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3. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

α) Υπάρχουσες γνώσεις και σημαντικότητα του προτεινόμενου θέματος 

 

Γενικά 

Η μη αλκοολική λιπώδης νόσος του ήπατος (nonalcoholic fatty liver disease, 

NAFLD) είναι η πιο κοινή αιτία χρόνιας ηπατοπάθειας στο Δυτικό κόσμο με 

επιπολασμό 10%-30% στους ενήλικες (1). Η συχνότητα εμφάνισής της, όχι 

μόνο σε ενήλικες αλλά και σε παιδιά, αυξάνεται ταχύτατα καθώς σχετίζεται με 

τα αυξανόμενα ποσοστά παχυσαρκίας και σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 

παγκοσμίως (2). Η NAFLD είναι μια περίπλοκη μεταβολική νόσος η οποία 

συνδέεται αιτιολογικά με την αντίσταση στην ινσουλίνη και θεωρείται από 

πολλούς ως η ηπατική εκδήλωση του μεταβολικού συνδρόμου (3).  

 

Διάγνωση της NAFLD/NASH 

Η διάγνωση της NAFLD είναι κλινικο-παθολογοανατομική: η ελάχιστη 

ιστολογική αλλοίωση είναι η ηπατοκυτταρική στεάτωση (λίπωση), δηλαδή η 

συσσώρευση τριγλυκεριδίων στα ηπατοκύτταρα σε ασθενείς που δεν 

καταναλώνουν σημαντική ποσότητα αλκοόλ (14 ποτά/εβδομάδα για τις 

γυναίκες, 21 ποτά/εβδομάδα για τους άνδρες) (2,4). Η NAFLD διαθέτει ευρύ 

ιστολογικό φάσμα το οποίο κυμαίνεται από την «απλή» στεάτωση, η οποία 

γενικά έχει καλοήθη πορεία και είναι παρούσα σε όλους τους ασθενείς, έως τη 

μη αλκοολική στεατοηπατίτιδα (nonalcoholic steatohepatitis, NASH). H ΝΑSH 

χαρακτηρίζεται ιστολογικά από την παρουσία στεάτωσης, λοβιακής και ενίοτε 

πυλαίας φλεγμονής, ηπατοκυτταρικής βλάβης, με τη μορφή ηπατοκυτταρικής 

διόγκωσης, αποπτωτικών σωματίων ή/και νέκρωσης, και ίνωσης (4-6). Η 

ίνωση στη NAFLD, χαρακτηριστικά ξεκινά στη ζώνη 3 (κεντρολοβιακή) και 

αρχικά είναι περικολποειδική/περικυτταρική (σαν «συρματόπλεγμα»-

chickenwire). Στη συνέχεια, αναπτύσσεται πυλαία/περιπυλαία ίνωση, 

γεφυροποιός ίνωση και τελικά, κίρρωση (4-6).  Προχωρημένη ίνωση 

παρατηρείται σε 10%-15% των ασθενών με NASH, ενώ εξέλιξη προς 

κίρρωση σε 15%-25% των περιπτώσεων. Συνολικά, 3%-5% ασθενών με 

NAFLD καταλήγουν σε κίρρωση (1,2). Ασθενείς με προχωρημένη ίνωση ή 

κίρρωση σε έδαφος NASH είναι δυνατόν να αναπτύξουν ηπατοκυτταρικό 
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καρκίνωμα (ΗΚΚ) (7).  Η παρουσία μη αλκοολικής στεατοηπατίτιδας (NASH) 

σχετίζεται με ποσοστά 5ετούς και 10ετούς επιβίωσης που εκτιμώνται σε 67%  

και 59%, αντίστοιχα (8).  

