα κύτταρα H a C a T N e o  
υπέστησαν απόπτωση μετά τη χορήγηση ροπιβακαΐνης, με δοσο-εξαρτώ μενο τρόπο, 
με παρόμοιο τρόπο προς τα μη-διαμολυσμένα κύτταρα H a C a T , η υπερέκφραση της 
B c l-2  και της κλαστρίνης/A p o J ελάττωσε την ευαισθησία των κυττάρων H a C a T  στη 
επαγόμενη από τη ροπιβακαΐνη θραυσματοποίηση του D N A  (σχήμα III 6  Α ).

Μ ε δεδομένο ότι η διάσπαση της πολύ-Α Ο Ρ-ριβοσυλο-πολυμερά ση ς (P A R P ),  
αποτελεί χαρακτηριστικό απόπτωσης, πρωτεΐνες οι οποίες απομονώθηκαν από 
αιωρούμενα στο θρεπτικό υλικό και προσκολλημένα κύτταρα H a C a T N e o , 
H a C a T B cl-2 /2  και H a C a T A p o J/2 , παρουσία/απουσία ροπιβακαΐνης, υπεβλήθησαν σε  
ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  για την έκφραση της P A R P  (Σχήμα III 6  Β ) .  Ενώ  στα 
κύτταρα H aC aT N co  ανιχνεύτηκε η μη-διασπασμένη 1 15  kD a μορφή της P A R P , και η 
διασπασμένη 8 9  kD a μορφή ως αποτέλεσμα της χορήγησης 1 m M  ροπιβακαΐνης ή 
και υψηλότερων δόσεω ν, στα κύτταρα H aC aT  που υπερέκφραζαν την C lu /A p o J και 
τη B c l-2  ανιχνεύθηκε η μη-διασπασμένη 115 kD a μορφή του ένζυμου (Σχήμα III 6 Β ). 
Επειδή η P A R P  είναι ένα υπόστρωμα της κασπάσης-3, εξετάστηκε επίσης η έκφραση  
της προκασπάσης-3 στα ίδια δείγματα πρωτεϊνών. Η έκφραση της προκασπάσης-3 
μειώθηκε στα κύτταρα H aC aT N eo  αλλά όχι στα H a C a T B c l-2 /2  και H a C a T A p o J/2 ,  
σε συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης ίσες ή μεγαλύτερες του 1 m M  (σχήμα III 6  Β ) . Τα  
παραπάνω αποτελέσματα έδειξαν ότι η υπερέκφραση της C lu /A p o J και της B c l -2  
προστάτευσε τα κύτταρα H a C a T  από την απόπτωση που επάγεται από τη 
ροπιβακαΐνη.
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Σ χ ή μ α  I I I  5 .  Ο ι επιδράσεις της ροπιβακαΐνης στον πολλαπλασιασμό και τη 
βιωσιμότητα των κυττάρων H a C a T N e o , και H a C a T  που υπερεκφράζουν την 
κλαστρίνη/A p o J  και την B c l -2 .  (Α )  Στα κύτταρα χορηγήθηκαν 0 -5  m M  
ροπιβακαΐνης για 4 8  ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Τα αποτελέσματα είναι ο 
μέσος όρος ± S D  έξ ι μετρήσεων ( Ρ < 0 .0 5 ) .  (Β )  Στα κύτταρα χορηγήθηκαν 0 -5 .0  
m M  ροπιβακαΐνης για 4 8  ώ ρες σ ε Θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και η κυτταρική 

βιωσιμότητα υπολογίστηκε μ ε την τεχνική αποκλεισμού με trypan blue.
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Σχήμ α  III  6 . Η εκτοπική έκφραση της B c l-2  και της κλαστρίνης/A p o J  αναστέλλει την 
απόπτωση που επάγεται από τη ροπιβακαΐνη στα κύτταρα H a C a T . (A ) T o  D N A  
απομονώθηκε από προσκολλημένα και αιωρούμενα κύτταρα H a C a T N e o , H a C a T B c l-2 /2  και 
H a C a T A p o J/2  στα οποία έγινε χορήγηση ροπιβακαΐνης και αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε 
1,6 %  πηκτής αγαρόζης. (Β )  Η πρωτεολυτική διάσπαση της P A R P  και η μείωση της έκφρασης 
της προκασπάσης-3 από την υπερέκφραση της ανθρώπινης B c l -2  και της ανθρώπινης 
κλαστρίνης/A p o J. Στα κύτταρα H aC aT N eo , H a C a T B c l-2 /2  και H a C a T A p o J/2  χορηγήθηκαν 
0 -5  m M  ροπιβακαΐνης για 4 8  ώ ρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και όλες οι πρωτεΐνες που 
απομονώθηκαν από τα κύτταρα με τη χορήγηση της ροπιβακαΐνης και χωρίς αυτή, 
αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern για την έκφραση της P A R T  και της 
προκασπάσης-3. Α πεικονίζεται η μη-διασπασμένη μορφή (1 1 5  k D a) και η πρωτεολυτικά  
διασπασμένη μορφή της P A R P  (8 9  k D ).
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2. Μερική αναστολή από τον νιτρικό ψευδάργυρο, Ζη(Ν002, της 
επαγόμενης από τη ροπιβακαΐνη απόπτωσης στα κερατινοκύτταρα 

H a C a T

2.1. Αναστολή από τον νιτρικό ψευδάργυρο, Zn(N(>3)2> της επαγόμενης από τη 
ροπιβακαΐνη, μείωσης του πολλαπλασιασμού και της κυτταρικής 
βιωσιμότητας των κυττάρων HaCaT

Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης 
(0 - 5  m M ) και σταθερή συγκέντρωση 15 μΜ  Ζ π(Ν 0 3 ) 2  σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό 
για 4 8  ώ ρες, με 2  τρόπους: α) ταυτόχρονη χορήγηση Ζ η (Ν 0 3 ) 2  και ροπιβακαΐνης και 
β ) χορήγηση Zn(NC>3 )2  3 0  λεπτά πριν τη χορήγηση της ροπιβακαΐνης, προκειμένου 
να μελετηθεί η αναστολή της μείωσης του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 
βιωσιμότητας των κυττάρων. Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα III 7 Α , 15 μΜ  Ζ π(Ν 0 3 ) 2  

ανέστειλαν τη μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού των κυττάρων H aC aT  που 
προκλήθηκε από 0 ,5 ,  1 και 2  m M  αλλά όχι από 5 m M  ροπιβακαΐνης, υπό τις 
προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Α κόμα παρατηρήθηκε ότι η αναστολή αυτή 
ήταν μεγαλύτερη με ταυτόχρονη χορήγηση Z n (N 0 3 ) 2  και ροπιβακαΐνης, από ότι με 

προχορήγηση Ζ η (Ν 0 3) 2 , 3 0  λεπτά πριν από τη χορήγηση ροπιβακαΐνης. Στο Σχήμα 
III 7  Β ,  φαίνεται ότι η μείωση της βιωσιμότητας των κυττάρων H a C a T  από τη 
ροπιβακαΐνη ανεστάλη από 15 μΜ  Ζ π (Ν 0 3 ) 2  και επίσης ότι η αναστολή αυτή ήταν 
πιο εμφανής με ταυτόχρονη χορήγηση Ζ π(Ν 0 3 ) 2  και ροπιβακαΐνης, σε σύγκριση με 
αυτή που παρατηρήθηκε με την προχορήγηση Ζ η (Ν 0 3 ) 2  3 0  λεπτά πριν από τη 
ροπιβακαΐνη.

2.2. Ο  νιτρικός ψευδάργυρος, Ζη(Ν03)2, αναστέλλει μερικώς, την επαγώμενη 
από τη ροπιβακαΐνη απόπτωση στα κύτταρα HaCaT

Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης 

(0 -5  m M ) καθώς και σταθερή συγκέντρωση 15 μΜ  Ζ π(Ν 0 3)2  και επωάστηκαν για 4 8  
ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, με ταυτόχρονη χορήγηση Ζ π(Ν 0 3 ) 2  και 
ροπιβακαΐνης και με προχώρηση Ζ π(Ν 0 3 )2  3 0  λεπτά πριν τη χορήγηση της 
ροπιβακαΐνης. D N A  απομονώθηκε από προσκολλημένα και αιωρούμενα κύτταρα 
H a C a T  και αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης προκειμένου να 
μελετηθεί η θραυσματοποίησή του. Στο Σχήμα III 8  Α , φαίνεται ότι η απόπτωση που 
επάγονταν από τα 0 .5  και 1 m M  ροπιβακαΐνης ανεστάλη μερικώς από τα 15 μΜ  
Ζ η (Ν 0 3 ) 2  σ ε αντίθεση με τη συγκέντρωση των 2  και 5 m M  ροπιβακαΐνης, όπου δε 
υπήρξε αναστολή της απόπτωσης υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Η  
ροπιβακαΐνη, σ ε συγκεντρώ σεις πάνω από 1 m M  προκάλεσε, επίσης και τη διάσπαση 
του γνωστού υποστρώματος της κασπάσης-3, P A R P  (σχήμα III 2  Β ) . Η  μερική 
αναστολή της επαγωγής της απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη λόγω του Ζ η (Ν 0 3 )2, 
φάνηκε και από το γεγονός ότι, μέχρι και το Im M  ροπιβακαΐνης, διατηρήθηκε η μη 
διασπασμένη μορφή της P A R P  των 1 1 5  kD a. Αντίθετα στις συγκεντρώσεις 2  m M  και 
5 m M  ροπιβακαΐνης διακρίνεται η πρωτεολυτικά διασπασμένη μορφή της P A R P  των 
8 9  k D a (Σχήμα III 8  Β ) . Επίσης, όπως φάνηκε κυρίως από τη θραυσματοποίηση του 
D N A , η έστω και μερική αναστολή της επαγωγής απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη 

λόγω του Ζ η (Ν 0 3 ) 2, ήταν πιο εμφανής όταν ο Ζ η (Ν 0 3)2  χορηγήθηκε ταυτόχρονα με 
τη ροπιβακαΐνη σε σύγκριση με αυτή που παρατηρείται όταν ο Ζ η (Ν 0 3 )2 , χορηγήθηκε 
3 0  λεπτά πριν από τη ροπιβακαΐνη. Τ ο συμπέρασμα που προέκυψε είναι ότι η
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Σχήμα III  7 · Αναστολή της μείωσης του πολλαπλασιασμού και της βιωσιμότητας των κυττάρων 
HaCaT λόγω της ροπιβακαΐνης, από τον νιτρικό ψευδάργυρο (Ζη(Ν 0 3)2). (Α ) Στα κύτταρα 
χορηγήθηκαν αυξανόμενες δόσεις ροπιβακαΐνης (0-5m M ) και 15 μΜ Ζη(Ν0 3)2, σε θρεπτικό υλικό 
χωρίς ορό για 4 8  ώρες. Τα πειράματα έγιναν δύο φορές με μετρήσεις εις διπλούν. Τα αποτελέσματα 
είναι ο μέσος όρος με ±S D  (ρ < 0 ,0 5 ). (Β ) Στα κύτταρα χορηγήθηκαν αυξανόμενες δόσεις 
ροπιβακαΐνης (0-5m M ) και 15 μΜ Ζ η (Ν 03)2, σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 48  ώρες και ο 
αριθμός σε ποσοστό των ζωντανών κυττάρων προσδιορίστηκε με την τεχνική αποκλεισμού με 
trypan blue.
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Σ χ ή μ α  I I I  8 . Μερική αναστολή της, επαγώμενης από τη ροπιβακαΐνη, απόπτωσης στα κύτταρα 
H aCaT, από τον νιτρικό ψευδάργυρο (Ζ η (Ν 03)2. Στα κύτταρα χορηγήθηκαν 0-5 mM ροπιβακαΐνης 
και 15 μΜ Ζη(ΝΌ3) 2, με ταυτόχρονη χορήγηση με τη ροπιβακαΐνη και με προχορήγηση Ζ η (Ν 03)2, 30  
λεπτά πριν τη χορήγηση της ροπιβακαΐνης και επωάστηκαν για 48  ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. 
(A ) To DNA απομονώθηκε από αιωρούμενα και προσκολλημένα κύτταρα, και αναλύθηκε με 
ηλεκτροφόρηση σε 1,6%  πηκτής αγαρόζης. (Β ) Όλες οι πρωτεΐνες που απομονώθηκαν από τα 
κύτταρα στα οποία έγινε χορήγηση ροπιβακαΐνης και Ζ π(Ν 0 3)2„ αναλύθηκαν με αποτύπωμα κατά 
western για την έκφραση της PA R P. Δείχνονται η μη-διασπασμένη μορφή (115  kDa) και η 
πρωτεολυτικά διασπασμένη μορφή (8 9  kDa) της PA RP.
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προστατευτική επίδραση του Zn(NC>3)2  στα κερατινοκύτταρα H aC aT , ενάντια στην 
απόπτωση που επάγεται από τη ροπιβακαΐνη, ασκείται κυρίως μέχρι τη συγκέντρωση  
του 1 m M  ροπιβακαΐνης και κυρίως όταν ο Zn(NC>3)2  χορηγείται ταυτόχρονα με τη 
ροπιβακαΐνη.

3. Ο ρόλος της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ, 
ψευδαργυροπεπτιδάση) και του νιτρικού ψευδαργύρου Ζη(Ν 0^2 

στην επαγωγή απόπτωσης κεράτινο κυττάρων H aC aT

3.1. Η ροπιβακαΐνη μειορρυθμίζει την πρωτεϊνική έκφραση της ουδέτερης 
ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ) παρουσία και απουσία νιτρικού ψευδαργύρου

Ζη(Ν03)2

Στα κύτταρα H a C a T  χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης 
(0 -5  m M ) ταυτόχρονα με σταθερή συγκέντρωση 15 μΜ  Zn(NC>3 )2  και επωάστηκαν 
για 4 8  ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Ερευνήθηκε η πρωτεϊνική έκφραση της 
μεταλλοπεπτιδάσης ψευδαργύρου, ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (Ν Ε Ρ ), η οποία παίζει 
ρόλο στον πόνο και στην απόπτωση των κυττάρων (R o q u es et al 1 9 9 3 , E rd o s and  
Skidgel 1 9 8 9  Papandreou et a l., 1 9 9 8 , Dai et a l., 2 0 0 1 ,  M ari et a l., 1 9 9 7 , S u m itom o  
et al 2 0 0 0 ,  Sum itom o et a l., 2 0 0 4 ) .  Π ρω τεΐνες από προσκολλημένα και αιωρούμενα  
κύτταρα H aC aT  απομονώθηκαν και αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  
για την έκφραση της Ν Ε Ρ . Ό πω ς φαίνεται στο σχήμα III 9  η ροπιβακαΐνη είχε σαν 
συνέπεια την μειορρύθμιση της πρωτεϊνικής έκφρασης της Ν Ε Ρ  με δοσοεξαρτώ μενο  
τρόπο υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Η μειορρύθμιση αυτή έγινε με 

.  παρόμοιο τρόπο απουσία και παρουσία 15 μΜ  Ζη (Ν Ό 3 )2  πράγμα που σημαίνει ότι η 
χορήγηση του Ζ η (Ν θ 3 )2  δεν επηρέασε την επαγόμενη από τη ροπιβακαΐνη  
μειορρύθμιση της Ν Ε Ρ .

3.2. Κατασκευή και χαρακτηρισμός κυττάρων HaCaT που υπερεκφράζουν την 
ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (ΝΕΡ)

Για να αναλυθεί περαιτέρω  ο ρόλος της Ν Ε Ρ  στην απόπτωση των κυττάρων 
H aC aT  κατασκευάστηκαν με διαμόλυνση σταθερές κυτταρικές σ ειρές H a C a T N e o , 
και H aC a T N E P . Κύτταρα ανθεκτικά σ ε G 4 1 8  απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν 
για την έκφραση της Ν Ε Ρ  με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern . Τα διαμολυσμένα με 
πλασμίδια κύτταρα H a C a T  εξέφραζαν την Ν Ε Ρ  σ ε υψηλότερα επίπεδα από ότι τα 
αντίστοιχα n eo-διαμολυσμένα κύτταρα H a C a T  (Σχήμα III 10 ).

