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Åëéêïâáêôçñßäéï ôïõ ðõëùñïý
êáé ãáóôñßôéäá óå ìïñéáêü åðßðåäï

ÁíäñÝáò ÊáñáìÝñçò

Ôï Åëéêïâáêôçñßäéï ôïõ ðõëùñïý (Åð), Ýíá Gram áñíçôéêü ôñé÷ïöüñï
âáêôçñßäéï, åßíáé ï êáô' åîï÷Þí õðåýèõíïò áéôéïðáèïãüíïò ìéêñïïñãáíéóìüò
ôçò ôýðïõ Â ÷ñïíßáò ãáóôñßôéäáò.1 Ç ëïßìùîç ÷áñáêôçñßæåôáé áðü ðïëýìïñ-
öç öëåãìïíþäç äéÞèçóç ôüóï ôïõ åðéèçëßïõ üóï êáé ôïõ ÷ïñßïõ, ìå óõììåôï-
÷Þ ðïéêßëïõ áñéèìïý ðïëõìïñöïðõñÞíùí ëåõêïêõôôÜñùí. Åíåñãïðïßçóç ôïõ
öëåãìïíþäïõò ðëçèõóìïý ðñïêáëåßôáé áðü ôïðéêÞ ðáñáãùãÞ áíôéóùìÜôùí
êáé êõôôáñïêéíþí, óðïõäáéüôåñï ñüëï ìåôáîý ôùí ïðïßùí äéáäñáìáôßæïõí
ïé Éíôåñëåõêßíåò 6 êáé 8 êáé ï ÐáñÜãïíôáò ÍÝêñùóçò ôùí ¼ãêùí -á (TNF-á).2

ÓåéñÜ ðåéñáìÜôùí áðïäåéêíýïõí üôé ôï Åð äéåãåßñåé ôç öëåãìïíþäç áíôß-
äñáóç áðïäåóìåýïíôáò ðáñÜãïíôåò åíåñãïðïßçóçò ôùí ïõäåôåñïößëùí ëåõ-
êïêõôôÜñùí êáé ðñïêáëþíôáò ôç ìåôáíÜóôåõóÞ ôïõò. Ðñüóöáôåò åî Üëëïõ
åñåõíçôéêÝò åñãáóßåò êáôÝäåéîáí üôé äéÜöïñåò ãáóôñéêÝò åðéèçëéáêÝò ãñáììÝò
ðáñÜãïõí êõôôáñïêßíç ÉL-8 ùò áíôáðüêñéóç óôçí Ýêêñéóç Éíôåñöåñüíçò ã
êáé TNF-á.3 ÅðåéäÞ ïé êõôôáñïêßíåò áõôÝò áõîÜíïíôáé ùò áðÜíôçóç óå äéÝãåñ-
óç áðü ëïßìùîç óå Åð ôüóï in vivo üóï êáé in vitro, öëåãìïíÞ ðïõ Ý÷åé ùò áßôéï
ôç ëïßìùîç áðü Åð äéåãåßñåé ôï ãáóôñéêü åðéèÞëéï óôï íá ðáñÜãåé äéáâéâáóôÝò
ðïõ ëáìâÜíïõí åíåñãü ìÝñïò óôç äéáäéêáóßá ôçò öëåãìïíÞò.4 Ïé ðáñáôçñÞ-
óåéò áõôÝò éó÷õñïðïéïýíôáé áðü ôï ãåãïíüò üôé ôï ãáóôñéêü åðéèÞëéï åêêñßíåé
áõîçìÝíá åðßðåäá ëáêôïöåñßíçò, ëõóïæýìçò, ðïëõìåñÞ õðïäï÷Ýá áíïóïóöáé-
ñßíçò êáé ìïñßùí MHC II.5
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ÌïñéáêÞ ðñïóÝããéóç ôçò ãáóôñßôéäáò - ðåéñáìáôéêü ìïíôÝëï