Τα υπάρχοντα κλινικά σκορς για τη διάγνωση της NASH  στερούνται 

ευαισθησίας και ειδικότητας,  ενώ οι συνήθεις απεικονιστικές μέθοδοι 

(υπερηχογράφημα, αξονική/μαγνητική τομογραφία) δεν μπορούν να 

διακρίνουν μεταξύ NAFLD και NASH (9). Οι μη επεμβατικές μέθοδοι για τη 

διάγνωση της ηπατικής ίνωσης στη NAFLD (ορολογικοί βιοδείκτες, 

συνδυασμοί βιοδεικτών με κλινικά και βιοχημικά στοιχεία, ελαστογραφία-

Fibroscan®) έχουν στην καλύτερη περίπτωση έως 80% ακρίβεια για την 

ανάδειξη απουσίας ίνωσης ή προχωρημένης ίνωσης, ενώ δεν είναι 

κατάλληλες για την εκτίμηση ενδιάμεσων σταδίων ίνωσης (9,10). Σήμερα, 

βρίσκονται υπό διερεύνηση ορολογικοί δείκτες οξειδωτικού στρες, φλεγμονής, 

ηπατοκυτταρικής απόπτωσης και ίνωσης, όμως δεν χρησιμοποιούνται ακόμα 

στην κλινική πράξη (9,10). Προς το παρόν, η NASH και η παρουσία 

αρχόμενης ίνωσης διαγιγνώσκονται μόνο με βιοψία ήπατος, η οποία 

παραμένει ακόμα απαραίτητη για την εξακρίβωση ή τον αποκλεισμό της 

διάγνωσης NASH σε ασθενείς με απεικονιστικά ευρήματα ηπατικής 

στεάτωσης, συμβατά κλινικά χαρακτηριστικά, κυρίως σχετιζόμενα με την 

παρουσία μεταβολικού συνδρόμου και χρόνια ανεξήγητη αύξηση 

τρανσαμινασών στον ορό (2).  Ασθενείς στους οποίους η ηπατική βιοψία έχει 

συνήθως ένδειξη είναι αυτοί που έχουν αναγνωρισμένους παράγοντες 

κινδύνου ανάπτυξης NASH με σημαντική ίνωση, όπως η προχωρημένη 

ηλικία, η παχυσαρκία ή ο διαβήτης (2,11). 

 

Παθογένεια ηπατικής ίνωσης στη NAFLD/NASH 

Οποιαδήποτε βλάβη στο ηπατικό παρέγχυμα και/ή στο χοληφόρο δένδρο έχει 

ως αποτέλεσμα μια στερεότυπη απάντηση από τα μακροφάγα (κύτταρα 

Kupffer και πυλαία μακροφάγα) και τα ινοπαραγωγά κύτταρα του ήπατος, τα 

ηπατικά αστεροειδή κύτταρα και τους πυλαίους μυοϊνοβλάστες, που οδηγεί 

στην ανώμαλη εναπόθεση στοιχείων της εξωκυττάριας θεμέλιας οουσίας, 

στην ανάπτυξη ινώδους (ουλώδους) ιστού και ως συνέπεια αυτών σε 

αναδόμηση (remodeling) του αγγειακού δικτύου και της παρεγχυματικής 

αρχιτεκτονικής. Η κίρρωση αποτελεί το τελικό στάδιο της ίνωσης και 
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αναδόμησης, μπορεί να οδηγήσει σε ηπατική ανεπάρκεια και σχετίζεται με 

αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης ΗΚΚ (12). 

  H ηπατική ίνωση και η εξέλιξή της σε κίρρωση, φαίνεται ότι είναι 

αποτέλεσμα αποτυχίας συγκεκριμένων μηχανισμών προσαρμογής και 

επανόρθωσης. Πρόσφατα, υποστηρίζεται ότι η απώλεια της φυσιολογικής 

αναγεννητικής  ικανότητας των ηπατοκυττάρων και η επακόλουθη 

ενεργοποίηση των ηπατικών προγονικών κυττάρων (hepatic progenitor 

cells) παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της ίνωσης στη χρόνια ιογενή 

ηπατίτιδα C και στη NAFLD  (13-15). Τελικά, αυτές οι πολύπλοκες διεργασίες 

προκαλούν ενεργοποίηση των ηπατικών αστεροειδών κυττάρων και των 

πυλαίων μυοϊνοβλαστών με αποτέλεσμα την ανώμαλη εναπόθεση ινώδους 

ιστού (12).  

         Η επιθηλιο-μεσεγχυματική μετατροπή (epithelial-mesenchymal 

transition, ΕΜΜ) είναι μια άλλη πιθανή διεργασία μέσω της οποίας είναι 

δυνατόν να εναποτεθούν συστατικά εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας στο ήπαρ 

(16). Η ΕΜΜ είναι (παθο)φυσιολογικός μηχανισμός μέσω του οποίου αλλαγές 

στο τοπικό μικροπεριβάλλον των επιθηλιακών κυττάρων προκαλούν τη 

διαφοροποίησή τους σε κύτταρα με μεσεγχυματικό φαινότυπο και λειτουργίες 

(16), ικανές να παράγουν στοιχεία της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Η ΕΜΜ 

λαμβάνει χώρα κατά την εμβρυογένεση, την επούλωση τραύματος/ιστική 

αναγέννηση/ίνωση  και τη νεοπλασία (16).  