3.3. Η υπερέκφραση της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ) στα κύτταρα HaCaT  
ελαττώνει τον πολλαπλασιασμό και την βιωσιμότητά τους επάγοντας 
απόπτωση

Κύτταρά H aC aT  που υπερέκφραζαν την ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (Ν Ε Ρ ),  
H a C a T N E P , μετά από επώαση σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 4 8  ώ ρες μείωσαν τον 
πολλαπλασιασμό και την κυτταρική βιωσιμότητά τους, σε σύγκριση με αυτά που δεν 
την υπερέκφραζαν (H a C a T N e o ), όπως προέκυψε από μετρήσεις κυττάρων για την 
αύξησή τους και από την τεχνική αποκλεισμού με trypan blue. Η διαφορά μεταξύ των 
μετρούμενων ποσοστιαίων μέσων όρων κυτταρικού πολλαπλασιασμού και
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κυτταρικής βιωσιμότητας ήταν στατιστικά σημαντική (ρ < 0 ,0 5 , t-test) (Σχήματα III 11 
Α  και III 11 Β ). Τ α  κύτταρα H a C a T  που υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ , H aC aT N E P , και τα 
κύτταρα διαμολυσμένα μόνο με τον βέκτορα, H aC aT N eo , επωάστηκαν σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς ορό για 4 8  ώ ρες και χαμηλού μοριακού βάρους D N A  απομονώθηκε και 
αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σ ε πηκτή αγαρόζης. Από την θραυσματοποίηση του 
D N A  φαίνεται ότι η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα H aC aT  υπό τις |
προαναφερόμενες συνθήκες επώασης, επήγε την απόπτωσή τους (Σχήμα III 12  Α ). Η  )
υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  προκάλεσε τη διάσπαση του γνωστού υποστρώματος της j
κασπάσης-3, P A R P , από το πολυπεπτίδιο τοιν 115  kD a στο πρωτεολυτικά \
διασπασμένο θραύσμα των 8 9  k D a, υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης 
(Σχήμα III 1 2  Β ) .  |

ί

3 .4 .  Η  επαγω γή α π όπ τω σ η ς από την ροπ ιβακαΐνη σε κύτταρα H a C a T  που
υ π ερ εκ φ ρ ά ζο υ ν  την Ν Ε Ρ , δεν  α να σ τέλλετα ι από τον Ζ η (Ν θ 3)2

Κ ύτταρα H a C a T  που δεν υπερέκφραζαν (H a C a T N e o ), και κύτταρα που 
υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ  (H a C a T N E P ) επωάστηκαν με 15 μΜ  Ζ η (Ν θ 3)2  και σε 
αυξανόμενες δόσεις ροπιβακαΐνης (0 -5  m M ) σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 4 8  
ο'ιρες. Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα III 13 η βιωσιμότητα των κυττάρων που 
υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ  (H a C a T N E P ) μειώθηκε με τον ίδιο τρόπο απουσία και 
παρουσία του Ζ η (Ν 0 3 ) 2 . Α ντίθετα, στα κύτταρα H aC aT N eo  όπως παρατηρήθηκε και 
στα H a C a T , η μείωση της κυτταρικής τους βιωσιμότητας ανεστάλη από τον 

Z n ( N 0 3) 2. Επίσης τα κύτταρα H aC aT N eo  και H aC aT N E P  επωάστηκαν με 15 μΜ  
Ζ η ( Ν 0 3) 2 και σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις ροπιβακαΐνης (0 -5  m M ) σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς ορό για 4 8  ώ ρες προκειμένου να μελετηθεί ο βαθμός επαγωγής της 
απόπτωσης, με ηλεκτροφόρηση χαμηλού μοριακού βάρους D N A , σε πηκτή 
αγαρόζης. Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα III 14  ο βαθμός επαγωγής της απόπτωσης στα 
κύτταρα που υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ  (H a C a T N E P ), ήταν το ίδιο έντονος είτε  
παρουσία ή παρουσία ροπιβακαΐνης, είτε απουσία ή παρουσία Ζ π(Ν 0 3 ) 2 . Αντίθετα  

στα κύτταρα H a C a T N e o  φαίνεται ότι ο Ζ π(Ν Ό 3 )2  ανέστειλε μερικά, την επαγόμενη 
από τη ροπιβακαΐνη απόπτωση, ειδικά στις συγκεντρώσεις 0 ,5  και 1 m M , όπως 

παρατηρήθηκε και στα κύτταρα H aC aT .
Η ροπιβακαΐνη, σ ε συγκεντρώσεις από 1 m M  και πάνω, προκάλεσε επίσης και 

τη διάσπαση της P A R P , από τη μη διασπασμένη μορφή των 11 5  kD a στη 
πρω τεολυτικά διασπασμένη μορφή των 8 9  k D a, στα κύτταρα H aC aT N eo , όπως έχει 
ήδη αναφερθεί (σχήμα III 6  Β ) .  Η  μερική αναστολή της επαγωγής της απόπτωσης 
από τη ροπιβακαΐνη, λόγο) του Ζ π(Ν Ό 3) 2 , όσον αφορά τη διάσπαση της P A R P , 
φάνηκε επίσης στα H a C a T N e o , όπως παρατηρήθηκε και στα H aC aT  (σχήμα III 8  Β ) ,  
και ασκείται κυράυς μέχρι και τη συγκέντρωση του 1 m M  ροπιβακαΐνης. Αντίθετα 
στα κύτταρα που υπερεκφ ράζουν την Ν Ε Ρ  (H a C a  T N E P ), παρατηρείται η διάσπαση 

της P A R P  (1 1 5  k D a και 8 9  k D a), παρουσία και απουσία ροπιβακαΐνης και Z n (N 0 3 ) 2  

υποδηλώνοντας ότι ο βαθμός της απόπτωσης είναι ο ίδιος (σχήμα III 1 4 ). Προέκυψε 
επομένω ς το συμπέρασμα ότι η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα H aC aT , υπό τις 
πειραματικές μας συνθήκες, π εριορίζει την προστατευτική δράση του Ζη έναντι της 

απόπτωσης.



HaCaT

Ο μΜ Ζη(Ν03)2 15 μΜ Ζη(Ν03)2

Ροπιβακαΐνη 
mM :

ΝΕΡ

β-ακτίνη

Σ χήμ α  I I I  9 .  Η ροπιβακαΐνη μειορυθμίζει την έκφραση της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης 
(Ν Ε Ρ ) απουσία και παρουσία νιτρικού ψευδαργύρου (Ζ η (Ν 0 3)2)  στα κύτταρα H a C a T . 
Εκχυλίσματα όλων των πρωτεϊνών απομονώθηκαν από τα κύτταρα στα οποία  
χορηγήθηκαν 0 -5  m M  ροπιβακαΐνης ταυτόχρονα με 15  μΜ  Ζ η (Ν 0 3)2> για 4 8  ώ ρες σε  
θρεπτικό υλικό χωρίς ο ρό και αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά W e ste rn  για την 
έκφραση της Ν Ε Ρ  και της β-ακτίνης.
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HaCaT

Neo NEP

β-ακτίνη

Σ χ ή μ α  I I I  1 0 . Έ κφ ρα ση  της N E P  κουνελιού σ ε διαμολυσμένα κύτταρα H aC aT . Τα  
κύτταρα H a C a T , διαμολύνθηκαν με τα πλασμίδια p cD N A 3 .1  Β , και p R c /C M V 2  N E P , 
το οποίο φ έρ ει το c D N A  της Ν Ε Ρ  κουνελιού και επιλέχτηκαν σ ε G 4 1 8  προκειμένου να 
δημιουργηθούν ο ι σταθερά διαμολυσμένες κυτταρικές σειρές, H aC aT N eo  και 
H a C a T N E P . Π ρω τεΐνες των κυτταρικών σειρώ ν H aC aT N eo  και H a C a T N E P  μετά, 
απομονώθηκαν και υπέστησαν ανάλυση με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  για την 

έκφραση της Ν Ε Ρ .
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HaCaTNco  
_*■  H aCaTNEP

B

Κυτταρική
Βιωσιμότητα

(% )

HaCaTNeo
H aCaTNEP

Σχήμα III 11. Η υπερέκφραση της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ) αναστέλλει τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό και τη κυτταρική βιωσιμότητα των κυττάρων HaCaT. (A) 
Τα κύτταρα HaCaT που δεν υπερεκφράζουν την ΝΕΡ (HaCaTNeo) και τα κύτταρα που 
υπερεκφράζουν την ΝΕΡ (HaCaTNEP) επωάστηκαν για 48 ώρες σε θρεπτικό υλικό 
χωρίς ορό και μετρήθηκαν σε πλάκα Neubauer. (Β) Στα κύτταρα HaCaTNeo και 
HaCaTNEP, υπολογίστηκε η κυτταρική βιωσιμότητα με την τεχνική αποκλεισμού με 
trypan blue μετά από επώαση 48 ωρών σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό.
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P A R P

1 1 5  kD a  

8 9  k D a

Σ χ ή μ α  I I I  1 2 . Η  υπερέκφραση της N E P  επάγει απόπτωση στα κύτταρα H aC aT . Τα  
κύτταρα που δεν υπερεκφ ράζουν (H a C a T N e o ) και τα κύτταρα που υπερεκφράζουν  
την N E P  (H a C a T N E P ) επωάστηκαν για 4 8  ώ ρες σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό (Α ) Το  
D N A  απομονώθηκε από αιω ρούμενα και προσκολλημένα κύτταρα, και αναλύθηκε με 
ηλεκτροφόρηση σ ε 1 ,6 %  πηκτής αγαρόζης. (Β )  Ο ι πρωτεΐνες που απομονώθηκαν από 
τα κύτταρα, αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά W estern  για την έκφραση της 
P A R P . Α π εικονίζεται η μη-διασπασμένη μορφή (1 1 5  k D a) και η πρωτεολυτικά 
διασπασμένη μορφή (8 9 k D a ) της P A R P .
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Κυτταρική
βιωσιμότητα

ΡοπιβακαΤνη (m M )

HaCaTNeo ΟμΜ Zn(NOs)2 

HaCaTNeo 15μΜ Zn(NOj)2

--it-  HaCaTNEP ΟμΜ Zn(N02)2 

“  “·"  ~ HaCaTNEP 15μΜ Zn(NOj)2

Σχήμα III 13. Ο νιτρικός ψευδάργυρος (Zn(NC>3)2), δεν αναστέλλει την μείωση της 
κυτταρικής βιωσιμότητας, κυττάρων HaCaT που υπερεκφράζουν την μεταλοπεπτιδάση 
(ΝΕΡ), που προκαλεί η ροπιβακαΐνη. Στα κύτταρα χορηγήθηκαν αυξανόμενες δόσεις 
ροπιβακάΐνης (0-5 mM) και 15 μΜ Ζη(Νθ3)2, σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 48 ώρες και 
ο αριθμός σε ποσοστό των ζωντανών κυττάρων προσδιορίστηκε με την τεχνική 
αποκλεισμού με trypan blue.
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Ρ ο π ιβ α κ α ιν ι^  

m M :

0  μ Μ  Ζ η ( Ν 0 3 ) 2

HaCaT-Neo

P A R P

1 5  μ Μ  Ζ η ( Ν 0 3 ) 2

+—  115kD a  

-  89 kDa

Ρ ο π ιβ α κ α ϊν η _

m M :

0  μ Μ  Ζ η ( Ν 0 3 ) 2

0 0.5 1

1 5  μ Μ  Ζ η ( Ν 0 3) 2

0 0.5 1 2 5

HaCaT-NEP

P A R P
4— 115 kDa 

-  89 kDa

Σ χ ή μ α  I I I  1 4 . O Zn αναστέλλει μερικά την απόπτωση που προκαλεί η ροπιβακαΐνη σε κύτταρα HaCaTNeo, αλλά 
δεν φαίνεται να έχει το ίδιο αποτέλεσμα σε κύτταρα HaCaT που υπερεκιρράζουν την ΝΕΡ (HaCaTNEP). Στα 
κύτταρα χορηγήθηκαν 0-5 mM ροπιβακαΐνης και 15 μΜ Ζ η(Ν 03)2. με ταυτόχρονη χορήγηση και επωάστηκαν για 48 
ώρες σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. To DNA απομονώθηκε από αιωρούμενα και προσκολλημένα κύτταρα, και 
αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε 1,6% πηκτής αγαρόζης. Όλες οι πρωτεΐνες απομονώθηκαν από τα κύτταρα στα 
οποία έγινε χορήγηση ροπιβακαΐνης και Ζ η(Ν 03)2 και αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά western για την 
έκφραση της PARP. Απεικονίζονται η μη-διασπασμένη μορφή ( 1 15 kDa) και η πρωτεολυτικά διασπασμένη μορφή 

kDa) me PARP.



IV. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

1 . Ε π ιδ ρ ά σ εις  της ροπιβακαϊνης στον πολλαπλασιασμό και στην απόπτω ση  
κυττά ρω ν θηλαστικώ ν: ο ρόλος τω ν  α ντι-α π οπ τω τικώ ν π ρω τεϊν ώ ν  
κλαστρίνης/Α ρο.Ι και B c l-2

Η κλινική χρήση των τοπικών αναισθητικών, όπως και η ροπιβακαινη, στηρίζεται 
στην ιδιότητά τους να προκαλούν παροδική και αναστρέψιμη απώλεια των 
αισθήσεων, με παρεμπόδιση της νευρικής αγωγιμότητας κυρίως των νευρικών ινών 
Α δ κ α ι<λ  για τον πόνο αποκλείοντας στους διαύλους νατρίου (N a +) (R a n g  and D ale, 
1 9 9 1 ). Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε μια αυθόρμητα αθανατοποιημένη 
σειρά ανθρώπινων κερατινοκυττάρων δέρματος H aC aT  (B o u k am p  et a l., 1 9 8 8 ) .  
Εκτός από την σχετικά εύκολη χρήση τους σε συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας (υλικά  
και μέθοδοι), η κυτταρική αυτή σειρά χρησιμοποιήθηκε επειδή το δέρμα και το 
νευρικό σύστημα έχουν την ίδια βλαστική προέλευση, προέρχονται από το εξώ δερμα  
και γ ι’αυτό έχουν κοινούς λειτουργικούς χαρακτήρες (S ad ler, 1 9 9 0 ) .

Στη παρούσα μελέτη, η χορήγηση 0 -5  ηιΜ  ροπιβακαϊνης στα κερατινοκύτταρα  
H aC aT  για 2 4  και 4 8  ώ ρες ανέστειλε τον πολλαπλασιασμό τους με δοσοεξαρτώ μενο  
και χρονοεξαρτώμενο τρόπο σε θρεπτικό υλικό, απουσία ορού. Η αναστολή αυτή 
ήταν προφανής, μετά από επώαση των κυττάρων στο αναισθητικό για 4 8  ώρες, 
προκαλώντας αναστολή στον πολλαπλασιασμό τους κατά 5 0 %  στη συγκέντρωση των 
2 m M . Επίσης βρέθηκε ότι και η κυτταρική βιωσιμότητα των κυττάρων H a C a T  
μειώθηκε μετά από επώαση 4 8  ωρών στη ροπιβακαινη, σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. 
Η ελάττωση στη βιωσιμότητά τους προκλήθηκε κατά περίπου 5 0 %  στη συγκέντρωση  

των 2 m M  ροπιβακαϊνης (σχήμα 111 1 A , Β ). Τα ευρήματα αυτά ήταν σ ε συμφωνία  
 ̂ και με αποτελέσματα μελετών σε διάφορα κύτταρα από τη ροπιβακαινη. 