ÖÜóåéò ðåéñÜìáôïò

1. ÅðéëïãÞ åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí
Ãéá ôç äçìéïõñãßá ôïõ ðåéñáìáôéêïý ìïíôÝëïõ ãáóôñßôéäáò áðü ÅÐ åðéëÝ-

÷èçêå ç åðéèçëéáêÞ êõôôáñïóåéñÜ ÊÁÔÏ ÉÉÉ (êýôôáñá ãáóôñéêïý åðéèçëßïõ), ç
ðñïìÞèåéá ôçò ïðïßáò Ýãéíå áðü ôçí ATCC (Rockville, MD, USA). Ç êáëëéÝñ-
ãåéá ôùí êõôôÜñùí Ýãéíå óå èñåðôéêü õãñü RPMI 1640 ìå ðåñéåêôéêüôçôá 20%
óå FCS. Ç óåéñÜ êáëëéåñãÞèçêå óôïõò 37°C êáé óå óõíèÞêåò êïñåóìïý óå
õãñáóßá êáé 5% ðåñéåêôéêüôçôá óå CO

2
. Ç ôåëéêÞ ðåñéåêôéêüôçôá óå êýôôáñá

ðñïóäéïñßóèçêå ìå ìåôñçôÞ Coulter Counter (åôáéñåßá ÃåñïëõìÜôïò ÁÅ) óå
2x106 áíÜ öëÜóêá. Óå ïñéóìÝíåò ðåñéðôþóåéò ðñïóôÝèçêå óôï äéÜëõìá ôçò
êõôôáñïêáëëéÝñãåéáò áíáóõíäõáóìÝíç Éíôåñöåñüíç ã.

2. ÅðéëïãÞ âáêôçñéäéáêþí óôåëå÷þí
Ôá óôåëÝ÷ç Åð ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ãéá ôçí åðéìüëõíóç ôùí äåéãìÜôùí

Þóáí ôïõ ôýðïõ LC-11 (Vanterbild University, Nashville, TN, USA) êáé êáëëéåñ-
ãÞèçêáí óå 10 ml brucella broth (GIBCO, USA) ìå 10% FCS, ðáñïõóßá 10 mg/
l âáíêïìõêßíçò êáé 5 mg/l ôñéìåèïðñßìçò. Ôï êáëëéÝñãçìá åðùÜóèçêå ïëïíý-
êôéá óå èåñìïêñáóßá 37°C êáé óå óõíèÞêåò 10% CO

2
, 5% O

2
 êáé 85% Í

2
. Ç

ôåëéêÞ åðéèõìçôÞ óõãêÝíôñùóç ôùí âáêôçñéäßùí ðñïóäéïñßóèçêå åðßóçò óå
2x108/ml. Ç êéíçôéêüôçôá ôùí ìéêñïïñãáíéóìþí åëÝã÷èçêå ìå ìéêñïóêüðéï áíôß-
èåóçò öÜóçò.

3. Äéáäéêáóßá åðáãùãÞò êõôôáñïêéíþí
Ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôçò åðáãùãÞò ôùí êõôôáñïêéíþí áðü ôá åðéèçëéáêÜ

êýôôáñá ìåôÜ ôçí åðéìüëõíóç áðü Åð, ìïíïóôéâÜäåò åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí
ìïëýíèçêáí ìå 2x108 âáêôçñßäéá/ml PBS óå äýï äéáöïñåôéêÝò öÜóåéò: ÖÜóç 1,
åðéìüëõíóç ìå æùíôáíÜ ìéêñüâéá êáé ÖÜóç 2, åðéìüëõíóç ìå ßäéï áñéèìü âá-
êôçñéäßùí ôá ïðïßá üìùò åß÷áí åðåîåñãáóôåß ìå äéÜëõìá öïñìüëçò 0,5% êáé
ùò åê ôïýôïõ åß÷áí íåêñùèåß. Ç åðþáóç ôùí äåéãìÜôùí Ýãéíå óôïõò 37°C ãéá
48 þñåò ôï ìÝãéóôï (ç ðëåéïíüôçôá ôùí ðåéñáìÜôùí ðåñéåëÜìâáíå 3ùñåò
åðùÜóåéò). Ùò ìÜñôõñåò ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí åðéèçëéáêÝò êáëëéÝñãåéåò ÷ùñßò
åðéìüëõíóç, åíáéþñçìá èñåðôéêïý õãñïý ÷ùñßò âáêôçñßäéá êáèþò êáé ÷ïñÞãç-
óç êáèáñïý äéáëýìáôïò PBS.