Στο αναπτυσσόμενο ήπαρ ή στο ήπαρ που έχει υποστεί βλάβη, 

σύμφωνα με τη θεωρία της ΕΜΜ, ορισμένα επιθηλιακά κύτταρα υφίστανται 

ΕΜΜ και εμφανίζουν ινοβλαστικό φαινότυπο. Μερικά από αυτά τα,  

προερχόμενα από επιθηλιακά κύτταρα, μεσεγχυματικά κύτταρα είναι δυνατόν 

να υποστούν την ανάστροφη διεργασία, δηλαδή μεσεγχυματο-επιθηλιακή 

μετατροπή (ΜΕΜ), και  να μετατραπούν εκ νέου σε επιθηλιακά κύτταρα που 

θα διαφοροποιηθούν σε ηπατοκύτταρα ή χολαγγειοκύτταρα (16). Η ισορροπία 

μεταξύ ΕΜΜ και ΜΕΜ τροποποιεί το αποτέλεσμα της χρόνιας ηπατικής 

βλάβης. Όταν η ΕΜΜ υπερτερεί της ΜΕΜ, τότε κυριαρχούν οι ινογόνοι 

μηχανισμοί  επανόρθωσης της ηπατικής βλάβης, προκαλώντας ηπατική 

ίνωση (16). Πρόσφατα αποτελέσματα πειραματικών μελετών σε απόφραξη 

χοληφόρων (17) και κίρρωση προκαλούμενη από τετραχλωράνθρακα (18) 

καθώς και μελετών σε ασθενείς με χολική ή αλκοολική κίρρωση (19), 
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συνηγορούν υπέρ της πρόκλησης ΕΜΜ ως απάντησης σε ινογόνο ηπατική 

βλάβη. Αντίθετα, άλλες μελέτες υποστηρίζουν ότι η ΕΜΜ  δεν παίζει 

σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της ηπατικής ίνωσης (20) και τα έγκυρα 

δεδομένα στο σύγχρονο αυτό πεδίο έρευνας της ηπατολογίας είναι 

αντικρουόμενα και λιγοστά.      

 

Ηπατικά προγονικά κύτταρα και ίνωση στη NAFLD 

Στο φυσιολογικό ήπαρ, η απώλεια ηπατικού παρεγχύματος αποκαθίσταται 

μέσω αναγέννησης των υπό φυσιολογικές συνθήκες αδρανών, γειτονικών 

ώριμων ηπατοκυττάρων. Όμως, προϋπάρχουσες ηπατικές νόσοι,  που 

σχετίζονται με οξειδωτικό στρες, όπως ιογενής ηπατίτιδα, λιπώδης νόσος 

ήπατος, αιμοχρωμάτωση και άλλες, ελαττώνουν σημαντικά την αναγεννητική 

ικανότητα των ηπατοκυττάρων, προάγοντας την ενεργοποίηση ενός δεύτερου  

επικουρικού μηχανισμού ηπατικής αναγέννησης, αυτού του 

πολλαπλασιασμού των ηπατικών προγονικών κυττάρων (ΗΠΚ) (121).   

Τα ΗΠΚ, τα οποία καλούνται ωοειδή κύτταρα (oval cells) στα τρωκτικά, 

εδράζονται στους πόρους του Hering στην περιπυλαία ζώνη, είναι 

τουλάχιστον διδύναμα και ικανά να διαφοροποιηθούν προς ηπατοκύτταρα και 

χολαγγειοκύτταρα. Τυπικά, επί ενεργοποίησης τους, τα ΗΠΚ σχηματίζουν ένα 

σύμπλεγμα από σωληνίσκους και αλύσους μεμονωμένων μικρών κυττάρων 

στο όριο πυλαίου διαστήματος-ηπατοκυτταρικού παρεγχύματος, το οποίο 

είναι γνωστό ως χολαγγειολική αντίδραση (ductular reaction) (22,23).  

 Κατά την ινογένεση, μελέτες σε λιπώδες ήπαρ τρωκτικών (24-26) και 

ασθενών με ιογενή ηπατίτιδα C (13,15), ALD  (24) και ΝΑFLD (14, 24) έχουν 

δείξει ότι υπάρχει στενή σχέση μεταξύ χολαγγειολικής αντίδρασης, βαρύτητας 

της νεκροφλεγμονώδους δραστηριότητας και σταδίου ίνωσης. Ειδικότερα, στη 

ΝΑFLD, στη μοναδική μέχρι σήμερα μελέτη σε ικανό αριθμό ενηλίκων 

ασθενών (n=107, controls=11) (14), η έντονη χολαγγειολική αντίδραση 

σχετίσθηκε με εντονότερη νεκροφλεγμονώδη δραστηριότητα της NASH, 

προχωρημένη ίνωση και ανεπάρκεια ηπατοκυτταρικής αναγέννησης.   