Συγκεκριμένα, μελέτες έδειξαν ότι η ροπιβακαινη προκάλεσε την αναστολή του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού καλλιεργούμενων ινοβλαστών ανθρώπου σ ε δόσεις 5 0  
μΜ  και 5 0 0  μΜ  σε 1 %  και 1 0 %  ορού αντίστοιχα, ανθρώπινων ενδοθηλιακών 
κυττάρων σε δόσεις 1 m M  και 5 0 0  m M  σε 5 %  και 4 0  %  ορού αντίστοιχα και των 
κερατινοκυττάρων ανθρώπου σ ε δόσεις 1 0 0  m M  (M artin sso n , H acg erstran d  and  
D alsgaard , 1 9 9 3 ) . Π αρομοίω ς, το τοπικό αυτό αναισθητικό ανέστειλε τον 
πολλαπλασιασμό των ανθρώπινων κυτταρικών σειρών αδενοκαρκινώματος από το 
παχύ έντερο Η Τ -2 9  και C a c o -2  με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο, πιθανόν λόγω της 
αποπόλωσης της κυτταρικής μεμβράνης (M artin sso n , 1 9 9 9 ) . Επίσης, η ροπιβακαινη  
και η βουπιβακαΐνη σ ε συγκεντρώσεις 5 0 , 1 0 0  και 5 0 0  μΜ , ανέστειλαν τον 
πολλαπλασιασμό καλλιεργούμενων ινοβλαστών από τα πόδια νεογέννητου αρσενικού  
αρουραίου W istar και καρκινικών κυττάρων νεφρού πιθήκου (V c r o ) , με τη 
ροπιβακαινη να έχει τη πιο ισχυρή ανασταλτική επίδραση (D e  Iuliis et a l., 2 0 0 1 ) .  
Ακόμα η ροπιβακαινη προκάλεσε νευροτοξικότητα σ ε καλλιεργούμενους  
αναπτυσσόμενους νευρώ νες, απομονωμένους από το γάγγλιο της νωτιαίας ρίζας 
εμβρύου κοτόπουλου, μειώνοντας τον πολλαπλασιασμό τους (R ad w an , S aito  and  
G oto, 2 0 0 2 ) .  Τ έλος, η ροπιβακαινη προκάλεσε ιστική βλάβη στις ίνες του σκελετικού  
μυϊκού ιστού, με νέκρωση αλλά όχι με απόπτιοση σε γουρούνια m inipigs, αν και 
λιγότερο σοβαρή σε σύγκριση με τη βουπιβακαΐνη (Z ink et a l., 2 0 0 3 ) .

Επίσης από την παρούσα έρευνα βρέθηκε ότι η ροπιβακαινη επήγε την 
απόπτωση των κερατινοκυττάρων H aC aT  με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο μετά από 4 8  
ώρες επώασης σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Η επαγωγή του αποπτωτικού κυτταρικού 
θανάτου από τη ροπιβακαινη φάνηκε κυρίως απο την ενδονουκλεοσωματική  
θραυσματοποίηση τρυ D N A  και την πρωτεολυτική διάσπαση της P A R P . Η επαγωγή
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της απόπτωσης ήταν προφανής στη συγκέντρωση του 1 m M , και έγινε πιο έντονη 
πόνοι από τα 2  m M  ροπιβακαΐνης (σχήμα III 2  A , Β ). Τα αποτελέσματα αυτά ήταν 
επίσης σ ε  συμφωνία με τα αντίστοιχα αποτελέσματα μελετών επαγωγής απόπτωσης 
κυττάρων, από άλλα τοπικά αναισθητικά. Ό σον αφορά τη ροπιβακαΐνη, οι μελέτες 
που προαναφέρθηκαν επικεντρώθηκαν περισσότερο στην αναστολή του 
πολλαπλασιασμού διαφόρων τύπων κυττάρων και λιγότερο στην επαγωγή 
απόπτωσης από το αναισθητικό στα κύτταρα αυτά. Μ όνο στις μελέτες από τους 
M artin sso n  ( 1 9 9 9 )  και τους D e Iuliis e t al (2 0 0 1 )  στην οποία χρησιμοποιήθηκε η 
χρωστική trypan blue για την καταμέτρηση των νεκρών κυττάρων, διαφάνηκε η 
πιθανότητα να οδηγούνται σ ε απόπτωση.

Έ χ ε ι βρεθεί ότι τα τοπικά αναισθητικά, όπως προαναφέρθηκε, εκτός από τις 
δραστηριότητές τους στο νευρικό σύστημα και σε άλλους ιστούς, επάγουν 
κυτταροτοξικές επιδράσεις και απόπτωση σ ε διάφορα είδη κυττάρων. Πράγματι, η 
κοκαΐνη επήγε τον κυτταρικό θάνατο με απόπτωση ηπατοκυττάρων ποντικού 
(C a s c a le s  et a l., 1 9 9 4 ) ,  νευρικώ ν φλοιικών κυττάρων εμβρύου ποντικού, (N assogn e et 
a l., 1 9 9 7 )  και ορχικώ ν κυττάρων αρουραίου (L i e t a l., 1 9 9 9 ). Επίσης η λιδοκάΐνη 
επήγε την απόπτωση ανθρώπινων κυττάρων νεύροβλαστώματος, S H -S Y S Y  
διαφοροποιημένω ν από ρετινοϊκό οξύ (F ried erich  and Sch m itz, 2 0 0 2 ) ,  η πριλοκαΐνη 
των οστεοβλαστικώ ν κυττάρων ανθρώπου S a o s -2  και M G 63 και ποντικού M C 3 T 3 -  
Ε 1  (N ak am u ra  e t a l ., 1 9 9 9 ) ,  η λιδοκάΐνη, η βουπιβακαΐνη, και η τετρακάΐνη, των 
ανθρόιπινων κυττάρων εγγύς εσπειραμένου σωληνάριου Η Κ -2  (L e e  e t a l., 2 0 0 3 ) ,  η 
τετρακαΐνη κυττάρων φαιοχρωμοκυττώματος ποντικού (T an  et al., 2 0 0 2 ) ,  η 
διβουκαΐνη κυττάρων ανθρώπινου νευρωβλαστώματος S K -N -M C  (K im  et a l., 1 9 9 7 )  
και προμυελοκυτταρικής λευχαιμίας H L -6 0  (A rita  e t a l., 2 0 0 0 )  και τέλος η 
βουπιβακαΐνη επίσης κυττάρων προμυελοκυτταρικής λευχαιμίας H L -6 0  (U nam i et 
a l., 2 0 0 3 ) .  Στις παραπάνω μελέτες ο κυτταρικός θάνατος από απόπτωση λόγω των 
επιδράσεω ν των διαφόρων τοπικών αναισθητικών, αποδείχτηκε και επιδείχτηκε με 
διάφ ορες εργαστηριακές τεχνικές' μεταξύ των οποίων είναι και αυτές που 
χρησιμοποιήθηκαν στην μελέτη, όπως η τεχνική αποκλεισμού με “trypan blue” , η 
τεχνική απομόνωσης και ηλεκτροφόρησης χαμηλού μοριακού βάρους D N A  
π ροκειμένου να μελετηθεί ο βαθμός θραυσματοποίησης του και η τεχνική 
ανοσοαποτυπώματος κατά w estern .

Α κόμα, σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, τα επίπεδα της 
πρω τεΐνης κλαστρίνης/A p o J  στα κερατινοκύτταρα H aC aT  μετά τη χορήγηση της 
ροπιβακαΐνης υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης, ελαττώθηκαν όπως 
φαίνεται από ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  (σχήμα III 3 ). Έ τ σ ι, προκύπτει το 
συμπέρασμα ότι η μειορύθμιση αυτή μπορεί να είναι ένας μηχανισμός μέσω του 
οποίου η ροπιβακαΐνη επάγει απόπτωση στα κύτταρα H a C a T  καθώς η 
κλαστρίνη/A p o J  είναι γονίδιο με κυρίως αντιαποπτωτικές ιδιότητες (T rou gak os and 
G o n o s, 2 0 0 2 ) .  II μειορρύΟμιση της κλαστρίνης/A p o J  στα κερατινοκύτταρα H aC aT  
που υπέστησαν απόπτωση από τη ροπιβακαΐνη, είναι σύμφωνη με προηγούμενες 
δημοσιεύσεις.

Πράγματι, τα αποπτωτικά χαρακτηριστικά κυττάρων ιστιοκυτταρικού 
λεμφώ ματος U 9 3 7 , καρκινώματος τραχήλου μήτρας H ela και επιδερμικού 
καρκινώματος Α 4 3 1 ,  μετά από επίδραση υπεριώ δους ακτινοβολίας (U V ), και 
κυττάρων ανθρώπινου λέμφο βλαστώματος C E M -C 7 , μετά από επίδραση 
δεξαμεθαζόνης, σχετίστηκαν με ελάττωση ή και απουσία της γονιδιακής έκφρασης 
της κλαστρίνης (F re n c h  et a l., 1 9 9 4 ) .  Επιπλέον, στις κυτταρικές σειρές P C -3  και. 
T S U - P r l  ανθρώπινων κυττάρων καρκίνου του προστάτη και καρκινώματος της^  
κύστης, αντίστοιχα, μετά από θανατιιφόρα δόση θερμικού σοκ, παρατηρήθηκε μ ια ||
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παροδική αυξορρύθμιση της έκφρασης της κλαστρίνης ακολουθούμενη από 
μειορρύθμιση η οποία και οδήγησε στην απόπτωση (W u  et a l., 2 0 0 2 ) .  Τ έλο ς, ο 
αποπτωτικός χημειοθεραπευτικός παράγοντας p aclitaxel μειορρύΟμισε το m R N A  της 
κλαστρίνης σε καρκινικά κύτταρα μαστού, Shionogi με χρόνο- και δοσ ο- εξαρτώ μενο  
τρόπο (M iyak e et al., 2 0 0 0 ) .

Στην παρούσα μελέτη κατασκευάστηκαν κύτταρα H aC aT  που υπερέκφραζαν την 
κλαστρίνη/A p o J και τη B c l-2  με διαμόλυνση με τα αντίστοιχα cD N A . Η 
υπερέκφραση των πρωτεϊνών αυτών στα κύτταρα φάνηκε με ανοσοαποτύπωμα κατά 
w estern , όπου κλώνοι των διαμολυσμένων κυτταρικών σειρώ ν H a C a T A p o J/2  και 
H a C a T B c l-2 /2  συγκρίθηκαν με τα μη διαμολυσμένα κύτταρα, H a C a T  και με αυτά 
που διαμολύνθηκαν μόνο με τον βέκτορα, H aC aT N eo  (σχήμα III 4 ) .  Στη συνέχεια  
έγινε σύγκριση της αντιαποπτωτικής δραστηριότητας των δύο αυτών πρω τεϊνών μετά  
από τη χορήγηση ροπιβακαΐνης, υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Τα  
αποτελέσματα έδειξαν ότι η υπερέκφραση των πρωτεϊνών κλαστρίνη/A p o J  και B c l -2 ,  
προστάτευσε τα κύτταρα H aC aT  από την επαγόμενη από τη ροπιβακαΐνη απόπτωση, 
όπως φάνηκε από τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την κυτταρική βιωσιμότητα  
(σχήμα III 5 A , Β ), τον βαθμό θραυσματοποίησης του D N A , της πρω τεόλυσης της 
P A R P  και της ελάττωσης της έκφρασης της προ-κασπάσης-3 (σχήμα III 6  A , Β ) .  Τ ο  
φαινόμενο της προστασίας των κυττάρων H a C a T  από τον αποπτωτικό κυτταρικό 
θάνατο, εξαιτίας της ροπιβακαΐνης, λόγω υπερέκφρασης της κλαστρίνης/A p o J και της 
B c l-2 , ήταν σύμφωνο και με άλλες μελέτες. Συνολικά επομένως , αυτά τα ευρήματα  
έδειξαν ότι η έκφραση της κλαστρίνης/A p o J μπορεί να παίζει ένα σημαντικό ρόλο  
στις τοξικές επιδράσεις που επάγονται από τη ροπιβακαΐνη.

Η έκφραση της κλαστρίνης/A p o J εμπλέκεται στην ογκογένεση (T ro u g a k o s  and  
G on os, 2 0 0 2 ), μέσω των αντιαποπτωτικών της ιδιοτήτων. Ο ι αντιαποπτωτικές αυτές  
ιδιότητες της κλαστρίνης /A p o J φάνηκαν καθαρά μετά από διαμόλυνση του cD N A  

* της πρωτεΐνης αυτής σε διάφορους τύπους κυττάρων τα οποία εκτέθηκαν σ ε  
κυτταροτοξικούς παράγοντες. Ό ντω ς, η υπερέκφραση της κλαστρίνης σ ε ανθρώπινα  
κύτταρα ανδρογονοεξαρτώμενου καρκίνου του προστάτη L N C a P , τα κατέστησε 
χημειοανθεκτικά στη κυτταροτοξική δράση του χημειοθεραπευτικού παράγοντα  
p aclitaxel και στην στέρηση ανδρογόνων, γεγονός που προκάλεσε την προώθηση του 
καρκίνου και μείωσε σημαντικά την απόπτωση από την ακτινοβολία με ακτίνες X  
(M iy ak e et al., 2 0 0 0 , M iyake e t a l., 2 0 0 0 ,  Z ellw eg er et a l., 2 0 0 2 ,  Z e llw e g e r et a l., 
2 0 0 3 ) .  Επιπλέον, η υπερέκφραση της πρωτεΐνης αυτής σε κύτταρα ανθρώπινου  
καρκινώματος του νεφρού A C H N  σ υνείσ φ ερε σ ε ένα φαινότυπο ανθεκτικό στην 
απόπτωση δια μέσου του F a s , καθώς και σε φαινότυπο χημειοανθεκτικότητας και 
παράτασης της κυτταρικής επιβίωσης έχοντας σαν αποτέλεσμα το ενισχυμένο  
μεταστατικό δυναμικό του κυτταρικού καρκινώματος του νεφ ρού (M iy ak e  et a l., 
2 0 0 1 ,  H ara et al., 2 0 0 1 ,  M iy ak e et a l., 2 0 0 2 ) .  Η χρήση αντιοηματικών  
ολιγονουκλεοτιδίων με σκοπό την αναστολή της ενδογενούς έκφρασης του γονιδίου  
της κλαστρίνης/A p o J, παρείχε χημειοευαισΟησία σε διάφορα καρκινικά κύτταρα in 
vitro  και in vivo όπως σ ε κύτταρα καρκίνου του προστάτη P C -3 , της ουροδόχου  
κύστεως K o T C C - Ι ,  του νεφ ρού C a k i-2  (M iy ak e , Chi et a l., 2 0 0 0 ,  T ro u g ak o s et a l., 
2 0 0 4 ,  M iyake et al., 2 0 0 1 ,  Z ellw eg er et a l., 2 0 0 1  and G leave et a l., 2 0 0 2 )  καθώς και 
επαγωγή αποπτωτικού θανάτου στα κύτταρα Sertoli του αρουραίου in v itro  (K a n g  et 
a l., 2 0 0 0 ).

Η πρωτεΐνη B cl-2  και οι σχετικές κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες είναι οι βασικοί 
ρυθμιστές της απόπτωσης. Η πρωτεΐνη B c l-2  βρίσκεται στην κυτταροπλασματική  
πλευρά της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων εμποδίζοντας άμεσα ή έμμεσα  
την απελευθέρωση του κυττοχρώματος c  από τα μιτοχόνδρια, αναστέλλοντας έτσι
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την επαγωγή απόπτωσης μέσω του «αποπτωσώματος» και της κασπάσης-9 (H ale  et 
a l., 1 9 9 6 ,  A d a m s and C o ry , 1 9 9 8 ,  G reen and R eed , 1 9 9 8 , Schu ltz  and H arrington Jr ., 
2 0 0 3 ) .  Μ ελ έτες έδειξαν ότι η υπερέκφραση της B c l-2  προστάτευσε τα κύτταρα από 
ποικίλους παράγοντες που επάγουν τον κυτταρικό θάνατο, όπως ακτινοβολίες U V , γ, 
κυτταροτοξικά φάρμακα, T N F a , υπεροξειδάσες, ανδρογόνα (R eed , 1 9 9 8 , A dam s and  
C o ry , 1 9 9 8 ) .  Ό πω ς επίσης φάνηκε σε μελέτες, τα κερατινοκύτταρα H aC aT  που 
εξέφραζαν σταθερά την B c l -2 ,  λόγω διαμόλυνσης με το αντίστοιχο γονίδιο, ήταν 
ανθεκτικά στην επαγωγή απόπτωσης από τον αλκαλοειδή παράγοντα Κ 2 5 2  (P incelli 
et al., 1 9 9 7 ) ,  το C 2 κεραμίδιο, τον T N F a  και την Ια , 25-διυδροξυβιταμίνη D 3 (M uller- 
W ie p re ch t e t a l., 2 0 0 0 ) .

