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Εισαγωγή

Ιδιοπαθείς Φλεγµονώδεις

Εντεροπάθειες

• Είναι αυτοάνοσα νοσήµατα του γαστρεντερικού συστήµατος τα 

οποία χαρακτηρίζονται από χρόνια φλεγµονή.

• Νόσος του Crohn: προσβάλει ολόκληρο το γαστρεντερικό 

σωλήνα, αλλά κυρίως τον τελικό ειλεό1

• Παγκόσµια αύξηση των περιστατικών: Εκβιοµηχάνιση;/∆υτικός 

τρόπος ζωής;2

Νόσος του Crohn

Ελκώδης Κολίτιδα

(1Abraham et al, N Engl J Med, 2009; 2Molodecky et al, Gastroenterology, 2012)



(Kolios & Robertson, 1997; Strober et al, 2011)



∆ιατοιχωµατική ίνωση

• Βασική διαφορά µεταξύ της νόσου του Crohn και ελκώδους 
κολίτιδας είναι η εµφάνιση της διατοιχωµατικής ίνωσης που 
αναπτύσσεται στη νόσο του Crohn.1

• Παθολογική κατάσταση η οποία εµφανίζεται σε περιπτώσεις µε 
βαριά εκδήλωση της νόσου του Crohn2

• Απόρροια συνεχών και χρόνιων φλεγµονωδών αποκρίσεων

1Abraham et al, N Engl J Med, 2009; 2Wynn et al, Nat Med, 2012



• Εξαπλώνεται στον βλεννογόνο, στον υποβλεννογόνιο χιτώνα, 

στον µυϊκό χιτώνα και στον ορογόνο2,1

• Έντονη συσσώρευση συστατικών του εξωκυττάριου

υποστρώµατος (ECM) όπως το κολλαγόνο3.

• H σύνθεση του νέου κολλαγόνου ξεπερνάει το ρυθµό µε τον 

οποίο αυτό αποδοµείται4

∆ιατοιχωµατική ίνωση

1Abraham et al, N Engl J Med, 2009; 2Wynn et al, Nat Med, 2012; 3Rieder et al, Gut, 2007; 
4Speca et al, World J Gastroenterol,2012



Κολονικοί υποεπιθηλιακοί µυοϊνοβλάστες

• Κύριο ρόλο στη παθογένεια 

της ίνωσης1

• Προέλευση από ποικίλους 

κυτταρικούς πληθυσµούς2,3

• Θετικοί στην έκφραση: α-

smooth muscle actin (α-SMA),

βιµεντίνης .Αρνητικοί στην 

έκφραση: δεσµίνης4

1Micallef et al, Fibrogenesis Tissue Repair, 2012; 2Lin et al, Am J Pathol, 2008; 3Lee et al, Immunity, 

2012; 4Hinz et al, J Invest Dermatol, 2007



Κολονικοί υποεπιθηλιακοί µυοϊνοβλάστες

• Ενεργοποίηση από ινωτικούς παράγοντες (ΤGF-β1)1

• Yπέρµετρη παραγωγή συστατικών του εξωκυττάριου

υποστρώµατος(ECM) : κολλαγόνο, γλυκοζαµινογλυκάνες1

φιµπρονεκτίνη κ.α

ΣΤΕΝΩΣΕΙΣ/ΑΠΟΦΡΑΞΕΙΣ ΕΝΤΕΡΙΚΟΥ 

ΑΥΛΟΥ, ΣΥΡΙΓΓΙΑ

1McAnulty et al, Int J Biochem Cell Biol, 2007



Κολονικά επιθηλιακά κύτταρα
Ενεργή συµµετοχή στη φλεγµονή και στην ίνωση στη νόσο του Crohn

• Παραγωγή φλεγµονωδών (NO, IL-8) και ινωτικών παραγόντων (TGF-

β1-2-3, TIMP-1), έπειτα από διέγερση µε προφλεγµονώδεις

κυτταροκίνες που παράγονται στη νόσο του Crohn1,2,3

• Μετατροπή σε µυοϊνοβλάστες µέσω της «επιθηλιακής-

µεσεγχυµατικής µετάβασης» (ΕMT)4

• Υπερκείµενα επιθηλιακών κυττάρων προκαλούν την έκφραση των 

ινωτικών παραγόντων (MMP-9,CTGF) και αύξηση του παραγόµενου 

κολλαγόνου σε µυοϊνοβλάστες3

1Kolios et al, Br J Pharmacol, ,1995; 2Kolios et al, Br J Pharmacol, 1996a; 3Drygiannakis et al, J 

Crohns Colitis, 2012; 4Rieder et al, Gut, 2011



Κυτταροκίνη TL1A (TNF-like ligand)

• Μέλος της TNF υπεροικογένειας 1

• Κωδικοποιείται από το γονίδιο TNFS15

• Τύπου II διαµεµβρανική πρωτεΐνη, η οποία πιθανόν µπορεί να

απελευθερώνεται σε εκκρινόµενη µορφή µέσω  µεταλλοπρωτεΐνασών

• Ασκεί τη δράση της µέσω του υποδοχέα της TNFR υπεροικογένειας

DR3, ενώ προσδένεται και στον DcR3

1Aiba et al, Mediators Inflamm, 2013



Εκφράζεται ύστερα από διέγερση: 