Διαφάνηκε ότι στη NASH, ένας εναλλακτικός μηχανισμός ηπατικής 

αναγέννησης προάγει την ενεργοποίηση των ΗΠΚ και κατά συνέπεια την 

περιπυλαία χολαγγειολική αντίδραση, η οποία θεωρείται υπεύθυνη για την 

ανάπτυξη της περιπυλαίας ίνωσης (15,27). Mόλις προ εξαμήνου σε μικρό 
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αριθμό παιδιών (n=30) με NAFLD, καταδείχθηκε ανοσοϊστοχημικά ότι τα HΠΚ 

εκφράζουν αντιποκίνες και ότι η ενεργοποίηση τους παίζει ρόλο στην 

απάντηση του ήπατος στο οξειδωτικό στρες και σχετίζεται με την ανάπτυξη 

ίνωσης και εξέλιξης σε NASH (28). 

 

Επιθηλιο-μεσεγχυματική μετατροπή και ίνωση στη NAFLD 

Στη NAFLD, τα στοιχεία σχετικά με το ρόλο της ΕΜΜ είναι 

περιορισμένα. Μελέτη σε κυτταροκαλλιέργειες και πειραματικά μοντέλα 

ηπατικής βλάβης σε ποντίκια, κατέδειξε ότι η ΕΜΜ των ΗΠΚ στη ΝΑFLD 

συμβάλλει στην ανάπτυξη της ίνωσης και διαμεσολαβείται μέσω 

ενεργοποίησης του σηματοδοτικού μονοπατιού  Hedgehog (Ηh) (25,29).  Το 

μονοπάτι Ηh εμπλέκεται στην ΕΜΜ κατά την εμβρυογένεση και την καρκινική 

μετάσταση (16). Πρόσφατη ανοσοϊστοχημική μελέτη κατέδειξε ότι η 

ενεργοποίηση του μονοπατιού Hh στη NAFLD (n=90) σχετίζεται με τη 

βαρύτητα της ηπατικής βλάβης και το στάδιο της ίνωσης στην παθογένεια της 

ίνωσης (30). Σε περιορισμένο υλικό NAFLD (n=16)  παρατηρήθηκε ότι o 

αριθμός των ηπατοκυττάρων που εξέφραζαν Shh (συνδέτης του Hh), και ο 

αριθμός των ανοσοθετικών χολαγγειολικών κυττάρων (ΗΠΚ) για το προϊόν 

του γονιδίου Gli2 (στόχος του Hh) και το δείκτη S100A4 (δείκτης ΕΜΜ) 

αυξάνεται παράλληλα με τη βαρύτητα της ηπατικής ίνωσης (31). Επιπλέον, 

στη ΝΑSH η ενεργοποίηση του μονοπατιού Hh επάγει την έκφραση 

οστεοποντίνης (μιας προ-ινωτικής πρωτεϊνης της εξωκυττάριας θεμέλιας 

ουσίας και γνωστής κυτοκίνης) στα ΗΠΚ. Σε βιοψίες ήπατος ασθενών με 

ΝΑSH, η αύξηση της έκφρασης της οστεοποντίνης στα ΗΠΚ συσχετίσθηκε με 

το στάδιο ίνωσης, ενώ σε κυτταροκαλλιέργειες η οστεοποντίνη προήγαγε την 

ινογόνο δράση των ηπατικών αστεροειδών κυττάρων (31).  

Πρόσφατα, σε ανοσοϊστοχημική μελέτη βιοψιών ήπατος από ασθενείς με 

χρόνια ηπατίτιδα C (n=78), παρατηρήθηκε ότι η παρουσία αντίστασης στην 

ινσουλίνη συμβάλλει στην ανάπτυξη της ηπατικής ίνωσης μέσω 

ενεργοποίησης ΗΠΚ που εκφράζουν δείκτες ΕΜΜ (32).  
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Ηπατικά προγονικά κύτταρα και επιθηλιο-μεσεγχυματική μετατροπή στη 

ΝΑFLD 

Στη NAFLD, έως σήμερα δεν έχει μελετηθεί εμπεριστατωμένα ο ακριβής 

ρόλος των ΗΠΚ και της ΕΜΜ στην ανάπτυξη της ίνωσης. Επίσης, δεν έχει 

διερευνηθεί η σχέση της χολαγγειολικής αντίδρασης, ως δείκτης 

ενεργοποίησης ΗΠΚ, σε συνδυασμό με στοιχεία ΕΜΜ, με τα δημογραφικά, 

ανθρωπομετρικά και βιοχημικά δεδομένα των ασθενών, με δείκτες 

μεταβολικού συνδρόμου και με τη βαρύτητα των ιστολογικών αλλοιώσεων της 

NASH. Η μελέτη ΗΠΚ με δείκτες ΕΜΜ μέσω συνεστιακού μικροσκοπίου 

(confocal microscope) δεν έχει έως σήμερα περιγραφεί στη NAFLD. 