Η  διβουκαΐνη όπως αναφέρθηκε, επήγε απόπτωση σ ε μια κυτταρική σειρά  
νευροβλαστώ ματος (K im  et a l . ,1 9 9 7 )  και στα κύτταρα H L -6 0  (A rita  et al., 2 0 0 0 )  
μέσω της ενεργοποίησης διαφόρων κασπασών σε συνδυασμό με την απελευθέρωση 
του κυτοχρώματος c  (c y to  c )  από τα μιτοχόνδρια που προκλήθηκε από ένα  
επεξεργασμένο προϊόν της πρωτεΐνης B id  και την αποπόλωση του δυναμικού της 
μιτοχονδριακής μεμβράνης (A rita  et al., 2 0 0 0 ) .  Επίσης είναι γνωστό ότι η B id  όπως 
και οι άλλες προ-αποπτωτικές πρω τεΐνες της οικογένειας της B c l -2  (B a x  και B ak )  
επήγαν την «διαπερατότητα της εξω τερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων» 
(m ito ch o n d rial o u ter m em b ran e  p erm eab ilizatio n ) (F in u can e  et a l., 1 9 9 9 ) . T o  προϊόν 
διάσπασης της B id  είχε σαν αποτέλεσμα την μετατόπιση της B id  στα μιτοχόνδρια και 
την είσοδό της μέσα στην μιτοχονδριακή μεμβράνη όπου ανέστειλε την 
αντιαποπτωτική δράση της B c l -2  και έχοντας σαν αποτέλεσμα την απελευθέρωση του 
cy to  c  μ ε την επακόλουθη ενεργοποίηση των κασπασών. Παρόλο που στην παρούσα 
μελέτη σ ε συγκεκριμένες συγκεντρώσεις η ροπιβακάΐνη επήγε απόπτωση στα 

κύτταρα H a C a T , δεν είναι γνωστό αν η επαγωγή αυτή έγινε λόγω της διάσπασης της 
B id  και της απελευθέρω σης του cy to  c. Τ ο γεγονός ότι η B c l-2  ανέστειλε πλήρως την 
επαγώμενη από τη ροπιβακαΐνη απόπτωση στα κύτταρα H aC aT , θα μπορούσε να 
υποδηλώ νει ένα παρόμοιο μηχανισμό με αυτό της διβουκάΐνης στην απόπτωση, στην 
παρούσα μελέτη.

Η ροπιβακαΐνη επίσης έχει αντιφλεγμονώδεις επιδράσεις όπως έχει φανεί σε 
ερευνητικές εργασίες. Συγκεκριμένα ανέστειλε την φλεγμονώδη μετακίνηση και τη 
σταθερή προσκόλληση των λευκοκυττάρων καθώς και την αυξημένη αγγειακή 
διαπερατότητα στο ζυγωματικό εγκόλπωμα χάμστερ. Επίσης ανέστειλε την 
επαγόμενη έκφραση των μορίω ν C D  11 b /C D  18 , στα λευκοκύτταρα ανθρώπου in vitro  
(M artin sso n  et a l., 1 9 9 7 ) .  Ακόμα, μείω σε με δοσοεξαρτώμενο τρόπο την 
προσκόλληση λευκοκυττάρω ν που επάγεται από τον T N F -α, αλλά δεν επέδρασε 
καθόλου στη μετακίνηση των λευκοκυττάρων που συνέβη από τον T N F -a , στην 
μικροκυκλοφορία του κρεμαστήρα μυός ποντικού (Z h an g  and T h orlaciu s, 2 0 0 0 ) .  
Τ έλο ς, η ροπιβακαΐνη, η λιδοκαΐνη και η τετρακαΐνη ανέστειλαν τις χημειοτακτικές 
και μεταβολικές αποκρίσεις που προκαλούνται από τον ενδοκυττάριο φωσφολιπιδικό 
μεσολαβητή «λυσοφω σφατιδικό οξύ» (L P A ), στα ουδετερόφιλα του ανθρώπου. Το  
L P A  πιθανολογείται ότι παίζει ρόλο στη διέγερση φλεγμονωδών αντιδράσεων 
(F is c h e r  e t a l., 2 0 0 1 ) .

Σ ε αυτό το σημείο π ρέπει να ληφθούν υπόψη δύο δεδομένα. Πρώτον ότι η 
απόπτωση που επάγεται στα κύτταρα του θύμου του αρουραίου από τη 
δεξαμεθαζόνη, στα κύτταρα ανθρώπινου λεμφοβλαστώματος C E M -C 7 , σχετίζεται με 
ελάττωση ή και απουσία της γονιδιακής έκφρασης της κλαστρίνης (F ren ch  et al., 
1 9 9 4 ) .  Τ ο  δεύτερο δεδομένο είναι ότι η δεξαμεθαζόνη έχει αντιφλεγμονώδεις και 
ανασοκατασταλτικές επιδράσεις (R an g  and D ale, 1 9 9 1 ) . Έ τσ ι, μπορεί να διατυπωθεί 
η υπόθεση ότι στην παρούσα μελέτη, η επαγωγή απόπτωσης στα κύτταρα H aC aT  από
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τη ροτπβακαΐνη υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης, μπορεί να έγινε με 
τρόπο παρόμοιο με αυτό της δεξαμεθαζόνης. Και αυτό γιατί αφενός η ροπιβακαΐνη  
έχει και αυτή αντιφλεγμονώδεις επιδράσεις (M artin sson  et a l., 1 9 9 7 , Z h an g  and  
T horlacius, 2 0 0 0 )  και αφετέρου γιατί η επαγωγή απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη  
γίνεται με ταυτόχρονη μειορύθμιση της κλαστρίνης/A p o J.

Ακόμα, η μειορύθμιση της κλαστρίνης/ A p oJ από τη ροπιβακαΐνη δείχνει ότι η 
χορήγησή της μαζί με ένα χημειοθεραπευτικό παράγοντα μπορεί εκτός από 
αναλγητικές επιδράσεις, να αυξήσει τη ευαισθησία των καρκινικών κυττάρων στην 
κυτταρατοξική χημειοθεραπεία λόγω προφανώς των αποπτωτικών της επιδράσεων, 
και μπορεί να χρησιμοποιηθεί εν μέρει και για τη θεραπεία τοπικών όγκων.

2. Η επίδραση του ψευδαργύρου (Ζη) στην αναστολή του κυτταρικού θανάτου 
από στρεσογόνους παράγοντες στα κύτταρα θηλαστικών

Στη παρούσα μελέτη, μελετήθηκε η ευεργετική επίδραση του εξω γενούς Ζ η , με τη 
μορφή του νιτρικού ψευδαργύρου, Zn(NC>3)2 , στα κερατινοκύτταρα H a C a T  στα οποία  
επάγονταν δοσο-εξαρτώ μενη απόπτωση από το τοπικό αναισθητικό ροπιβακαΐνη  

μετά από επώαση 4 8  ωρώ ν σ ε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Β ρέθη κε, ότι ο Ζ η (Ν θ 3)2 ,, 
σ ε συγκέντρωση 15 μΜ , ανέστειλε την ελάττωση του πολλαπλασιασμού και της 
βιωσιμότητας (σχήμα 111 7 A , Β )  και μερικώς την επαγωγή της απόπτωσης των 
κυττάρων H aC aT  (σχήμα I I I  8  A , Β ) από την τοξική επίδραση της ροπιβακαΐνης υπό  
τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Επίσης παρατηρώντας τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό την κυτταρική βιωσιμότητα (σχήμα III 7  A , Β )  αλλά και την 
θραυσματοποίηση του D N A  (σχήμα III 8  A , Β ) , φάνηκε ότι η συγχορήγηση του  

Z n fN C ^h  με τη ροπιβακαΐνη ήταν πιο αποτελεσματική από την προχορήγησή του, 3 0  
• λεπτά πριν από τη ροπιβακαΐνη, όσον αφορά την προστατευτική του δράση στα 

κύτταρα H a C a T  απέναντι στη ροπιβακαΐνη. Τα αποτελέσματα αυτά ήταν κατά 
μεγάλο βαθμό σύμφωνα με προηγούμενες δημοσιεύσεις.

Πράγματι, ο ψευδάργυρος (Ζ η ) , έχει βρεθεί ότι μπορεί να προστατέψ ει, σ ε  
διάφορες δόσεις, διαφόρους τύπους κυττάρων από τον αποπτωτικό θάνατο ο οποίος 
προέρχεται από μια ποικιλία στρεσογόνων παραγόντων. Συγκεκριμένα, ο Ζ η  σε 
δόσεις, από 10 έως 5 0  μ Μ , ανέστειλε την επαγωγή απόπτωσης από το μαγγάνιο ( Μ η ) ,  

στα ανθρώπινα κύτταρα Β  λεμφώματος, R am o s (S ch ra n lz  et a l., 2 0 0 1 ) ,  1 0  μΜ  Ζ η  

ανέστειλαν την απόπτωση σε καλλιεργούμενα κύτταρα νεφρικών σωληνάριων, η 
οποία προκλήθηκε από τη μείωση του A T P  (W ei et al., 2 0 0 4 ) ,  η προχορήγηση 2 5  έω ς  
και 5 0 0  μΜ Ζ η , 3 0  λεπτά πριν από την επίδραση ανοξίας σ ε καλλιεργούμενους  
νευρώ νες ιππόκαμπου αρουραίου, είχε σαν αποτέλεσμα την προστασία από την 
απόπτωση λόγω της ανοξίας (N agan sk a and M aty ja , 2 0 0 2 ) ,  7 0 0  μΜ  Zn  
προστάτευσαν τους καλλιεργούμενους νευρώνες ανθρώπου Ν Τ 2 -Ν  από την 
απόπτωση που προκλήθηκε από 100  μΜ χαλκού (C u ) (V an L an d in g h am , F itch  and  
L ev en so n , 2 0 0 2 )  και τέλος, 10 έω ς και 5 0  μΜ  Ζ η , προστάτευσαν τα κύτταρα  
γλοιώματος αρουραίου C 6  από την απόπτωση που προκλήθηκε από το κάδμιο 
(W atjen  et al., 2 0 0 2 ) .  Α κόμα, ο εξωγενώς προστιθέμενος Ζ η  στα ανθρώπινα κύτταρα 
μυελοειδούς λευχαιμίας U 9 3 7 , έπαιξε ρόλο στην επαγωγή απόπτιυσης, 
αναστέλλοντας την κατάτμηση του D N A  από την τοξίνη των φυτών ρικίνη (ric in )  

(T am u ra  et al., 2 0 0 2 ) ,  προστάτευσε τα καλλιεργούμενα πρωτογενή κύτταρα του Κ Ν Σ  
και τα αστροκύτταρα από την απόπτωση η οποία προκλήθηκε από την γ-ακτινοβολία  
(C ai et a l., 2 0 0 4 ) ,  τα κύτταρα Ε 4 7 , κατά 5 0 % , από τις αποπτωτικές τοξικές συνέπειες  
του αραχιδονικού οξέο ς (P e re z  and C ederbaum , 2 0 0 3 ) ,  ανέστειλε την απόπτωση που
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προκλήθηκε από την ανθανόλη στα κύτταρα του ήπατος ποντικών (L am b ert, Zhou  
an d  K a n g , 2 0 0 3 )  και επιπλέον, η απόπτωση που επάγεται από το πρωτεϊνικό 
σύμπλεγμα S 1 0 0 A 8 /A 9 , και τον χηλικό παράγοντα των μεταλλοϊόντων D T P A , σε 
κύτταρα καρκινώματος από το παχύ έντερο, ανεστάλη από τον Ζη και τον χαλκό (C u ) 
(G h av am i et a l., 2 0 0 4 ) .

Ο  Ζη α νέστειλε τον κυτταρικό θάνατο από απόπτωση σε διάφορα κύτταρα 
μέσω : 1 )  αναστολής μιας ενδονουκλεάσης που παίζει βασικό ρόλο στην επαγωγή 
απόπτωσης (T a m u ra  e t a l., 2 0 0 2 ) ,  2 )  έμμεσης δράσης του σ ε συγκεκριμένους 
ενδοκυτταρικούς παράγοντες που παίρνουν μέρος στην ενεργοποίηση των κασπασών 
- 6  και - 9  (T a m u ra  e t a l ., 2 0 0 2 ) ,  3 )  άμεσης δράσης του στη διαδικασία ενεργοποίησης 
των κασπασών - 6 , -9  και -3  (T a m u ra  et a l., 2 0 0 2 ,  G anju and E astm an , 2 0 0 3 ,  W ei et 
a l., 2 0 0 4 ,  L a m b e rt, Z h o u  an d  K a n g , 2 0 0 3 ) ,  4 )  αποτροπής της ενεργοποίησης της 
πρωτεΐνης B a x  και της απελευθέρωσης του c y to -c  από τα μιτοχόνδρια (W e i e t al., 
2 0 0 4 )  και 5 )  ρύθμισης της αφθονίας του m R N A  της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης 
ρ 5 3  και αποτροπής της μετατόπισής της στον πυρήνα των κυττάρων 
(V a n L a n d in g h a m , F itc h  and L e v e n so n , 2 0 0 2 ) .  Α κόμα από τους T am u ra  e t al. (2 0 0 2 )  
εκτιμήθηκε ότι η απελευθέρωση του Ζη από μακρομόρια ή ορισμένα ενδοκυτταρικά 
διαμερίσματα, μπορεί να έγινε κατά τη διάρκεια της επαγόμενης απόπτωσης από τη 
ρικίνη, και έτσ ι η πρόσθεση εξω γενούς Ζη, μπορεί να απέτρεψε την απελευθέρωσή  
του από την ενδονουκλεάση, και να ανέστειλε την επαγωγή της απόπτωσης (T am ura  
e t a l ., 2 0 0 2 ) .  Επίσης και από άλλες δημοσιεύσεις προέκυψε το συμπέρασμα ότι, όταν 
η συγκέντρωση του ενδοκυτταρικού Ζη ελαττώθηκε σε διαφόρους τύπους κυττάρων, 
επάγονταν απόπτωση σ ε αυτά παρουσία και απουσία παραγόντων που την επάγουν. 
Τ ο  φαινόμενο συνέβη στα ανθρώπινα λευχαιμικά κύτταρα H L -6 0  (D uffy et al., 
2 0 0 1 ) ,  στα κύτταρα γλοιώματος αρουραίου C 6  (W atjen  e t a l., 2 0 0 2 ) ,  σε 
καλλιεργούμενα χονδροκύτταρα με γνωστούς παράγοντες που επήγαν απόπτωση και 
συνοδεύτηκε από την ελάττωση της μεταλλοθειονίνης στο κυτταρόπλασμα (S au er et 
a l., 2 0 0 3 ) ,  καθώς και σ ε κύτταρά λεμφώματος E L - 4  (Y u i et a l., 2 0 0 2 ) .  Τέλος, 
σημαντικός ήταν και ο ρόλος της πρωτεΐνης μεταλλοθειονίνης στην ανασταλτική 
αυτή ιδιότητα του Ζη, η οποία είναι γνωστό ότι συνδέεται με τον ενδοκυτταρικό Ζη. 
Συγκεκριμένα έχ ει αναφ ερθεί στο παρελθόν ότι, η προεπαγωγή της σύνθεσης της 
μεταλλοθειονίνης, από τον ίδιο τον Ζη και το C d , προστάτευσε τα καλλιεργούμενα  
πρωτογενή κύτταρα του Κ Ν Σ  και τα αστροκύτταρα από την απόπτωση λόγω της γ- 
ακτινοβολίας, πιθανόν μέσω της αντιοξειδωτικής ιδιότητας της επαγόμενης αυτής 
πρωτεΐνης (C a i e t a l., 2 0 0 4 ) ,  και ότι ο Ζη προστάτευσε τα κύτταρα Ε 4 7 ,  κατά 5 0 % , 
από τις τοξικές συνέπ ειες του αραχιδονικού οξέος, μέσω της υπερέκφρασης της 
μεταλλοθειονίνης 2 Α  (Μ Τ 2 Α ) (P e re z  and C ed erb au m , 2 0 0 3 ) .