Ενδοθηλιακά κύτταρα2

Κύτταρα φυσικής ανοσίας3

T λεµφοκύτταρα4 ∆ράσεις TL1A:

Συνδιέγερση T βοηθητικών 

λεµφοκυττάρων και παραγωγή 

φλεγµονωδών κυτταροκινών από 

αυτά1,2Ο DR3 εκφράζεται σε:

Κύτταρα φυσικής ανοσίας4

T λεµφοκύτταρα3

Β λεµφοκύτταρα έπειτα από διέγερση5

1Aiba et al, Mediators Inflamm, 2013; 2Migone et al, J Clin Invest, 2002; 3Pappou et al, J Exp Med, 

2008; 4Meylan et al, Immunity, 2008; 5Cavallini et al, PLoS One, 2013 

Κυτταροκίνη TL1A (TNF-like ligand)



TL1A και νόσος του Crohn

Συµµετοχή TL1A στη νόσο του Crohn:

• TL1A, DR3: -αυξηµένη έκφραση σε ασθενείς µε νόσο του Crohn

-συνδέονται µε ανάπτυξη εντερικής ίνωσης και 

φλεγµονής στη νόσο του Crohn

-επίπεδα TL1A,DR3 ανάλογα τις σοβαρότητας των

φλεγµονών1,2

• Aπλότυπος Β του γονιδίου TNFSF15 συνδέεται µε αυξηµένο 

κίνδυνο εµφάνισης, αλλά και µε αυξηµένη βαρύτητα της νόσου σε 

Εβραϊκής καταγωγής ασθενείς µε νόσο του Crohn3

• Πειραµατικά µοντέλα ποντικών µε υπερέκφραση τουTL1A, 

ανέπτυξαν εκτεταµένη εντερική ίνωση1

1Barrett et al, Am J Pathol, 2012; 2Zheng et al, Eur J Microbiol Immunol (Bp), 2013; 
3Michelsen et al,PLoS One, 2009



Θεραπεία στη νόσο του Crohn

Αντιµετώπιση φλεγµονής

• Κορτικοστεροειδή

• Ανοσοκατασταλτικά (Αζαθειοπρίνη, Μεθοτρεξάτη)

• Ενώσεις 5-αµινοσαλυκιλικού οξέος, 5ASA

• Βιολογικές θεραπείες (anti-TNF-α -Infliximab, Αdalimumab) 

Αντιµετώπιση ίνωσης

• Μοναδική θεραπευτική επιλογή της ίνωσης στη νόσο του 

Crohn

• Ανάγκη ανάπτυξης βιολογικών θεραπειών στην αντιµετώπιση 

της ίνωσης

Χειρουργική επέµβαση

Pithadia et al, Pharmacol Rep, 2011



Σκοπός της Μελέτης

� Η εµπλοκή του παράγοντα TL1A, µιας κυτταροκίνης

που προάγει την ίνωση, στις κυτταρικές αλληλεπιδράσεις

του εντερικού βλεννογόνου, που σχετίζονται µε την ινωτική

διεργασία, ως δυνητικού στόχου νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων.



Υλικά και Μέθοδοι

• Αποµόνωση υποεπιθηλιακών εντερικών µυοϊνοβλαστών

• Κυτταροκαλλιέργειες: 

Εντερικοί υποεπιθηλιακοί µυοϊνοβλάστες

Κολονική επιθηλιακή κυτταρική σειρά ΗΤ-29

• Αποµόνωση ολικού RNA

• cDNA σύνθεση

• Συµβατική PCR

• Real time PCR



Ερευνητικό πρωτόκολλο 
• ∆ιέγερση των υποεπιθηλιακών µυοϊνοβλαστών µε τις 
προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες IL-1α και TNF-α µόνες τους 
και σε συνδιασµούς (1, 6 και 24 ώρες διέγερση) και συλλογή 
των κυττάρων

• ∆ιέγερση των HT-29 επιθηλιακών κυττάρων µε τους 
φλεγµονώδεις µεταβιβαστές TNF-α, IL-1α και IFN-γ µόνες 
τους και σε συνδυασµούς (6 ώρες διέγερση) και συλλογή των 
κυττάρων και των υπερκειµένων

• ∆ιέγερση των υποεπιθηλιακών µυοϊνοβλαστών µε τα 
υπερκείµενα των διεγερµένων ΗΤ-29 (6 ώρες διέγερση) και 
συλλογή κυττάρων και υπερκειµένων

• Μελέτη έκφρασης του TL1A στους µυοϊνοβλάστες



Αποτελέσµατα



Αποµόνωση και χαρακτηρισµός κολονικών υποεπιθηλιακών

µυοϊνοβλαστών.

• Λήψη βιοψιών φυσιολογικού παχέος εντέρου από ασθενείς.