     H διευκρίνιση της σημασίας της ενεργοποίησης των ΗΠΚ και της ΕΜΜ 

στην παθογένεια   της ίνωσης στη NAFLD αποτελεί σήμερα πεδίο εντατικής 

έρευνας διεθνώς. Τα αποτελέσματα αναμένεται να αναδείξουν νέους 

μεσολαβητές της ίνωσης στη NAFLD/NASH και ελκυστικούς στόχους για την 

ανάπτυξη αντι-ινωτικών θεραπειών. 

       

β) Εμπειρία-Τεχνογνωσία του Επιστημονικού Υπεύθυνου και των 

συνερευνητών επί του προτεινόμενου θέματος 

Το Εργαστήριο Ιστολογίας-Εμβρυολογίας (Ντ. Τηνιακού), το Α’ 

Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής Ιατρικής Σχολής Πανεπιστημίου 

Αθηνών (Ι. Δελλαδέτσιμα) και το  Εργαστήριο Γενικής Παθολογίας και 

Παθολογικής Ανατομικής της Ιατρικής Σχολής του Αριστοτελείου 

Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης (Π. Χυτίρογλου), αποτελούν διεθνώς γνωστά 

κέντρα στο χώρο της Παθολογικής Ανατομικής γενικότερα,  και των ηπατικών 

νοσημάτων ειδικότερα. Η ερευνητική μας δραστηριότητα στο χώρο της 

ΝΑFLD και των ΗΠΚ εκφράζεται άμεσα από τις διεθνείς δημοσιεύσεις σε 

σημαντικά περιοδικά (4-6,15,33-40), ελληνικές δημοσιεύσεις (11), 

ανακοινώσεις σε διεθνή συνέδρια, προσκλήσεις σε σχετικές ομιλίες κλπ.  

Στις Α’ και Β’ Πανεπιστημιακές Παθολογικές Κλινικές της Ιατρικής Σχολής 

Πανεπιστημίου Αθηνών (Ειρ. Βαφειάδη-Ζουμπούλη και Γ. Παπαθεοδωρίδης, 

αντίστοιχα), στη Δ’ Πανεπιστημιακή Παθολογική Κλινική της Ιατρικής Σχολής 

του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης (Ι. Γουλής, Σ. Σαββίδου) και 

στην Παθολογική Κλινική Τμήματος Νοσηλευτικής Πανεπιστημίου Αθηνών, 

Γ.Ο.Ν.Κ. «ΑΓΙΟΙ ΑΝΑΡΓΥΡΟΙ (Ι. Ελευσινιώτης) παρακολουθείται ένας 



9 

 

σημαντικός αριθμός ασθενών με ΝΑFLD, σε αρκετούς από τους οποίους η 

νόσος έχει επιβεβαιωθεί ιστολογικά με διαδερμική βιοψία ήπατος, που θα 

αποτελέσει μια πηγή άντλησης ασθενών. Ειδικότερα, στη Β’ Πανεπιστημιακή 

Κλινική της Ιατρικής Σχολής Πανεπιστημίου Αθηνών υπάρχει από ετών έντονο 

ενδιαφέρον για τη NAFLD, που έχει εκφρασθεί με πληθώρα ανακοινώσεων σε 

ελληνικά και διεθνή συνέδρια και αρκετών πλήρων δημοσιεύσεων σε διεθνή 

περιοδικά (11,41-45). 

Στη Μονάδα Τεχνητής Διατροφής και Κλινικά Σοβαρής Παχυσαρκίας της 

Χειρουργικής Κλινικής του Τμήματος Ιατρικής Πανεπιστημίου Πατρών (Φ. 

Καλφαρέτζος, Μ. Αργέντου), έχουν χειρουργηθεί επιτυχώς και 

παρακολουθούνται πολυάριθμοι ασθενείς με κλινικά σοβαρή παχυσαρκία και 

ιστολογικά τεκμηριωμένη NAFLD (32,46-48). Οι χειρουργικές βιοψίες ήπατος 

αυτών των ασθενών θα αποτελέσουν τη δεύτερη πηγή άντλησης υλικού για 

την προτεινόμενη μελέτη. Το Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής του 

Τμήματος Ιατρικής Πανεπιστημίου Πατρών (Μ. Μελαχροινού), αποτελεί 

γνωστό κέντρο στο χώρο της Παθολογικής Ανατομικής με διεθνώς 

αναγνωρισμένο διαγνωστικό και ερευνητικό έργο. Προηγούμενη συνεργασία 

του Επιστημονικού Υπεύθυνου με τους συνερευνητές του Πανεπιστημίου 

Πατρών απέδωσε σημαντικά δημοσιευμένα αποτελέσματα σχετικά με το ρόλο 

των λιποκινών και την εκτίμηση της μεμονωμένης πυλαίας ίνωσης στη NAFLD 

σε ασθενείς με κλινικά σοβαρή παχυσαρκία (32,48).  