Στην παρούσα μελέτη, οι μηχανισμοί μέσω των οποίων ο Ζ η (Ν 0 3 ) 2  ανέστειλε, 
έστω  και μερικά, την επαγωγή της απόπτωσης στα κύτταρα H a C a T  από τη 
ροπιβακαΐνη δεν διερευνηθήκαν. Ό μω ς επειδή η αναστολή της επαγωγής της 
απόπτωσης εκφράστηκε και από την αναστολή της πρωτεόλυσης της P A R P , η οποία 
είνα ι υπόστρωμα της κασπάσης-3, πιθανολογείται ότι η αναστολή αυτή της επαγωγής 
απόπτωσης έγινε λόγω της δράσης του Ζη στη διαδικασία ενεργοποίησης της 
κασπάσης-3 και ίσω ς και της -9 ,  καθώς η κασπάση-3 είναι με τη σειρά της 

υπόστρω μα τη ς-9 κατά τη διαδικασία επαγωγής της απόπτωσης.
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3. Ο ρόλος της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ ψευδαργυροπεπτιδάση) και του 
νιτρικού ψευδαργύρου Ζη(Ν θ3)2  στην επαγωγή απόπτωσης, 
κερατινοκυττάρων HaCaT από τη ροπιβακαΤνη

Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας έδειξαν ότι η επαγωγή απόπτωσης στα 
κερατινοκύτταρα H aC aT  από τη ροπιβακαΐνη μετά από επώαση 4 8  ωρών σ ε θρεπτικό 

υλικό D M E M  χωρίς ορό, είχε σαν συνέπεια τη μειορύθμιση της Ν Ε Ρ . Η  
μειορρύθμιση της Ν Ε Ρ  παρατηρήθηκε, απουσία και παρουσία Ζ η (Ν θ 3>2 (σχήμα III 
9), από τη ροπιβακαΐνη Ε Ν Ώ  όπως αναφέρθηκε ήδη η επαγωγή απόπτωσης στα 
κύτταρα αυτά από τη ροπιβακαΐνη, μερικώ ς αναστάλθηκε από τον Zn(NC>3 )2 . Σ ε  
αντίθεση με τα αποτελέσματα, έχει αναφερθεί σε διάφορες μελέτες ότι η αναστολή 
του πολλαπλασιασμού και η επαγωγή απόπτωσης διαφόρων τύπων κυττάρων, είχε  
σαν συνέπεια την επαγωγή της έκφρασης της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (Ν Ε Ρ ).  
Επίσης, έχει αναφερθεί ότι η μειορύθμιση της Ν Ε Ρ , είχε σαν συνέπεια την 
ανθεκτικότητα στην απόπτωση και την ανάπτυξη κυρίως καρκινικών κυττάρων.

Πράγματι, η απώλεια ζωτικότητας στα ανθρώπινα προμυελοκυτταρικά  
λευχαιμικά κύτταρα H L -6 0  από την απόπτωση που επάγονταν από ιασπαμίδιο 
(jasp am id e), συνοδεύτηκε από την σύνθεση της N E P /C D 1 0  εκ  νέου στην επιφάνεια  
των αποπτωτικών κυττάρων (C io ca  and K itan o , 2 0 0 2 ) .  Επίσης, η Ν Ε Ρ  ανέστειλε την 
ενεργοποίηση της βιοχημικής οδού επιβίωσης A k t, μέσω της ενεργοποίησης του  
υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα παρόμοιου της ινσουλίνης (in su lin -lik e grow th  
factor recep to r), στα κύτταρα καρκίνου του προστάτη και συνεπώς η απώλεια της 
έκφρασής της είχε σαν αποτέλεσμα την ανθεκτικότητα στην απόπτωση των κυττάρων 
αυτών (S u m ito m o  et a l., 2 0 0 1 ) .  Τα σχετικά επίπεδα των m R N A  που κωδικοποιούσαν  
τους υποδοχείς της ενδοθηλίνης (E T R s) ή της Ν Ε Ρ , ήταν χαμηλά ή μη εντοπισμένα  
στον ανθρώπινο καρκίνωμα του ενδομήτριου σ ε αντίθεση με το m R N A  της 

• ενδοθηλίνης-1  ( Ε Τ 1 )  το οποίο εκφράστηκε (P ek on en  et a l., 1 9 9 5 ) .  Η Ν Ε Ρ  
μειορρυθμίστηκε ενώ η Ε Τ 1 αυξορρυθμίστικε με αυξανόμενο βαθμό καρκίνου, στα  
κύτταρα του στρώματος του αδενοκαρκινώματος του ενδομήτριου, γεγονός το οποίο  
μπορεί να έπαιξε ρόλο στη εξέλιξη και τη διαφοροποίηση του όγκου μέσω του  
κυτταρικού πολλαπλασιασμού των κυττάρων (Suzuk i et a l., 2 0 0 1 ) .  Τα χαμηλά 
επίπεδα της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα «μη μικροκυταρικού καρκίνου του πνεύμονα» (n o n 
sm all cell lung ca rc in o m a s), πιθανόν προσέφεραν υπεροχή στον πολλαπλασιασμό  
τους (G anju et a l., 1 9 9 4 ) ,  γενικά δε η έκφραση της Ν Ε Ρ , ήταν πολύ χαμηλή ή μη- 
ανιχνεύσιμη σε ιστούς και σε κυτταρικές σ ειρές «μικροκυταρικού καρκίνου  
πνεύμονα» (sm all ce ll lung c a n c e r ) παίζοντας ένα σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της 
ανάπτυξης των καρκινικών αυτών κυττάρων (C o h en  et al., 1 9 9 6 ) . Ό ταν η έκφραση  
της Ν Ε Ρ  μειώθηκε, σ ε κύτταρα καρκίνου του προστάτη τα νευροπεπτίδια μπορούσαν 
να αυξήσουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων αυτών (P ap an d reou  et a l., 1 9 9 8 ) ,  η 
απώλεια δε της έκφρασης της Ν Ε Ρ , με υπερμεθυλίωση του προαγωγέα της, σ ε  
κυτταρικές σειρές καρκίνου του προστάτη, μπορούσε να συντέλεσε στη ανάπτυξη  
του πληθυσμού των κυττάρων αυτών από νευροπεπτίδια (U sm an i et a l., 2 0 0 0 ) .  Η  
πρωτεϊνική έκφραση της Ν Ε Ρ  μειορρυθμίστηκε στον καρκίνο των κυττάρων του  
νεφ ρού, όταν έγινε σύγκριση με αυτή από το νεφρικό παρέγχυμα (G o h rin g  et a l., 
1 9 9 8 )  και τέλος η αναστολή της δραστηριότητας της Ν Ε Ρ  αύξησε τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό καλλιεργούμενων κυττάρων νευροβλαστώματος από το «εντερικό  

αγγειοδραστικό πεπτίδιο» (v a so a ctiv e  intestinal peptide) (W o llm an  et a l., 2 0 0 2 ) .
Ερμηνεία στο φαινομενικά παράδοξο αυτό αποτέλεσμα μπορεί να δοθεί, αν 

ληφθεί υπόψη πρώτον η ιδιότητα της ροπιβακαΐνης ως τοπικού αναισθητικού, 
δεύτερον ο ρόλος της Ν Ε Ρ  στη διαδικασία του πόνου σ ε σχέση με τα οποιοειδή
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εγκεφαλίνες, τρίτον η έκφραση εγκεφαλινών και Ν Ε Ρ  στα κερατινοκύτταρα και 
τέταρτο ο ρόλος των εγκεφαλίνων σε σχέση με την απόπτωση. Σύμφωνα με μελέτες, 
παράγοντες που ανέστειλαν την Ν Ε Ρ  έχει βρεθεί ότι παρέτειναν τις αναλγητικές 
επιδράσεις των εγκεφαλίνων αφού το ένζυμο αυτό εμπλέκεται στην ατοενεργοποίηση 
των οπιοειδώ ν πεπτιδίων, εγκεφαλίνων, στο Κεντρικό Ν ευρικό Σύστημα (E rd o s and 
S k id gel, 1 9 8 9 ) .  Πράγματι, το αναλγητικό R B 1 2 0 ,  το οποίο επήγε δραστικές 
δοσοεξαρτώ μενες αναλγητικές αντιδράσεις σ ε δοκιμές σ ε ποντίκια και αρουραίους με 
χορήγηση από το στόμα, φάνηκε ότι υπέστη ενίσχυση με αναστολείς της Ν Ε Ρ  και της 
αμινοπεπτιδάσης Ν  (Α Ρ Ν ) (N o b le  e t a l., 1 9 9 7 ) ,  σκευάσματα που περιείχαν 
αμινοφωσφινική ομάδα γενικού μοριακού τύπου N H 2-C H (R i) P ( 0 ) - (0 H )C H 2- 
C H (R 2)C O N H -C H (R 3)C O O H , ήταν ανταγωνιστικοί αναστολείς για τη Ν Ε Ρ  και τη 
Α Ρ Ν , και συγχρόνως ισχυροί αναστολείς του οξέος και χρόνιου πόνου όπως φάνηκε 
σ ε ζώα (C h en  et a l., 1 9 9 8 ) .  Η  σιαλορφίνη (sialorp h in ) επίσης, ένας εξωκρινής και 
ενδοκρινής μεσολαβητής σήματος ο οποίος παράγεται από τους υπογνάθιους αδένες 
και τον προστάτη αρουραίω ν σ ε απάντηση προς τα στεροειδή ανδρογόνα και 
απελευθερώ νεται τοπικά και συστημικά σ ε απάντηση προς το στρες, είναι ένας 
φυσικός αναστολέας της Ν Ε Ρ  στα θηλαστικά και ανέστειλε τον οξύ και τον δυνατό 
πόνο που προκλήθηκε από μηχανικούς και χημικούς παράγοντες ενισχύοντας τις 
ενδογενείς χημικές οδούς που ήταν εξαρτημένοι από τους μ- και δ- υποδοχείς 
οπιοειδώ ν, με προφανή συμμετοχή των εγκεφαλινών (R o u g e o t et a l., 2 0 0 3 ) .  Ακόμα  
επαληθεύτηκε ότι η Ν Ε Ρ  εκφράστηκε σε κερατινοκύτταρα, όπως φάνηκε και στην 
παρούσα μελέτη (κερατινοκύτταρα H a C a T ) αλλά και στην επιδερμίδα κανονικού και 
τραυματισμένου ανθρώπινου δέρματος το m R N A  της πρωτεΐνης αυτής εντοπίστηκε 
σ ε καλλιεργούμενα κερατινοκύτταρα (O leru d  e t a l., 1 9 9 9 ) . Επιπλέον έχει αναφερθεί 
ότι στα επιθηλιακά κύτταρα δέρματος εντοπίστηκαν τα οπιοειδή εγκεφαλίνες, οι 
οποίες παράγονταν ενδογενώ ς. Πράγματι, η μετεγκεφαλίνη ([M e t5]-enkephalin) και ο 
υποδοχέας οπιοειδώ ν ζ συνδέθηκαν με τα επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπινου δέρματος 
με τρόπο παρόμοιο με αυτό που παρατηρείται σε ποντίκια (Z ag o n , W u  and 
M cL a u g h lin , 1 9 9 6 ) .  Εξά λλου καλλιεργούμενα κανονικά ανθρώπινα κερατινοκύτταρα 
από ασθενείς που υπέστησαν πλαστική εγχείρηση, επίσης παρήγαγαν εγκεφαλίνες 
ενδογενώ ς (N issen  and K ra g b a lle , 1 9 9 7 ) ,  η έκθεση ανθρώπων στην υπεριώδη 
ακτινοβολία A  (U V A ), προκάλεσε την άμεση σύνθεση της μεθιονίνης-εγκεφαλίνης 
στο δέρμα (N issen  et a l ., 1 9 9 8 )  και τέλος, η τοπική μετεγκεφαλίνη και ο υποδοχέας 
της εκφράστηκαν στα κύτταρα της επιδερμίδας του τραυματισμένου και μη δέρματος 
της ουράς ποντικιού (W ilso n  et a l ., 2 0 0 0 ) .

Μ ε δεδομένο λοιπόν, οι εγκεφαλίνες παράγονται ενδογενώς από τα 
κερατινοκύτταρα, φαίνεται πιθανό η αναλγητική δράση της ροπιβακαΐνης στα 
κερατινοκύτταρα να επάγεται μέσω της πρωτεϊνικής μειορύθμισης της Ν Ε Ρ  που έχει 
σαν συνέπεια την απελευθέρω ση της δράσης των εγκεφαλίνων στα κύτταρα αυτά.

Α κόμα, έχ ει αναφ ερθεί ότι τα οπιοειδή πεπτίδια εγκεφαλίνες προκαλούν 
αλλαγές στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και επαγωγή απόπτωσης σε διάφορα είδη 
κυττάρων. Πράγματι, η μετεγκεφαλίνη ([M e t^ -e n k e p h a lin ) εντοπίστηκε με τον 
υποδοχέα της (ζ ), στο εξώ δερμα, στο μεσόδερμα και στο ενδόδερμα εμβρύων  
αρουραίου και ανθρώπου, επηρεάζοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την 
οργάνωση των ιστών σαν ένα ενεργά ανασταλτικό αυξητικό μόριο, ελαττώνοντας τη 
σύνθεση του D N A  στα κύτταρα και στα όργανα που αντιπροσωπεύουν και τις τρεις 
βλαστικές στιβάδες, γεγονός που έγινε μέσω του υποδοχέα (Z a g o n , W u and 
M cL a u g h lin , 1 9 9 9 ) .  Τ α  οπιοειδή μορφίνη και [ D A la2 ,N -M e -P h e 4 ,G ly 5  
o ljen k ep h alin  ή D A G O  επήγαν απόπτωση στα Τ  κύτταρα πιθανόν μέσω της 
βιοχημικής οδού της κινάσης c -Ju n  Ν Η 2 (JN K ) και της ενεργοποίησης των κασπασών



97

- 8  και -3  (Singhal et al., 2 0 0 1 ) .  Επίσης οπιοειδή πεπτίδια, μεταξύ των οποίων και η 
μετεγκεφαλίνη, είχαν ανασταλτική δράση στον πολλαπλασιασμό κυττάρων μήτρας 
αρουραίου κατά τη διάρκεια της οντογένεσης, σε δύο διαφορετικές φάσεις με ένα 
χρονικό διάστημα μη ευαισθησίας ανάμεσα στις φάσεις αυτές (K o rn y ei et a l., 2 0 0 3 ) ,  
η μετεγκεφαλίνη και η β-ενδορφίνη ενίσχυσαν την απόπτωση των ουδετερόφιλω ν  
περιφερικού αίματος in vitro , με δοσοεξαρτώ μενο τρόπο η οποία επάγονταν και μέσω  
του παράγοντα T N F -α και χωρίς αυτόν (S u lo w sk a et al., 2 0 0 3 ) .

Επειδή λοιπόν η επαγωγή απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη στα κύτταρα H a C a T  
υπό τις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης, είχε σαν συνέπεια την μειορρύθμιση  
της Ν Ε Ρ  (σχήμα 111 9 )  και συνεπώς, την πιθανή αύξηση της επίδρασης του οπιοειδούς 
μετεγκεφαλίνη στα κύτταρα αυτά, είναι πιθανό ότι εκτός από την επίδραση της 
ροπιβακαΐνης αυτής καθεαυτής στην επαγωγή απόπτωσης, πιθανόν η απόπτωση να 
επάγονταν και από τις επιδράσεις της ενδογενούς μετεγκεφαλίνης στα κύτταρα αυτά, 
υπόθεση που χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση για να επαληθευτεί.