4. ÁíÜëõóç ôïõ mRNA ôçò IL-8 ìå ÁëõóéäùôÞ Áíôßäñáóç ÐïëõìåñÜóçò (PCR)
Áöïý áðïìïíþèçêå ïëéêü RNA áðü ôá êýôôáñá ÊÁÔÏ ÉÉÉ ìå ôç ÷ñÞóç ôïõ



ÅÐÉÊÁÉÑÁ ÈÅÌÁÔÁ Â'

6 8

êéô åîáãùãÞò RNA-zol (Biotecx Laboratories Inc., TX, USA), áêïëïýèçóå Ýëåã÷ïò
óå öùôïìåôñçìÝíá äåßãìáôá (260 nm) êáé äçìéïõñãÞèçêå óåéñÜ óõãêåíôñþ-
óåùí mRNA óå êëßìáêåò áðü 1 Ýùò 0,001 ìg/ml, áíôéóôñïöÞ ìåôáãñáöÞ êáé
ðáñáãùãÞ ôïõ c-DNA êáé ôÝëïò áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò ãéá ôçí
åíßó÷õóç ôçò IL-8, âÜóåé ãíùóôþí èåñìïäõíáìéêþí ðñùôïêüëëùí.6 Ãéá ôï óêï-
ðü áõôü ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ôï êéô RT-PCR ôçò åôáéñåßáò Hofmann - LaRoche
÷ñçóéìïðïéþíôáò ôïõò åêêéíçôÝò (primers) ATG ACT TCC AAG CTG GCC GTG
GTC êáé Ô CTC AGC CCT CTT CAA AAA CTT CTC áíôßóôïé÷á. Óå êÜèå
ðåßñáìá ðåñéåëÞöèçêå èåôéêüò êáé áñíçôéêüò ìÜñôõñáò. Áêïëïýèçóå çëåêôñï-
öüñçóç ôùí ðñïúüíôùí óå áãáñüæç ðåñéåêôéêüôçôáò 1,5%, ìåôáöïñÜ óå ìåì-
âñÜíç íéôñïêõôôáñßíçò êáé õâñéäéóìüò ìå áíé÷íåõôÞ IL-8 óåóçìáóìÝíï ìå 32P. Ç
ðõêíüôçôá ôùí ìðáíôþí ðïõ ðñïÝêõøáí ìåôñÞèçêå ìå óýóôçìá áíÜëõóçò
åéêüíáò Image Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

5. Áíïóïúóôï÷çìéêÞ äéåñåýíçóç Ýêöñáóçò ICAM-1
Ãéá ôïí Ýëåã÷ï ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ëåõêïêõôôáñéêïý ìïñßïõ ðñïóêüëëçóçò

ICAM-1 ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ ôå÷íéêÞ APAAP. Êýôôáñá ÊÁÔÏ
ÉÉÉ ðïõ áíáðôý÷èçêáí óå confluence 80%, ìïíéìïðïéÞèçêáí óå 4% ðáñáöïñ-
ìáëäåàäç ãéá 10 ëåðôÜ. ÌåôÜ áðü äåýôåñç ìïíéìïðïßçóç óå 1:1 áðüëõôç
ìåèáíüëç êáé 3% H

2
O

2
, ôá êýôôáñá åðëýèçêáí ìå PBS êáé åðùÜóèçêáí ìå

ìïíïêëùíéêü áíôßóùìá êáôÜ ôïõ ICAM-1 óå áñáßùóç 1:500 (Åôáéñåßá Novo-
castra, UK). Ç ôåëéêÞ ÷ñþóç Ýãéíå ìå Åèõëïáìéíïêáñâáæüëç (AEC).