Στην ερευνητική μας ομάδα συμμετέχουν εξειδικευμένα εργαστήρια 

(Εργαστήρια  Ιστολογίας-Εμβρυολογίας και  Παθολογικής Ανατομικής Ιατρικής 

Σχολής Πανεπιστημίου Αθηνών, Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής 

Ιατρικής Σχολής Aριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης, Εργαστήριο 

Παθολογικής Ανατομικής, Τμήμα Ιατρικής, Σχολή Επιστημών Υγείας, 

Πανεπιστήμιο Πατρών) που διαθέτουν την υλικοτεχνική υποδομή αλλά και 

έμπειρο και με σημαντική ερευνητική δραστηριότητα ιατρικό και παραϊατρικό 

προσωπικό, που είναι απολύτως απαραίτητα για την αξιόπιστη εργαστηριακή 

κάλυψη του προτεινόμενου ερευνητικού πρωτοκόλλου.  

Ειδικότερα, η συν-έκφραση δεικτών ΗΠΚ και δεικτών ΕΜΜ στον ηπατικό 

ιστό θα εκτιμηθεί με το υπερσύγχρονο συνεστιακό μικροσκόπιο που 

λειτουργεί στο Α’ Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής της Ιατρικής Σχολής 

Πανεπιστημίου Αθηνών. 
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4. ΣΚΟΠΟΣ 

Κύριος σκοπός της παρούσας ερευνητικής προτάσεως είναι η εκτίμηση του 

ρόλου των ηπατικών προγονικών κυττάρων (ΗΠΚ) και της επιθηλιο-

μεσεγχυματικής μετατροπής (ΕΜΜ) στην ανάπτυξη της ίνωσης στη ΝΑFLD.  

Ειδικότερα, θα διενεργηθούν: 

- Ποσοτική και τοπογραφική εκτίμηση της ενεργοποίησης των ΗΠΚ σε 

ιστολογικό υλικό διαδερμικών και χειρουργικών βιοψιών ήπατος ασθενών 

με NAFLD  

- Ποσοτική και τοπογραφική εκτίμηση της ΕΜΜ σε ηπατικά προγονικά ή 

άλλα κύτταρα με τη χρήση διπλών ανοσοϊστοχημικών χρώσεων με 

ειδικούς δείκτες και εκτίμηση με συνεστιακό μικροσκόπιο  

- Συσχέτιση της ενεργοποίησης των ΗΠΚ και της ΕΜΜ με κλινικά, 

βιοχημικά και παθολογοανατομικά χαρακτηριστικά των ασθενών και 

ιδιαίτερα με κριτήρια  μεταβολικού συνδρόμου, ιστολογικές διαγνωστικές 

παραμέτρους στεατοηπατίτιδας, στάδιο ηπατικής ίνωσης και αριθμό 

ενεργοποιημένων αστεροειδών κυττάρων. 

 

Η ερευνητική μας πρόταση, εφόσον χρηματοδοτηθεί και πραγματοποιηθεί 

εγκαίρως, θα  είναι μεταξύ των πρώτων μελετών διεθνώς που θα συμβάλλουν 

στη διαφώτιση της σχέσης ΗΠΚ και ΕΜΜ και, κατά συνέπεια, στην κατανόηση 

της παθογένειας της ίνωσης στη NAFLD/NASΗ στον άνθρωπο. Η ανάδειξη 

νέων μεσολαβητών της ίνωσης στη ΝΑFLD/NASH προβλέπεται να ανοίξει 

πεδίο έρευνας για την ανάπτυξη ειδικών αντι-ινωτικών θεραπευτικών 

παραγόντων. 

. 

 

5. ΛΕΠΤΟΜΕΡΗΣ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΟΥ ΠΡΟΤΕΙΝΟΜΕΝΟΥ ΕΡΓΟΥ 

Ασθενείς 

Στη μελέτη θα συμπεριληφθούν 100 ασθενείς με ιστολογικά επιβεβαιωμένη 

ΝAFLD, οι οποίοι: 

α) παρακολουθούνται στα Εξωτερικά Ηπατολογικά Ιατρεία των 

συνεργαζομένων Παθολογικών Κλινικών και έχουν υποβληθεί σε διαδερμική 

βιοψία ήπατος ή  

β) έχουν χειρουργηθεί λόγω κλινικά σοβαρής παχυσαρκίας στη 
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συνεργαζόμενη Χειρουργική Κλινική και έχουν υποβληθεί σε διεγχειρητική 

βιοψία ήπατος.  