Στην παρούσα μελέτη η Ν Ε Ρ  υπερεκφράστηκε στα κύτταρα H a C a T , με 
διαμόλυνση πλασμιδιακού D N A  που περιλαμβάνει το γονίδιο της πρωτεΐνης. Η 
υπερέκφραση φάνηκε από ανοσοαποτύπωμα κατά w estern  όπου συγκρίθηκε η 
πρωτείνική έκφραση της Ν Ε Ρ  κυττάρων H a C a T  που ήταν διαμολυσμένα μόνο με τον 
βέκτορα, H a C a T N e o , και αυτών που ήταν διαμολυσμένα με το cD N A  της Ν Ε Ρ  
H aC aT N E P  (σχήμα 111 1 0 ). Η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  είχε σαν συνέπεια την μείωση  
του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της κυτταρικής βιωσιμότητας (σχήμα III 11 Α , 
Β ), καθώς και την επαγωγή απόπτωσης (σχήμα III 12 ) στα κύτταρα αυτά μετά από 
επώαση 4 8  ωρών και σ ε θρεπτικό υλικό D M E M  χωρίς ορό. Τα αποτελέσματα ήταν 
σύμφωνα με αυτά ορισμένω ν ερευνητικών εργασιών και πιθανόν οφείλονται στην 
τοξική επίδραση της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα H aC aT . Πράγματι, η διαμόλυνση cD N A  της 
Ν Ε Ρ  σε κύτταρα T S U -P r l  καρκίνου του προστάτη ανεξάρτητου από τα ανδρογόνα, 

• ανέστειλε την ανάπτυξη των κυττάρων αυτών, πιθανόν λόγω των ανασταλτικών 
επιδράσεων της Ν Ε Ρ  (P ap an d reou  et a l., 1 9 9 8 )  και προκάλεσε την παύση του 
κυτταρικού κύκλου στη φάση G j, την επαγωγή απόπτωσης, την αύξηση των επιπέδων 
της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ2 1  και την μείωση της φωσφορυλιωμένης  

πρωτεΐνης ρετινοβλαστώματος (ppR b), μετά από 7  μέρες υπερέκφρασης της Ν Ε Ρ  στα 
κύτταρα (D ai et a l., 2 0 0 1 ) .

Στην παρούσα εργασία, εξετάστηκε επίσης η επίδραση της ροπιβακαΐνης στα 
κύτταρα H aC aT  που δεν υπερέκφραζαν (H a C a T n e o ) και που υπερέκφραζαν  
(H a C a T N E P ) την Ν Ε Ρ  παρουσία και απουσία Zn(NC>3 )2  όσον αφορά την κυτταρική 
βιωσιμότητα (σχήμα III 1 3 ) και την επαγωγή απόπτωσης (σχήμα III 1 4 ) , μετά από 
επώαση 4 8  ωρών και σ ε θρεπτικό υλικό D M E M  χωρίς ορό. Παρατηρήθηκε ότι, 
πρώτον η τοξική επίδραση της ροπιβακαΐνης πραγματοποιήθηκε σε συνέργεια με την 
υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  και δεύτερο ότι ο Zn(NC>3)2  δε άσκησε την ευεργετική του 
επίδραση απέναντι στην τοξικότητα της ροπιβακαΐνης όταν υπερεκφράστηκε η Ν Ε Ρ ,  
στα κύτταρα H aC aT , στις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης. Τ ο  πρώτο μέρος των 
αποτελεσμάτων ήταν σύμφωνο με δημοσιεύσεις ο ι οποίες έδειξαν ότι η Ν Ε Ρ  
ανέστειλε την ανάπτυξη, ή επήγε απόπτωση κυττάρων σ ε συνδυασμό με 
κυτταροτοξικές ουσίες. Πράγματι, η υπερέκφραση και η ενζυματική δραστηριότητα  
της Ν Ε Ρ  χρειάστηκε για την παύση της ανάπτυξης των Τ  κυττάρων Ju rk at που 
προκαλούνταν από τον φορμποδιεστέρα που ονομάζεται «ενεργοποιητής της 
πρωτείνικής κινάσης C »  ή Ρ Μ Α  (M ari et al., 1 9 9 7 ) .  Η έκφραση ενζυματικά ενεργού  
Ν Ε Ρ , από τα κύτταρα καρκίνου του προστάτη L N C a P  (που εκφράζανε την Ν Ε Ρ ),  
ήταν απαραίτητη για την επαγωγή απόπτωσης από τον φορμπολεστέρα « 1 2 - 0 - 
tetradecanoylphorbol- 1 3 -a c e ta te »  (T P Α ) στα κύτταρα αυτά, η οποία έγινε με
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σταθεροποίηση της έκφρασης της πρωτεϊνικής κινάσης C 5  (P K C 6 ) , μέσω της οποίας 
επάγονταν η απόπτωση από τον Τ Ρ Α  (S u m ito m o  et a l., 2 0 0 0 ) ,  και τέλος η ενζυμική 
δράση της Ν Ε Ρ  σ υντέλεσ ε στην επαγωγή απόπτωσης κυττάρων καρκίνου του 
προστάτη P C -3 ,  από τα αντικαρκινικά φάρμακα “ etoposide” και “p aclitaxel” , η οποία 
ήταν εξαρτημένη από μιτοχονδριακές διαδικασίες επίσης μέσω της έκφρασης της 
Ρ Κ Ο δ  (S u m ito m o  et a l., 2 0 0 4 ) .  Λ αμβάνοντας επομένως υπόψη ειδικά τις μελέτες από 
τους S u m ito m o  et al. ( 2 0 0 0 )  και τους S u m itom o  et al. (2 0 0 4 ) ,  η επαγώμενη απόπτωση 
από τη ροπιβακαΐνη που παρατηρήθηκε στα κύτταρα H aC aT N E P  τα οποία 
υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ  (και συνεπώ ς ενισχύθηκε και η δράση αυτής), η οποία ήταν 
μεγαλύτερου βαθμού από τα αντίστοιχα κύτταρα που δεν την υπερέκφραζαν 
(H a C a T n e o ), στις προαναφερόμενες συνθήκες επώασης, έγινε πιθανόν λόγω της 
σταθεροποίησης της έκφρασης της Ρ Κ Ο δ . Η  υπόθεση αυτή χρειάζεται περαιτέρω  
έρευνα  για να επαληθευτεί στην οποία να εξετάζεται με κατάλληλες τεχνικές και η 
ενζυμική δράση της Ν Ε Ρ , καθώς και η πρωτεϊνική έκφραση της P K C 5 .

Τ έλ ο ς, σ ε αρκετές δημοσιεύσεις τονίστηκαν οι αντικαρκινικές επιδράσεις της 
Ν Ε Ρ . Π ράγματι, η έκφραση και η δραστηριότητα της Ν Ε Ρ  ήταν πολύ χαμηλή ή μη- 
ανιχνεύσιμη σ ε ιστούς και σ ε κυτταρικές σ ειρές τόσο «μικροκυτταρικού» (sm all cell 
lu n g  c a n c e r ) , όσο και «μη μικροκυτταρικού» (n o n -sm all cell lung ca n ce r) καρκίνου 
του πνεύμονα, σ ε αντίθεση με μια δραστήρια μορφή του ένζυμου που εκφράστηκε 
στους παρακείμενους ιστούς του οργάνου αυτού. Έ τ σ ι πιθανά το γονίδιο της Ν Ε Ρ  να 
έδρα σ ε ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο (C o h en  et a l., 1 9 9 6 ) . Επίσης, η υπερέκφραση  
της Ν Ε Ρ  στα κύτταρα καρκίνου του προστάτη που δεν εξαρτάται από τα ανδρογόνα 

είχ ε σαν αποτέλεσμα την αναστολή της ανάπτυξής τους, την επαγωγή απόπτωσης, 
την παύση του κυτταρικού κύκλου και συνεπώς την αναστολή της δημιουργίας όγκου 

(D a i e t a l., 2 0 0 1 ) .  Α κόμα , η ενζυμική δράση της Ν Ε Ρ  συντέλεσε στην απόπτωση 
κυττάρων καρκίνου του προστάτη, που επάγονταν από αντικαρκινικά φάρμακα, 
συνδυασμός ο οποίος μπορούσε να ήταν μια πολλά υποσχόμενη θεραπευτική 
μέθοδος, καθώς ειδικά η ανασυνδυάσμένη Ν Ε Ρ  (rN E P ) ήταν ικανή να αυξήσει την 

χημειοευαισθησία στον ανεξάρτητο από ανδρογόνα καρκίνο του προστάτη με 
ελάχιστη τοξικότητα στους κανονικούς ιστούς (S u m itom o et a l., 2 0 0 4 ) .  Τέλος 
τονίστηκε ότι η αύξηση της δραστηριότητας της Ν Ε Ρ  μπορούσε να συντελέσει στην 
θεραπεία του καρκίνου στα κύτταρα νευροβλαστώ ματος (W o llm an  et a l., 2 0 0 2 ) .  Στην 
παρούσα μελέτη η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  και με την απουσία και με την παρουσία 
κυτταροτοξικής επίδρασης από τη ροπιβακαΐνη, είχε σαν συνέπεια την επαγωγή 
απόπτωσης στα κερατινοκύτταρα H a C a T  μετά από επώαση 4 8  ωρών και σε θρεπτικό 
υλικό D M E M  χωρίς ορό. Α π ό τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης των 
επιδράσεω ν της Ν Ε Ρ  σ ε αθανατοποιημένα κερατινοκύτταρα H a C a T  συμπεραίνεται 
ότι η υπερέκφραση της Ν Ε Ρ  είναι δυνατόν να συμβάλλει στην αντιμετώπιση του 

καρκίνου.



V. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

1. Η ροπιβακαΐνη (2mM, 48 ώρες) προκαλεί 50% μείωση του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού και της βιωσιμότητας σε αθανατοποιημένα κερατινοκότταρα 
ανθρώπου, HaCaT

2. Η ροπιβακαΐνη, επάγει απόπτωση στα HaCaT σε συγκέντρωση >lmM, μέσω
ενεργοποίησης της κασπάσης-3 και διάσπασης της PARP

* ■·

3. Η ροπιβακαΐνη ασκεί αποπτωτική δράση μέσω μειορρύθμισης της 
αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης κλαστρίνης/ApoJ

4 .0  Zn {15μΜ Ζη(Ν03)2) αναστέλλει την μείωση του πολλαπλασιασμού και της 
βιωσιμότητας και την απόπτωση που προκαλεί η ροπιβακαΐνη, σε κύτταρα HaCaT.

5. Η ΝΕΡ μειορυθμίζεται από την ροπιβακαΐνη, παρουσία και απουσία Zn, και 
πιθανά η μειορύθμιση αυτή ενισχύει την αναλγητική δράση της ροπιβακαΐνης 
λόγω απελευθέρωσης της δράσης ενδογενών οπιοειδών

6. Η υπερέκφραση της ΝΕΡ προκαλεί στα κύτταρα HaCaT ελάττωση του 
πολλαπλασιασμού και της βιωσιμότητας επάγοντας απόπτωση

7 . 0  Zn στις πειραματικές μας συνθήκες δεν αναστέλλει την αποπτωτική δράση της 
ροπιβακαΐνης σε κύτταρα HaCaT που υπερεκφράζουν την ΝΕΡ



VI. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

ΟΙ ΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΑΝ ΑΛΓΗ ΤΙΚΩ Ν  ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΗΝ ΕΚ Φ ΡΑΣΗ  
Κ ΥΤΤΑΡΙΚ Ω Ν  Μ ΕΤΑΛΛΟ ΕΝ ΖΥΜ Ω Ν

Είναι γνωστό ότι τοπικά αναισθητικά όπως η ροπιβακαΐνη εκτός από τις αναλγητικές 
τους επιδράσεις επάγουν και απόπτωση σε κύτταρα. Επίσης το απαραίτητο 
ιχνοστοιχείο ψευδάργυρος (Ζη) έχει βρεθεί ότι προστατεύει διάφορα είδη κυττάρων 
από την αποπτωτική δράση στρεσογόνων παραγόντων, και επίσης αποτελεί δομικό 
στοιχείο του ενεργού κέντρου μεταλλοπεπτιδασών όπως η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση  
(Ν Ε Ρ ). Η Ν Ε Ρ , εκτός από τον σημαντικό ρόλο της στη φυσιολογία και βιοχημεία του  
πόνου Λου ασκείται με τη διάσπαση των ενδογενών οπιοειδών, επάγει επίσης και 
μείωση του πολλαπλασιασμού και επαγωγή απόπτωσης ειδικά σ ε καρκινικά κύτταρα. 
Ο συνδυασμός επομένως ροπιβακαΐνης, Ν Ε Ρ  και Ζη πιθανόν να συνεργεί στη 
διαχείρηση του άλγους καρκινικής και μη αιτιολογίας.

Ο πόνος, οξύς και χρόνιος, είναι ένας προστατευτικός μηχανισμός του  
ανθρώπινου σώματος απέναντι στις ιστικές βλάβες που προκαλούν διάφοροι 
στρεσογόνοι παράγοντες. Γίνεται αντιληπτός από νευρικούς υποδοχείς στο δέρμα και 
στους εσω τερικούς ιστούς κατόπιν μηχανικών, θερμικών και χημικών ερεθισμάτων. 
Αγεται από τις νευρικές ίνες τύπου Α δ και C  και μέσω δύο ξεχω ριστών νευρικώ ν  
οδών του νωτιαίου μυελού καταλήγει σε διάφορες περιοχές του Κ Ν Σ  που  
περιλαμβάνουν τον προμήκη μυελό, τον μεσεγκέφαλο και τον εγκεφαλικό φλοιό. Η  

ικανότητα του Κ Ν Σ  να ελέγχει τον βαθμό εισόδου των ερεθισμάτων πόνου στο 
νευρικό σύστημα, ασκείται με την ενεργοποίηση του «συστήματος αναλγησίας» 

(G uyton, 1 9 9 1 , R an g  and D ale, 1 9 9 1 ).
Τα τοπικά αναισθητικά χρησιμοποιούνται για την προσωρινή και αναστρέψιμη  

κατάργηση των αισθήσεων σε μια συγκεκριμένη περιοχή του ανθρώπινου σώματος 
αποτρέποντας την νευροδιαβίβαση ασκώντας αποκλεισμό των διαύλων νατρίου (N a *)  
στην μεμβράνη των νευρώ νω ν και ιδιαίτερα του τύπου Α δ και C . Τ ο μόριό τους  
περιλαμβάνει ένα αρωματικό δακτύλιο συνδεδεμένο μέσω ενός εστερικού ή 
αμιδιακού δεσμό με μια βασική πλευρική αλυσίδα και το γεγονός ότι είναι ασθενείς  
βάσεις με τιμές p K a  μεταξύ 8 -9 , τα καθιστά ικανά να διεισδύουν στο έλυτρο της 
μυέλινης και στις μεμβράνες των νευραξόνων. Τα τοπικά αναισθητικά που  
περιλαμβάνουν εστερικό δεσμό είναι η βενζοκαΐνη, η κοκαΐνη, η προκαΐνη και η 
τετρακαΐνη και εκείνα που περιλαμβάνουν αμιδιακό δεσμό είναι η λιδοκαΐνη, η 
πριλοκαΐνη, η βουπιβακαΐνη και η ροπιβακαΐνη (R a n g  and D ale , 1 9 9 1 ) .