ÁðïôåëÝóìáôá êáé óõìðåñÜóìáôá

Ôá áðïôåëÝóìáôá áðü ôï ðáñáðÜíù ðåßñáìá äåß÷íïõí óçìáíôéêÜ áõîç-
ìÝíç ðáñáãùãÞ mRNA IL-8 áðü ôá ãáóôñéêÜ åðéèçëéáêÜ êýôôáñá ÊÁÔÏ ÉÉÉ, ìå
ìåãáëýôåñç áýîçóç ôçò Ýêêñéóçò 3 þñåò ìåôÜ áðü ôçí åðéìüëõíóç. ÐáñÜëëç-
ëá, ðáñáôçñÞèçêå êáé åðáãùãÞ ôçò Ýêöñáóçò ôïõ ìïñßïõ ðñïóêüëëçóçò
ICAM-1, Ýíäåéîç ôïõ üôé ôá êýôôáñá áõôÜ ñõèìßæïõí áðåõèåßáò ôçí ôïðéêÞ
öëåãìïíþäç áíôßäñáóç ç ïðïßá ðñïêáëåßôáé ðñïöáíþò áðü ôçí ðáñïõóßá
Åð.

Ïé ìÝ÷ñé óÞìåñá ìåëÝôåò ìå ôç ÷ñÞóç çëåêôñïíéêïý ìéêñïóêïðßïõ äåß-
÷íïõí üôé ôá Åëéêïâáêôçñßäéá ôïõ ðõëùñïý åðéêïëëïýíôáé áëëÜ äåí äéçèïýí
ôï ãáóôñéêü åðéèÞëéï êáèþò êáé ôï õðïêåßìåíï ÷üñéï.7 Áí êáé ï áéôéïðáèïãå-
íåôéêüò ìç÷áíéóìüò äåí åßíáé ðëÞñùò äéåõêñéíéóìÝíïò, õðÜñ÷ïõí åíäåßîåéò üôé
öëåãìïíÞ ìðïñåß íá äçìéïõñãçèåß åßôå áðü áõôü êáè' áõôü ôï ìéêñüâéï åßôå
áðü áëëçëåðéäñÜóåéò ôïõ ìå ôï åðéèçëéáêü óôïé÷åßï. Ðñïçãïýìåíåò åñãáóßåò
äåß÷íïõí üôé ôï Åð åêêñßíåé Þ õðïâïçèÜ ôçí Ýêêñéóç ðáñáãüíôùí ðïõ ðñïóåë-
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êýïõí Þ åðÜãïõí åíåñãïðïéçìÝíá ïõäåôåñüöéëá, ëåõêïêýôôáñá, ôá ïðïßá åß-
íáé ôá êýñéá öëåãìïíþäç óôïé÷åßá ôçò ÷ñïíßáò åíåñãïý ãáóôñßôéäáò. Åðéðñü-
óèåôá Ý÷åé áíáöåñèåß áýîçóç ôçò Ýêêñéóçò IL-8 óôï ãáóôñéêü âëåííïãüíï
áóèåíþí ðïõ Ý÷ïõí ìïëõíèåß ìå Åð.2 Óå óõìöùíßá ìå ôéò ðáñáðÜíù ðáñáôç-
ñÞóåéò, ôá åõñÞìáôá áðü ôï ðáñáðÜíù ðåßñáìá ðïõ äéåíåñãÞóáìå êáôáäåé-
êíýïõí üôé ç ðáñáãùãÞ mRNA IL-8 áðü êáëëéÝñãåéåò åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí
ìïëõóìÝíùí ìå Åð åßíáé óçìáíôéêÜ áõîçìÝíç óå ó÷Ýóç ìå öõóéïëïãéêïýò ìÜñ-
ôõñåò åíþ ðáñÜëëçëá åðéôåßíåôáé êáé ç Ýêöñáóç ôïõ ICAM-1, ìïñßïõ ðïõ
èåùñåßôáé ùò âáóéêüò ðáñÜãïíôáò ðñïóêüëëçóçò êáé óõíÜèñïéóçò ôùí ëåõ-
êïêõôôÜñùí.