 

 

Κριτήρια εισόδου για τους ασθενείς της μελέτης θα είναι 

1. Ηλικία 18 - 75 ετών 

2. Iστολογικά επιβεβαιωμένη διάγνωση ΝΑFLD. Η διάγνωση θα τίθεται σε 

άτομα που πληρούν όλα τα παρακάτω κριτήρια α) έχουν παθολογικές 

τιμές βασικών τρανσαμινασών και/ή γGT, β) έχουν ένδειξη λιπώδους 

διήθησης ήπατος σε υπερηχογράφημα, γ) έχουν αρνητικά HBsAg, anti-

HCV και anti-HIV, δ) δεν καταναλώνουν αλκοόλ σε ποσότητα >210 g για 

άνδρες ή >140 g για γυναίκες ανά εβδομάδα, ε) δεν λαμβάνουν 

ηπατοτοξικά φάρμακα ή δυνητικά ηπατοτοξικούς παράγοντες, στ) δεν 

έχουν γνωστό συστηματικό νόσημα με δυνητικά ηπατική συμμετοχή και ζ) 

έχουν βιοψία ήπατος συμβατή με NAFLD.  

3. Απουσία νεοπλάσματος ήπατος.  

4. Διαθέσιμο βιοπτικό υλικό κατάλληλο για την παρούσα μελέτη.  

 

Σε όλους τους ασθενείς της μελέτης θα υπάρχουν βασικά επιδημιολογικά 

και ανθρωπομετρικά χαρακτηριστικά (ύψος, βάρος, περιφέρεια μέσης), 

ατομικό αναμνηστικό (σακχαρώδης διαβήτης, υπέρταση, χρόνια λήψη 

φαρμάκων) και εργαστηριακός έλεγχος μετά από νηστεία τουλάχιστον 8 

ωρών, ο οποίος θα περιλαμβάνει:  

 Ηπατική βιοχημεία (ALT/AST, χολερυθρίνη, αλκαλική φωσφατάση, γGT, 

λευκώματα, ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών)  

 Λιπιδαιμικό προφίλ (χοληστερίνη-ολική/HDL/LDL, τριγλυκερίδια)  

 Διαβητικό προφίλ για μη διαβητικούς (σάκχαρο, ινσουλίνη, δείκτης 

ΗΟΜΑ-ΙR) 

 Γενική αίματος  

 Χρόνος προθρομβίνης 

 Ουρία, κρεατινίνη  
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Ιστολογική εκτίμηση 

Τα παρασκευάσματα των διαδερμικών και χειρουργικών βιοψιών ήπατος θα 

είναι μονιμοποιημένα σε διάλυμα ουδέτερης φορμόλης 10% και εγκλεισμένα 

σε παραφίνη. Ιστολογικές τομές κύβων παραφίνης θα χρωσθούν με χρώσεις 

αιματοξυλίνης-ηωσίνης, PAS-διαστάση, τριχρωμική Masson και Κυανού 

Βερολίνου. Η ιστολογική εκτίμηση της NAFLD θα γίνει με βάση καθιερωμένα 

κριτήρια (49,50) και θα βαθμολογηθούν χωριστά η στεάτωση, η λοβιακή και 

πυλαία φλεγμονή, η ηπατοκυτταρική διόγκωση, η χολαγγειολική αντίδραση, το 

στάδιο ίνωσης και άλλα ιστολογικά χαρακτηριστικά (παρουσία σωματίων 

Mallory-Denk, λιποφαγοκοκκιώματα, μικροκοκκιώματα, αποπτωτικά σωμάτια 

κ.α.). Οι συνεργαζόμενοι παθολογοανατόμοι θα συμφωνήσουν για τις 

λεπτομέρειες της ιστολογικής και ανοσοϊστοχημικής εκτίμησης σε κοινή 

συνεδρία. 

 

Ανοσοϊστοχημική μελέτη 

Η χρήση ανοσοϊστοχημικών τεχνικών επιτρέπει τη μελέτη των ΗΠΚ in situ 

στον ηπατικό ιστό ασθενών με NAFLD και είναι ο μόνος τρόπος να 

καταδειχθεί με διπλές ανοσοχρώσεις η έκφραση δεικτών ΕΜΜ από τα ΗΠΚ 

στον άνθρωπο. Πλεονεκτούν έναντι των μοριακών τεχνικών διότι λόγω της 

διατήρησης της αρχιτεκτονικής του ιστού εκτιμώνται τα ΗΠΚ και η 

ενεργοποίησή τους (χολαγγειολική αντίδραση) σε σχέση με το 

μικροπεριβάλλον τους, ενώ υπάρχει η δυνατότητα τοπογραφικής εκτίμησης 

της έκφρασης των δεικτών ΕΜΜ.  