Η απόπτωση είναι μια συνεχής φυσιολογική διαδικασία προγραμματισμένου  
κυτταρικού θανάτου που παίρνει μέρος σε πολλές βιολογικές διαδικασίες, που  
περιλαμβάνουν την μορφογένεση, την ανακύκλωση και την απομάκρυνση βλαπτικών 
κυττάρων και διακρίνεται από τον νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο στο ότι είναι μια 
στενά ρυθμισμένη διαδικασία που επάγεται από ένα συγκεκριμένο ερέθισμα και 
συμβαίνει χωρίς την απελευθέρωση διαμεσολαβητών φλεγμονής. Τουλάχιστο δύο  
βιοχημικές οδοί μετά από την επίδραση ποικίλων ερεθισμάτω ν, έχουν αναγνωριστεί 
ότι οδηγούν στην ενεργοποίηση πρωτεασών κυστεΐνης, των δραστικών κασπασών οι 
οποίες με τη σειρά τους διασπούν μια ποικιλία συγκεκριμένων κυτταρικών 
υποστρωμάτων και προκαλούν αποπτωτικό θάνατο. Η λεγάμενη «εξω γενής  

αποπτωτική οδός» περιλαμβάνει ένα βιοχημικό σήμα από τους «υποδοχείς θανάτου» 
(F a s )  από τα κατάλληλα συνδεόμενα μόρια (F a s L )  και η απόπτωση πραγματοποιείται 
τελικά με ενεργοποίηση πρόδρομων κασπασών όπως η - 8  και δραστικών όπως η -3 .
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Στην «ενδογενή αποπτωτική ο δ ό » , ο ρόλος των μιτοχονδρίων και της υπερ- 
οικογένειας της πρωτεΐνης B c l -2  είναι σημαντικός, και ο αποπτωτικός θάνατος 
σ υμβα ίνει με ενεργοποίηση πρόδρομων κασπασών όπως η -9  και επίσης της -3 . 
Επ ιπλέον ο αποπτωτικός κυτταρικός θάνατος αναγνωρίζεται από διάφορα 
χαρακτηριστικά όπως κυτταρική συρρίκνωση, έντονη συσπείρωση χρωματίνης, 
ταχεία φαγοκύτωση και πέψη του D N A  σ ε ενδονουκλεοσωματικές περιοχές 
(H o ck e n b e ry , 1 9 9 5 , R e e d  et a l., 1 9 9 9 , S ch u ltz  and H arrington Jr ., 2 0 0 3 ) .

Η υπ εροικογένεια  της B c l - 2  είναι μια από τις m o  σημαντικές ομάδες 
ρυθμιστικόν π ρω τεϊνόν στην απόπτωση και περιλαμβάνει τα προ-αποπτωτικά μέλη 
B a x ,  B a d  και B a k  και τα αντι-αποπτωτικά B c l -2  και B c1-xl και είναι τοποθετημένες 
κυρίω ς στην εξω τερική πλευρά της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Ειδικά η πρωτεΐνη 
B e l-2  αποτρέπει την απελευθέρωση του κυττοχρώματος c  από τα μιτοχόνδρια, 
αναστέλλοντας την έναρξη της ενδογενούς αποπτωτικής οδού (A d am s and C ory,
1 9 9 8 )  .

Η κλαστρίνη/απολιποπρωτεΐνη J είναι ένα προϊόν γονιδίου που εμπλέκεται σε 
διάφορες φ υσιολογικές διαδικασίες και επίσης στη ρύθμιση του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης, δρώντας κυρίως σαν αντι-αποτωτικός 
παράγοντας. Η  έκφραση της A p o J επάγεται από διαφόρους στρεσογόνους 

παράγοντες όπως το οξειδω τικό στρες, το θερμικό σοκ, από κυττοκίνες και 
αυξητικούς παράγοντες όπως η Τ ΰ Ε β  και ο T N F a  και μετά από έκθεση στην U V  και 
την ιονίζουσα ακτινοβολία και στους χημειοθεραπευτικούς παράγοντες (M iyak e et 
a l., 2 0 0 0 ,  Y a n g  et a l., 2 0 0 0 ,  Jo n e s  and Jo m a ry , 2 0 0 2 ,  T rougakos and G on os, 2 0 0 2 ) .

Μ ελ έτες έδειξαν ότι τοπικά αναισθητικά, εκτός από τις δράσεις τους στο νευρικό 
σύστημα, επάγουν κυτταροτοξικές επιδράσεις και απόπτωση. Πράγματι, διάφορα 
τοπικά αναισθητικά όπως η κοκαΐνη (C a s ca le s  e t a l., 1 9 9 4 , N asso gn e e t a l., 1 9 9 7 , L i 
e t a l ., 1 9 9 9 ,  L i e t a l ., 2 0 0 3 ,  H e e t a l., 2 0 0 0 ,  H e , X ia o  and Z h an g, 2 0 0 1 ,  X ia o  et al., 
2 0 0 1 ) ,  η λιδοκαΐνη (F rie d e rich  and S ch m itz , 2 0 0 2 ) ,  η πριλοκάΐνη (N ak am u ra e t al.,
1 9 9 9 )  , η τετρακαΐνη, η βουπιβακαΐνη (T a n  et a l., 2 0 0 2 ,  L e e  et a l., 2 0 0 3 ,  U nam i e t a l., 
2 0 0 3 , )  και η διβουκαΐνη (K im  e t a l., 1 9 9 7 , A rita  e t a l., 2 0 0 0 ) ,  επάγουν αποπτωτικό 
κυτταρικό θάνατο σ ε διάφορα είδη κυττάρων.

Η ροπιβακάΐνη (R o p iv a c a in c  h y d ro ch lo rid e ; N arop ein e )  είναι ένα νέο S- 
ενα ντιομερές τοπικό αναισθητικό αμιδιακού τύπου μακράς διαρκείας, το οποίο 
πρόσφατα εισήχθη στην αγορά για κλινική χρήση. Έ χ ει υψηλή p K a , 8 ,1 , χαμηλή 
λιπιδική διαλυτότητα, ασκεί αποκλεισμό στους νευρώ νες Αδ και C  σε μεγαλύτερο 
βαθμό από ότι σ ε αυτούς που ελέγχουν την κινητική επίδραση και είναι λιγότερο 
καρδιοτοξική από ίσες δόσεις ρακεμικής βουπιβακαΐνης (M cC lu re , 1 9 9 6 , M cC lellan  
and F au ld s , 2 0 0 0 ) .  Εκ τός από τις αντί- φλεγμονώδεις επιδράσεις της (M artinsson  et 
al., 1 9 9 7 , Z h an g  and T h o rla ciu s , 2 0 0 0 ,  M artin sso n , H aegerstrand and D alsgaard , 
1 9 9 7  F is c h e r  e t a l ., 2 0 0 1 ) ,  η ροπιβακαΐνη βρέθηκε ότι αναστέλλει τον 
πολλαπλασιασμό μη-μετασχηματισμένων καλλιεργούμενων ανθρώπινων 
ινοβλαστώ ν, ενδοθηλιακώ ν κυττάρων, κερατινοκυττάρων (M artin sson , H aegerstrand  
and D alsg aard , 1 9 9 3 )  και πριοτογενών ινοβλαστών αρουραίου, όπως και 
μετασχηματισμένων κυττάρων νεφ ρού πιθήκου, V ero  (D e Iuliis e t a l., 2 0 0 1 )  και 
ανθρο'ιπινων κυττάρων από το παχύ έντερο (M artin sso n , 1 9 9 9 ).

Ο  ψευδάργυρος (Ζ η ) είναι ένα απαραίτητο μέταλλο της ομάδας ΙΙΒ  του 
περιοδικού συστήματος του οποίου οι φυσικές και χημικές ιδιότητες τον καθιστούν 
προσαρμόσιμο στις ανάγκες πρωτεϊνών και ένζυμων που πραγματοποιούν ποικίλες 
βιολογικές λειτουργίες. Ο ι σταθεροποιητικές του ιδιότητες επίσης δημιουργούν τη 
βάση για την εκτεταμένη συμμετοχή του Ζη στον μεταβολισμό των πρωτεϊνών, των 
νουκλεϊκώ ν οξέω ν, των υδατανθράκων και των λιπιδίων όπως και στον έλεγχο της
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γονιδιακής μεταγραφής κα άλλων πολύ σημαντικών βιολογικών διεργασιών (V allee  
and Falch u k , 1 993). Ό σον αφορά τον ρόλο του στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο 
σε διάφορα είδη κυττάρων βρέθηκε ότι ο Ζη, είτε επάγει απόπτωση (F e n g  et a l., 2 0 0 2 ,  
K ondoh et al., 2 0 0 2 , K aw ah ara, K ato -N cg ish i and K uroda, 2 0 0 2 ,  Sheline et a l., 2 0 0 3 ,  
Jim en ez  Del R io and V elez-P ard o , 2 0 0 4 )  είτε αναστέλλει την αποπτωτικές επιδράσεις 
από άλλους παράγοντες όπως το M n (S ch ra n tz  et al., 2 0 0 1 ) , η φυτική τοξίνη ρικίνη 

(T am u ra  et al., 2 0 0 2 ) , η μείωση του A T P  (W ei et a l., 2 0 0 4 ) ,  η επίδραση της ανοξίας 
(N agan sk a and M atyja, 2 0 0 2 ) ,  ο C u (V an L an d in gh am , F itch  and L ev en so n , 2 0 0 2 ) ,  η 
ακτινοβολία-γ (C ai et al., 2 0 0 4 )  και το αραχιδονικό οξύ (P e re z  and C ed erb au m , 
2 0 0 3 ) . .

Η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (N E P /C A L L A /C D 1 0 /N cp rily s in  E .C . 3 .4 .2 4 .1 1 .)  
είναι μια διαμεμβρανική, Ν-γλυκοξυλιωμένη μεταλλοπεπτιδάση με Ζη στο ενεργό της 
κέντρο και ανακαλύφθηκε απομονώθηκε και καθαρίστηκε από το νεφ ρό κουνελιού  
και γουρουνιού. Είναι ευρέως κατανεμημένη στο Κ Ν Σ  και σε περιφερικούς ιστούς  
διασπώντας μια ποικιλία υποστρωμάτων, στην αμινοτελική πλευρά των υδρόφ οβω ν  
αμινοξέων τους, όπως τα ενδογενή οπιοειδή. Ο ι θέσεις δραστηριοποίησης της Ν Ε Ρ  
συμπίπτουν με τους υποδοχείς των οπιοειδών μ- και δ- σε πολλές περιοχές που 
περιλαμβάνουν και αυτές του ελέγχου του πόνου. Επίσης βρέθηκε ότι, παράγοντες 
που αναστέλλουν τη Ν Ε Ρ  ενισχύουν τις αναλγητικές επιδράσεις των εγκεφαλίνων 
(R oq u es et a l., 1 9 9 3 , E rd o s and Skidgel, 1 9 8 9 ) .  Ό σον αφορά τον ρόλο της στην 
απόπτωση, π ροέκυψ ε από μελέτες ότι, η ενζυματική δράση ή η υπερέκφραση της 
Ν Ε Ρ , προκάλεσε αναστολή κυτταρικού πολλαπλασιασμού, επαγωγή απόπτωσης αυτή 
καθαυτή ή σε συνδυασμό με άλλους κυτταροτοξικούς παράγοντες, ειδικά σε κύτταρα 
καρκίνου του προστάτη (M ari et al., 1 9 9 7 , P ap an d reou  et al., 1 9 9 8 , D ai e t a l., 2 0 0 1 ,  
Sum itom o et al 2 0 0 0 ,  S u m itom o et al., 2 0 0 4 ) .

Στην παρούσα διατριβή πρώτα μελετήθηκε η απόπτωση σ ε αυθόρμητα  

• αθανατοποιημένα κερατινοκυττάρα ανθρώπου H a C a T , που προκάλεσε το τοπικό 
αναισθητικό ροπιβακαΐνη και ο ρόλος των αντι-αποπτωτικών γονιδίων  
κλαστρίνη/A p o J και B c l -2 .  Η ροπιβακαΐνη επήγε απόπτωση στα κύτταρα H a C a T  με 
δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, όπως αποδείχτηκε από τεχνικές κυτταρικού  
πολλαπλασιασμού, αποκλεισμού με trypan blue, ενδονουκλεοσωματικής  
θραυσματοποίησης του D N A  και τη πρωτεολυτική διάσπαση της P A R P  (πολύ-A D P  
ριβοσυλ-πολυμεράση). Η ροπιβακαΐνη επίσης μειορύθμισε την κλαστρίνη/A p o J όπως 
φάνηκε με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern, δείχνοντας ότι η μείωση της έκφρασης 
αυτής της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης μπορεί να εμπλέκεται στην επαγωγή της 
απόπτωσης από το φάρμακο στα κύτταρα H a C a T . Π ροκειμένου να ερευνη θεί 
περεταίρω ο ρόλος της κλαστρίνης/A poJ στην απόπτωση των κυττάρων H a C a T  και 
να συγκριθεί με το καλά μελετημένο αντι-αποπτωτικό ρόλο της B c l -2 ,  
κατασκευάστηκαν κυτταρικοί κλώνοι που υπερέκφραζαν την κλαστρίνη/A p o J και την 
B c l-2 . Φάνηκε ότι η υπερέκφραση της κλαστρίνης/A p o J και της B c l -2  προστάτευσαν  
τα κύτταρα H aC aT  από την απόπτωση που επήγε η ροπιβακαΐνη όπως αποδείχτηκε 
με τεχνικές όμοιες με τις ήδη αναφερθείσες. Συνολικά αυτά τα αποτελέσματα έδειξαν  
ότι η έκφραση της κλαστρίνης/A p o J μπορεί να έχει αντιαποπτωτικό ρόλο στις τοξικές  
επιδράσεις που επάγει η ροπιβακαΐνη.

Ακόμα στην παρούσα εργασία, μελετήθηκε ο προστατευτικός ρόλος του  

εξωγενούς Ζη με τη μορφή του νιτρικού ψευδαργύρου, Ζ η (Ν 0 3 ) 2, στη δοσο- 
εξαρτώμενη επαγωγή απόπτωσης από τη ροπιβακαΐνη στα κύτταρα H a C a T . Β ρέθη κε  

ότι 15 μΜ Ζη(Ν0 3 ) 2, ανέστειλαν τη μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και 
της κυτταρική βιωσιμότητας και επίσης ανέστειλαν μερικώς την επαγωγή απόπτωσης 
από τη ροπιβακαΐνη. Η  προστατευτική επίδραση του Ζ η (Ν θ 3 )2  ήταν αυξημένη κατά
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την ταυτόχρονη χορήγηση με τη ροπιβακαΐνη παρά με την προχορήγησή του 3 0  
λεπτά πριν από τη ροπιβακαΐνη.

Επ ιπ λέον ερευνήθηκε ο ρόλος της Ν Ε Ρ  στην επαγωγή απόπτωσης από τη 
ροπιβακαΐνη και στην αναστολή της από τον Ζ π(Ν 0 3 ) 2 , στα κύτταρα H aC aT . 
Β ρ έθ η κ ε ότι η ροπιβακαΐνη μειορύθμισε την Ν Ε Ρ  παρουσία και απουσία Ζ η (Ν 0 3 ) 2 , 
όπω ς φάνηκε από ανάλυση με ανοσοαποτύπωμα κατά w estern , διαπίστωση που 
πιθανόν υποσημαίνει ένα ακόμη μηχανισμό αναλγητικής δράσης της ροπιβακαΐνης, 
δηλαδή απελευθέρω σης της δράσης των ενδογενών οπιοειδών μέσω ελέγχου της 
δραστικότητας της Ν Ε Ρ . Π ροκειμ ένου να διερευνηθεί περαιτέρω ο ρόλος της Ν Ε Ρ , 
κατασκευάστηκαν κύτταρα H a C a T  που υπερέκφραζαν την Ν Ε Ρ  και τα αποτελέσματα 
έδ ειξα ν ότι υπό τις συνθήκες επώασης (4 8  ώ ρες, D M E M  χωρίς ο ρ ό ), η υπερέκφραση  
της Ν Ε Ρ  προκάλεσε αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της κυτταρικής 
βιω σιμότητας, επάγοντας απόπτωση. Τ ελικά, βρέθηκε στα κύτταρα H a C a T  που 
υπερέκφ ραζαν την Ν Ε Ρ  η μείωση της κυτταρική βιωσιμότητας και η απόπτωση που 
προκλήθηκε από τη ροπιβακαΐνη αντιμετωπίστηκαν περιορισμένα από τον Ζη.