Ðïëëïß ôýðïé êõôôÜñùí èåùñïýíôáé éêáíïß íá ðáñÜãïõí IL-8, ìåôáîý
ôùí ïðïßùí ðåñéëáìâÜíïíôáé åðéèçëéáêÜ êýôôáñá ôïõ áíáðíåõóôéêïý, ïõñï-
ãåííçôéêïý êáé ãáóôñåíôåñéêïý óùëÞíá.8 Ðñüóöáôåò åñãáóßåò åî Üëëïõ åðéâå-
âáéþíïõí ôçí ðáñáãùãÞ IL-8 áðü åðéèçëéáêÜ êýôôáñá ìåôÜ ôçí åðéìüëõíóÞ
ôïõò ìå äéÜöïñá åßäç ìéêñïâßùí. ÐáñÜëëçëá ðéèáíïëïãåßôáé üôé åêôüò ôçò IL-
8 êáé Üëëåò êõôôáñïêßíåò åíåñãïðïéïýíôáé ìåôÜ áðü ìüëõíóç åðéèçëéáêþí
êõôôÜñùí ôüóï ìå Åð üóïí êáé ìå Üëëïõò ìéêñïïñãáíéóìïýò. Ç IL-8 üðùò åßíáé
ãíùóôü áðïôåëåß ìÝëïò ïìÜäáò ðñïöëåãìïíùäþí ìïñßùí ðïõ áíÞêïõí óôçí
ïéêïãÝíåéá ôùí «÷õìïêéíþí», ç Ýêêñéóç ôùí ïðïßùí óõíäõÜæåôáé ìå ÷çìåéïôá-
îßá ôùí Ô ëåìöïêõôôÜñùí, åíåñãïðïßçóç ôùí ïõäåôåñïößëùí êáé äéÝãåñóç
ôùí áíôéóôïß÷ùí ìïñßùí ðñïóêüëëçóçò.9 Ç öýóç (ðñïÝëåõóç?) ôùí åðéèçëéá-
êþí êõôôÜñùí ôá ïðïßá áëëçëåðéäñïýí ìå ôï Åð öáßíåôáé åðßóçò üôé äéáäñá-
ìáôßæåé óçìáíôéêü ñüëï óôçí Ýêêñéóç ôçò IL-8. Áí êáé ç êõôôáñéêÞ óåéñÜ ÊÁÔÏ
ÉÉÉ ç ïðïßá ÷ñçóéìïðïéÞèçêå óôç ìåëÝôç áõôÞ öÝñåé ôïí õðïäï÷Ýá ôçò Öùóöá-
ôéäõëïáéèáíïëáìßíçò, åðéìüëõíóç êõôôÜñùí ôýðïõ Caco-2 êáé Ô84 ðïõ öÝ-
ñïõí åðßóçò ôïí ßäéï õðïäï÷Ýá äåí öáßíåôáé üôé áõîÜíïõí ôá åðßðåäá ôçò IL-
8. Öáßíåôáé ëïéðüí üôé åêôüò ôïõ ðáñáðÜíù õðïäï÷Ýá êáé Üëëá ìüñéá óõììå-
ôÝ÷ïõí óôç ìåôáãùãÞ óçìÜôùí ìåôáîý êõôôáñéêÞò óåéñÜò ÊÁÔÏ ÉÉÉ êáé Åëéêïâá-
êôçñéäßïõ, ôá ïðïßá åßíáé áðáñáßôçôá ãéá ôçí Ýêêñéóç ôçò IL-8. ÕðÜñ÷ïõí
åñãáóßåò ðïõ ôåêìçñéþíïõí ôçí ðáñáãùãÞ IL-8 áðü åðéèçëéáêÝò êõôôáñéêÝò