       Θα χρησιμοποιηθούν τομές παραφίνης πάχους 4μm και θα εφαρμοσθούν 

απλές ή διπλές ανοσοϊστοχημικές τεχνικές με χρήση μονοκλωνικών 

αντισωμάτων ή/και πολυκλωνικών αντιορών για την ανάδειξη μεμονωμένα ή 

σε συνδυασμούς: 

 

α) Δεικτών ηπατικών προγονικών κυττάρων (ΗΠΚ) 

- κερατίνη 7 (εκτίμηση ΗΠΚ, ενδιάμεσων κυττάρων [intermediate cells],  

           κερατίνη 7- (+) ηπατοκυττάρων) 

- κερατίνη 19   

- EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) 
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β) Δεικτών  Επιθηλιο-Μεσεγχυματικής Μετατροπής (ΕΜΜ) 

-    Βιμεντίνη    (κλασσικός δείκτης μεσεγχυματικών κυττάρων) 

- e-cadherin (μόριο προσκόλλησης επιθηλιακών κυττάρων, ελάττωση έκφρασης    

                     του οποίου θεωρείται δείκτης EMM)  

- αSMA     (ακτίνη λείων μυϊκών ινών, δείκτης μεσεγχυματικής προέλευσης και   

                   δείκτης ενεργοποιημένων ηπατικών αστεροειδών κυττάρων) 

- Shh  (συνδέτης του Hh που παίζει σημαντικό ρόλο στην ΕΜΜ) 

- Gli2  (προϊόν γονιδίου-στόχου του Hh) 

-   Snail   (μεταγραφικός παράγοντας που παίζει σημαντικό ρόλο στη   

διαμεσολαβούμενη από τον TGFβ ΕΜΜ και ελαττώνει την έκφραση e-

cadherin)  

-     FSP-1  (fibroblast specific protein-1, δείκτης αρχόμενης ΕΜΜ) 

 

 

Μάρτυρες 

Ως μάρτυρες για τις ανοσοϊστοχημικές χρώσεις θα χρησιμοποιηθούν 

ιστολογικές τομές φυσιολογικού ήπατος ενηλίκων (n=5) από χειρουργικά 

παρασκευάσματα ηπατεκτομής για όγκους ή ογκόμορφες εξεργασίες ήπατος 

(τομές μακράν της εστιακής αλλοίωσης) ή άλλων κατάλληλων ιστών ανάλογα 

με τις οδηγίες χρήσης (data sheets) των αντισωμάτων. 

 

Εκτίμηση με συνεστιακό μικροσκόπιο (confocal microscope) 

Τα ανοσοϊστοχημικά αποτελέσματα των διπλών ανοσοχρώσεων για δείκτες 

ΗΠΚ και ΕΜΜ θα εκτιμηθούν με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου (confocal 

microscope). 

 

6. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

Η επεξεργασία των δεδομένων θα γίνει με το στατιστικό πακέτο SPSS v. 17 

(SPSS Inc, Chicago, IL).  Για την εκτίμηση της κανονικότητας της κατανομής 

των δεδομένων θα χρησιμοποιηθεί το Kolmogorov Smirnov test. Για τις 

ποιοτικές μεταβλητές θα χρησιμοποιηθούν οι δοκιμασίες x2 ή/και Fisher’s 

exact test, ενώ για τις ποσοτικές μεταβλητές οι δοκιμασίες t-test ή/και Mann-

Whitney. Η πιθανή συσχέτιση ποσοτικών μεταβλητών θα εξετασθεί με τη 

δοκιμασία συσχέτισης κατά Spearman. Για τη διερεύνηση τυχόν ανεξάρτητων 

συσχετίσεων θα γίνουν πολυπαραγοντικές αναλύσεις με τη μέθοδο της 

πολλαπλής ή λογιστικής εξάρτησης. Όλες οι στατιστικές συσχετίσεις θα 

θεωρηθούν σημαντικές για τιμές p<0.05. 
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7. ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΟΣ ΠΡΟΫΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ 

 

 

Αμοιβές επιστημονικού προσωπικού 

Αμοιβές  τεχνικού προσωπικού  

- Τεχνολόγος (κοπή ιστολογικών τομών) 

- Βιολόγος  (ανοσοϊστοχημικές χρώσεις) 

Κόστος αναλωσίμων υλικών   

Αντισώματα 

Ανοσοϊστοχημικά κιτς 

Αντικειμενοφόρα πλακίδια/άλλα αντιδραστήρια 

ΕΥΡΩ 

0 

 

  500 

2500 

 

7.000 

4.000 

 1.000 

Συνολικό κόστος μελέτης  15.000 

 

 

8. YΠΕΥΘΥΝΗ ΔΗΛΩΣΗ 

Δηλώνω υπεύθυνα ότι το προτεινόμενο ερευνητικό πρωτόκολλο δεν 

χρηματοδοτείται από άλλο φορέα ούτε  έχει  υποβληθεί  αλλού προς 

χρηματοδότηση.  

Ο Επιστημονικός Υπεύθυνος 

 

Ντίνα Γ. Τηνιακού 

27 Σεπτεμβρίου 2012 
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