• Καλλιέργεια βιοψιών για 3-4 εβδοµάδες µέχρι να εµφανιστούν 

αποικίες µυοϊνοβλαστών.

• Χρώση και επιβεβαίωση ταυτότητας µυοϊνοβλαστών.

+α-SMA + βιµεντίνη - δεσµίνη



H επίδραση των προφλεγµονωδών κυτταροκινών IL-1α και

TNF-α στην επαγόµενη έκφραση TL1A από τους µυοϊνοβλάστες.

**
**

**

**P<0.00001 Η διέγερση µυοϊνοβλαστών µε τις 

κυτταροκίνες IL-1α ή/και TNF-α, 

για 6 ώρες, προκάλεσε τη 

στατιστικώς σηµαντική αύξηση 

της έκφρασης του TL1A.



� ∆ιέγερση των HT-29 κυττάρων µε:  IL-1α, TNF-α & IFN-γ 

Παραγωγή µεταβιβαστών φλεγµονής από κολονικά επιθηλιακά

κύτταρα ΗΤ-29 σε in vitro συνθήκες φλεγµονής (διέγερση µε 

προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες).

Έκφραση IL-8

1-3 � αδιέγερτα HT-29

4-6 � διεγερµένα HT-29

Ταυτοποίηση επιτυχηµένης διέγερσης: παραγωγή µεταβιβαστών

φλεγµονής (IL-8), όπως έχει περιγραφεί 1,2

1Kolios et al, Br J Pharmacol, 1995; 2Kolios et al, Br J Pharmacol, 1996a

Έκφραση GapdH



Η επίδραση των υπερκειµένων των ΗΤ-29 κυττάρων στην 

επαγόµενη έκφραση TL1A από τους µυοϊνοβλάστες.

*

*

*

*

*

*P<0.05

Υπερκείµενα  ΗΤ-29 

κυττάρων, καλλιεργηµένων 

παρουσία και των τριών 

κυτταροκινών (IL-1α, TNF-α 

και IFN-γ), είχε ως 

αποτέλεσµα τη στατιστικώς

σηµαντική αύξηση της 

έκφρασης του TL1A στις 6 

ώρες επώασης

Υπερκείµενα  ΗΤ-29 

κυττάρων, καλλιεργηµένων 

παρουσία και των τριών 

κυτταροκινών (IL-1α, TNF-α 

και IFN-γ), είχε ως 

αποτέλεσµα τη στατιστικώς

σηµαντική αύξηση της 

έκφρασης του TL1A στις 6 

ώρες επώασης

6 hours incubation



Συµπεράσµατα

� Πρώτη in vitro µελέτη έκφρασης του TL1A στους 

µυοϊνοβλάστες

� Η διέγερση των µυοϊνοβλαστών µε προφλεγµονώδεις

κυτταροκίνες επάγει την έκφραση του ινωτικού παράγοντα 

TL1A στους µυοϊνοβλάστες.

.
Τα διεγερµένα µε προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες, HT-29 

κύτταρα, συµµετέχουν στην ινωτική διεργασία, µέσω 

εκκρινόµενων παραγόντων, οι οποίοι αλληλεπιδρούν µε τους 

εντερικούς µυοϊνοβλάστες και προάγουν την έκφραση του 

TL1A σε αυτούς.

�



Συµπεράσµατα

� Τα αποτελέσµατα µας υποδεικνύουν την 

εµπλοκή των µυοϊνοβλαστών στην παραγωγή του 

ινωτικού παράγοντα TL1A όταν βρεθούν σε 

περιβάλλον φλεγµονής  και επιβεβαιώνουν για 

µια ακόµη φορά την αλληλεπίδραση τους µε τα 

κολονικά επιθηλιακά κύτταρα στην εντερική 

φλεγµονή.

�Λόγω του ότι η κυτταροκίνη TL1A εµπλέκεται 

στην ινωτική διεργασία στη νόσο του Crohn, η 

περαιτέρω µελέτη του µηχανισµού επαγωγής και 

δράσης της, ευελπιστούµε να οδηγήσει στην 

εύρεση νέων θεραπευτικών στρατηγικών. 



Μελλοντικοί στόχοι

�Μελέτη έκφρασης του TL1A σε µυοϊνοβλάστες έπειτα 

από διέγερση µε ιστικά υπερκείµενα, προερχόµενα από 

κολονικές βιοψίες ασθενών µε Crohn και από υγιή 

άτοµα

�Μελέτη έκφρασης του TL1A και του DR3 σε HT-29 

επιθηλιακά κύτταρα

� ∆ιέγερση ΗT-29 κυττάρων µε TL1A ή σε συνδυασµό µε 

επιπλέον κυτταροκίνες, προκειµένου να διευκρινιστεί ο 

ρόλος του σε  αυτά τα κύτταρα

� ∆ιερεύνηση του κατά πόσο η έκφραση του TL1A στους 

µυοϊνοβλάστες προκαλεί την αύξηση του παραγόµενου 

κολλαγόνου





Ευχαριστώ!