óåéñÝò ïõñïäü÷ïõ êýóôçò ìåôÜ áðü åðéìüëõíóç ìå E. coli10 êáèþò åðßóçò êáé
äåäïìÝíá ðïõ äåß÷íïõí ôçí õðåñÝêêñéóç óçìáíôéêþí ðïóïôÞôùí IL-8 mRNA
áðü êýôôáñá áíáðíåõóôéêïý åðéèçëßïõ ìåôÜ áðü åðéìüëõíóç ìå Pseudomonas
Aeruginosa. Áí êáé ãéá ôçí ðáèïãåíåôéêÞ äñÜóç ôïõ Åëéêïâáêôçñéäßïõ ôïõ ðõ-
ëùñïý Ý÷ïõí åíï÷ïðïéçèåß ìüñéá üðùò ëéðïóáê÷áñßôåò, Ýíæõìá, êáé ôïîßíåò
ìåôáîý ôùí ïðïßùí êáé ç êåíïôïðéþäçò ôïîßíç, öáßíåôáé üôé ãéá ôçí Ýêêñéóç
ôçò IL-8 áðáéôåßôáé êáé êÜðïéï Üëëï ìüñéï áöïý óôåëÝ÷ç ìïíéìïðïéçìÝíá ìå
öïñìüëç äåí Þóáí éêáíÜ êáôÜ ôç äéåíÝñãåéá ôùí ðåéñáìÜôùí ìáò íá åðéöÝ-
ñïõí áýîçóç ôïõ mRNA.
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Ôï ìüñéï ICAM-1 (CD54) - ç ðáñïõóßá ôïõ ïðïßïõ êáôáäåß÷èçêå ìå áíï-
óïúóôï÷çìéêÞ ôå÷íéêÞ óå êýôôáñá ìïëõóìÝíá ìå Åð - èåùñåßôáé áðáñáßôçôï
ãéá ôç óõíÜèñïéóç ôùí ëåõêïêõôôÜñùí óå öëåãìïíþäåéò êáôáóôÜóåéò üðùò ç
÷ñüíéá åíåñãüò ãáóôñßôéäá.11 Ôï ICAM-1 åêöñÜæåôáé áðü åðéèçëéáêÜ êýôôáñá,
áðü åíäïèçëéáêÜ êýôôáñá êáé áðü êýôôáñá ðïõ ðáñïõóéÜæïõí ôï áíôéãüíï.
¸÷åé áíáöåñèåß èåôéêÞ ñýèìéóç Ýêöñáóçò ICAM-1 ìåôÜ áðü äéÝãåñóç ôùí
êõôôÜñùí ìå IFN-ã, TNF-á êáé IL-1.12 Áí êáé ç åðéìüëõíóç ôùí êõôôÜñùí ÊÁÔÏ
ÉÉÉ áðü Åëéêïâáêôçñßäéï ðñïêáëåß ìéêñÞ ìüíï áýîçóç ôïõ ICAM-1, ç ðáñÜëëç-
ëç áýîçóç êõôôáñïêéíþí üðùò ï TNF-á öáßíåôáé üôé åðÜãåé ôçí Ýêêñéóç ôïõ
ìïñßïõ áõôïý êáé óõìâÜëåé óôçí êáôáóôñïöÞ ôùí åðéèçëéáêþí êõôôÜñùí ëüãù
ôçò ðñïêáëïýìåíçò óõíÜèñïéóçò ïîÝùí öëåãìïíùäþí óôïé÷åßùí.13
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