A B ST R A C T

Title: The effects of analgesic compounds on the expression of metallocnzymes
Evangclos Kontargiris BSc Biomedical Sciences
Laboratory of Physiology, Faculty of Medicine, University of Ioannina

It is know n that local anesthetics such as ro p iv acain e  apart from  their an alg esic  e ffects  
induce apoptosis in cells. Fu rth erm ore it w as found that the essential m etal z in c (Z n )  
p ro tects several types o f  cells from  the ap o p to tic  action  o f  stress facto rs  and also  is a  
structural elem ent o f  the activ e  site o f  m etallopep tidases such as neutral 
endopeptid asc (N E P ). N E P , apart from  its im portant role in the p h y sio lo g y  and  
b ioch em istry  o f  pain w hich is induced by the breakdow n o f  en d ogen ou s o p io id s, a lso  
cau ses red u ction  o f  proliferation and induction o f  apoptosis esp ecially  in c a n c e r  ce lls .

Pain , acu te  and chronic, is a  p ro tective  m ech an ism  o f  the hum an body. It is 
noticeable by nerve sensors in the skin and internal tissues due to  m ech a n ica l, th erm al 
and ch em ical stim uli. It is transm itted by Α δ and C  nerve fibres and through tw o  
distinct p athw ays o f  the spinal cord the stim ulus ends up at variou s areas o f  th e brain  
including m edulla oblongata, m esencephalon  and cereb ral co rte x . T h e ability  o f  the  
C N S to con trol the d eg ree  o f  pain stim uli en tran ce  into the n ervous system  w ork s by t 
activation  o f  “ the an alg esia  system ” (G u yton , 1 9 9 1 , R an g  and D ale, 1 9 9 1 ) .

L o cal an esth etics  are  used for the tem p oral and reversib le abolition  o f  sen ses in a  
distinctive area  o f  the hum an body by p rev en tin g  n erv e tran sm ission  by b lo ck in g  o f  
sodium  (N a^) ch an n els on  the m em brane o f  the n erv e ce lls , esp ecially  o f  Α δ and C  
nerve fibres. T h eir m o lecu le  contains an a ro m a tic  ring linked by an e ster o r am id e  
bond to a basic sid e-ch ain  and also they are w eak  b ases, (p K a~ 8 - 9 )  ch a ra c te ris tics  th at 
m ake them  able to  p en etrate  the m yelin sheath and a x o n  m em brane. L o ca l an esth etics  

• that include ester bond are benzocainc, co ca in e , p ro cain e  and te tracain e  w h ile  th o se  
w ith an am ide bond in clu d e lidocaine, p rilocain e, b u p ivacain e and ro p iv acain e  (R a n g  
and D ale, 1 9 9 1 ) .

A poptosis is a n o rm al continuous p ro ce ss  fo r p ro gram m ed  cell d eath  w h ich  
participates in m an y b io lo g ic  events, including m o rp h o g en esis , cell tu rn o v er, and th e  
rem oval o f  harm ful ce lls  and is distinguished from  n e cro tic  cell death in th at it is a  
closely  regulated p ro ce ss  induced by a sp e cific  stim ulus and o ccu rs  w ith ou t the  
release o f  in flam m atory  m ed iators. A t least tw o b io ch em ical p ath w ays after th e e ffe ct  
o f  various stim uli, h a v e  been recognised to  lead  to  th e  activ atio n  o f  cy ste in e  
proteases, the “e ffe cto r ca s p a se s” w hich in turn b reak d ow n  a  v arie ty  o f  certa in  protein  
substrates and cau se  a p o p to tic  death. The so -ca lled  “ e x trin sic  ap o p to tic p ath w ay ”  
includes a b iochem ical signal from  “death recep to rs” (F a s )  by the app rop riate  ligands  
(F a s L )  and apoptosis finally  takes place by activ a tio n  o f  in itiator ca sp ases su ch  as  
ca sp ase - 8  and effecto r c a s p a se s  such as ca sp a se -3 . In th e so -ca lle d  “ intrinsic ap o p to tic  
pathw ay” , the roles o f  m ito ch on d ria  and the B c l -2  protein  su p erfam ily  are  im portant, 
and apoptotic death h ap p en s by activation o f  in itiator ca sp a se s  such as ca sp a se - 9  and  
again  casp ase-3 . M o re o v e r, ap op totic cell death is identified by variou s ch a ra cte ris tics  
including cell shrin k age, ch rom atin  con d en sation , rapid p h ag o cy to sis  and D N A  
digestion at in tcm u cleosom al sites (H ockenbery, 1 9 9 5 , R eed  et a l., 1 9 9 9 , S ch u ltz  and  
H arrington Jr., 2 0 0 3 ) .

T he superfam ily o f  B c l -2  proteins is one o f  the m o st im portant grou p s o f  
regu latory  proteins in ap o p to sis , includes the p ro -ap o p to tic  m em b ers B a x , B ad  and  
B ak  and the antiapoptotic m em b ers B c l-2  and B c1-xl and th ey  are m ain ly  p laced  on  
the outer side o f  the m ito ch on d rial m em brane. E sp e cia lly  the B c l -2  p rotein  p reven ts
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th e  re lease  o f  cy to ch ro m e  c  fro m  m ito ch o n d ria , inhibiting the initiation o f  the intrinsic 
a p o p to tic  p ath w ay  (A d a m s and C o ry , 1 9 9 8 ) .

C lu ste rin /A p o J is a  g en e  p ro d u ct w h ich  is in volved  in a  num ber o f  p h ysiological 
p ro ce sse s , but a lso  in th e reg u latio n  o f  ce ll p roliferation  and apoptosis actin g  m ainly  
a s  an  an ti-a p o p to tic  fa cto r. T h e  e xp ressio n  o f  A p o J is induced by several stress 
fa c to rs , su ch  as o x id a tiv e  stress , h eat sh o ck , by cy to k in es and grow th factors, such as 
T G F p  and T N F a  and by exp o su re  to  U V  and ion izin g  radiation and ch em otherapeutic  
ag en ts (M iy a k e  e t a l., 2 0 0 0 ,  Y a n g  et a l., 2 0 0 0 ,  Jo n e s  and Jo m ary , 2 0 0 2 ,  T rougakos  
an d  G o n o s, 2 0 0 2 ) .

It w as published  th at lo ca l an aesth etics , ap art fro m  their activ ities in the nervous  
sy ste m , th ey  in d u ce  c y to to x ic  e ffe cts  and ap op tosis. Indeed, several lo cal anaesthetics  
su ch  as c o ca in e  (C a s c a le s  e t a l., 1 9 9 4 , N asso g n e et a l., 1 9 9 7 , L i et a l., 1 9 9 9 , L i et al., 
2 0 0 3 ,  H e e t a l ., 2 0 0 0 ,  H e , X ia o  and Z h an g, 2 0 0 1 ,  X ia o  e t a l., 2 0 0 1 ) ,  lidocaine  
(F rie d e rich  and S ch m itz , 2 0 0 2 ) ,  p rilocain e (N ak am u ra et a l., 1 9 9 9 ) , tetracaine, 
b u p iv acain e  (T a n  e t a l., 2 0 0 2 ,  L e e  e t a l., 2 0 0 3 ,  U n am i e t a l., 2 0 0 3 ,)  and dibucaine  
(K im  et a l., 1 9 9 7 ,  A rita  e t a l., 2 0 0 0 ) ,  induce ap o p to tic  cell death in variou s types o f  
cells .

R o p iv a ca in e  (R o p iv a ca in e  h y d ro ch lo rid e ; N aro p ein e )  is a  lon g-lastin g  am ide  
lo ca l a n aesth etic  p u re en an tio m er (S -e n a n tio m e r), w h ich  is recen tly  introduced to the 
m ark et av ailab le  fo r c lin ica l u se . It h as a  h igh  p K a  8 ,1 , lo w  lipid solubility, b lock s Αδ  
and C  n e rv e  fib res to  a  g rea te r d eg re e  th an  th o se  co n tro llin g  m o to r function  and is less 
c a rd io to x ic  th an  eq u al co n cen tra tio n s o f  ra c e m ic  bupivacaine (M cC lu re , 1 9 9 6 ,  
M cC le lla n  and F au ld s , 2 0 0 0 ) .  A p art from  its an ti-in flam m atory  effects  (M artinsson  et 
a l., 1 9 9 7 , Z h an g  and T h o rla ciu s , 2 0 0 0 ,  M artin sso n , H aegerstran d  and D alsgaard, 
1 9 9 7  F is c h e r  e t a l ., 2 0 0 1 )  ro p iv a ca in e  w as found to  inhibit th e proliferation o f  non- 
tran sfo rm ed  cu ltu red  ad u lt h um an fib rob lasts, endothelial ce lls , k eratinocytes  
(M a rtin sso n , H a eg erstran d  and D alsg aard , 1 9 9 3 )  and p rim ary  ra t fibroblast, as w ell as 
th at o f  th e tran sfo rm ed  m o n k ey  k idney V e ro  ce lls  (D e  Iuliis e t a l., 2 0 0 1 )  and hum an  
c o lo n  cell lin es (M artin sso n  T ., 1 9 9 9 ) .

Z n  is an  essen tia l m etal o f  th e IIB  series w h o se  physical and ch em ical properties, 
m ak e it h ig h ly  ad ap tab le  to  m eet th e needs o f  p rotein s and en zy m es that carry  out 
d iv erse  b io lo g ica l fu n ctio n s. M e ta l’ s stab ilizin g  properties form  the basis for the 
e x te n siv e  p articip atio n  o f  Z n  in p rotein , n u cle ic  acid , carb oh yd rate and lipid 
m e tab o lism  as w ell as in the co n tro l o f  gene tran scrip tion  and oth er fundam ental 
b io lo g ica l p ro ce ss e s  (V a lle e  and F alch u k , 1 9 9 3 ) . C on cern in g  its ro le  in apoptotic cell 
d eath  in v ario u s ty p es o f  ce lls , it w as found th at Z n  either induces apoptosis (F en g  et 
a l., 2 0 0 2 ,  K o n d o h  e t a l., 2 0 0 2 ,  K a w ah ara , K ato -N eg ish i and K u ro d a, 2 0 0 2 ,  Sheline et 
a l., 2 0 0 3 ,  J im e n e z  D el R io  and V e le z -P a rd o , 2 0 0 4 )  o r  inhibits the ap o p to tic effects by  
o th er fa cto rs  su ch  as M n (S ch ra n tz  et a l., 2 0 0 1 ) ,  the plant to xin  ricin  (T am u ra et al., 
2 0 0 2 ) ,  red u ctio n  o f  A T P  (W e i et a l., 2 0 0 4 ) ,  the e ffe ct o f  a n o x ia  (N agan sk a and 
M a ty ja , 2 0 0 2 ) ,  C u  (V a n L a n d in g h a m , F itch  and L ev en so n , 2 0 0 2 ) ,  γ radiation (C ai et 
a l., 2 0 0 4 )  and a ra ch id o n ic  acid  (P e re z  and C ed erb au m , 2 0 0 3 ) .

N eu tral en d o p ep tid ase  (N E P /C A L L A /C D IO /N e p rily sin  E .C . 3 .4 .2 4 .1 1 .)  is a 
tran sm em b ran e, N -g ly co sy la te d  m etallop ep tid ase  with Z n in its activ e  cen tre  and w as 
first d isco v e re d , e x tra c te d  and purified from  the renal brush border o f  rabbit and pig.
It is w id ely  distributed in C N S  and peripheral tissu es cleavin g  a  v ariety  o f  substrates, 
at th e  am in o  side o f  h y d rop h ob ic am in o  acid s , su ch  as the endogenous opioid peptides 
(R o q u e s  e t a l., 1 9 9 3 ,  E rd o s  and S k id gel, 1 9 8 9 ) .  T h e localisation  o f  N E P  m atch es that - 
o f  μ - a n d /o r  δ-o p io id  recep to rs  in m an y  reg ion s including those o f  pain control. 
F u rth e rm o re , it w as found that, fa cto rs  that inhibit N E P  prolong the an algesic effects
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o f  enkephalins (Erdds and Skidgel, 1 9 8 9 ) . C on cern in g its ro le  in ap op tosis it w as  
published that, the enzym atic activ ity  o r  the overexp ression  o f  N E P , cau sed  inhibition  
o f  cell proliferation, induction o f  ap o p to sis by itself or in com b in ation  w ith o th er  
c y to to x ic  agents, especially in cells  o f  p rostate  can cer (M ari et a l., 1 9 9 7 , P apandreou  
et a l., 1 9 9 8 , Dai et al., 2 0 0 1 ,  S u m itom o et al 2 0 0 0 ,  Sum itom o et a l., 2 0 0 4 ) .

In the present w ork, first o f  all, w e studied the apoptosis o f  spontaneously  
im m ortalized  human keratin ocytes H a C a T , induced by the local an aesth etic  
ro p iv acain e  and the role o f  an ti-ap o p to tic  gen e products C lu sterin /A p o J and B c l-2 .  
R o p iv acain e  induced apoptosis o f  H a C a T  cells  in a dose-d ep en d en t m an n er, as  
ev id en ced  by cell proliferation, trypan blue exclu sio n  essays, en d o n u cleosom al D N A  
fragm entation  and proteolytic c le a v a g e  o f  P A R P  (P o ly -A D P  R ib o se P o ly m e ra se ). 
R op iv acain e  also  dow nregulated C lu sterin /A p o J as show n by w estern  blot an aly sis, 
suggesting that a reduction in the exp ressio n  o f  this an ti-ap op totic protein , m ay  be  
involved in the drug induced ap op tosis o f  H a C a T  ce lls . In o rd er to in v estigate  further  
the role o f  d u sterin /A p o J in the ap op tosis o f  H a C a T  cells  and co m p are  it to  the w ell-  
studied an ti-ap o p to tic role o f  B c l -2 ,  w e generated  stable cell c lo n e s  that 
o verexp ressed  A p o J o r B cl-2 . It w as show n th at o v erexp ressio n  o f  clu ste rin /A p o J o r  
B c l-2  p ro tected  H aC aT  cells from  ro p iv acain e-in d u ced  apoptosis as d em on strated  
again by cell proliferation, trypan blue e x clu sio n  essays, D N A  fragm en tatio n , 
cleav ag e  o f  P A R P  and the reduction in p ro ca sp a se -3  exp ressio n . T h ese  resu lts su g g est 
that clu sterin /A p o J expression  m ay p lay  an an tiap op totic  role tow ard s the to x ic  e ffects  
induced by ro p iv acain e .

Fu rth erm ore in the present w ork, the p ro te ctiv e  ro le  o f  exo g en o u s Z n  in the fo rm  
o f  zin c nitrate, Z n (N 0 3 ) 2 , against the d o se-d ep en d en t induction o f  ap o p to sis  by  
ropivacaine w as studied, in H aC aT  cells . It w as found that 15 μΜ  o f  Zn(NC>3) 2 , 
inhibited the red u ctio n  o f  cell growth and cell v iab ility  and also  inhibited p artially  th e  

• induction o f  ap o p to sis by ropivacaine, as d em on strated  by m o lecu lar tests  as ab o v e . 
P ro tective  effects  o f  Z n w ere increased w hen it w as adm inistered  sim u ltan eou sly  to  
rop ivacain e rath er than in the pre-treated 3 0  m in u tes b efo re  ro p iv acain e.

M o reov er, w e in vestigated  the role o f  N E P  in the induction o f  ap o p to sis by  
ropivacaine and its inhibition by Zn, in H a C a T  cells. It w as found that ro p iv acain e  
dow nregulated N E P  p resen t o r not o f  Zn(NC>3) 2, as  sh ow n  by w estern  blot an aly sis, 
Indicating possibly  an o th er R op ivacain e’ s a ctio n  w h ich  is the en h an cem en t o f  
endogenous opioid a ctio n s  through N E P ’ s a ctiv ity  regu lation . In ord er to  furth er  
investigate the role o f  N E P , w e generated H a C a T  ce lls  that o v erexp ressed  N E P  and  
ou r results dem onstrated  that under certain in cu b ation  con d ition s (4 8  h ou rs, serum  
free D M E M ), o v ere x p re ssio n  o f  N E P  cau sed  inhibition o f  cell proliferation  and  
viability and induced ap op tosis. F inally, it w as found that in H a C a T  ce lls  
overexp ressin g  N E P , th e reduction o f  cell v iab ility  and ap op tosis cau sed  by  
ropivacaine.
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