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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η Οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) αποτελεί την πιο κοινή νόσο των αρθρώσεων με μεγαλύτερη 

επίπτωση  σε ηλικίες άνω των 60 ετών. Είναι μία πάθηση που επηρεάζει όλα τα στοιχεία της 

άρθρωσης κυριότερα όμως τον αρθρικό χόνδρο και που μπορεί να εμφανιστεί σε όλες τις 

αρθρώσεις με πλέον συχνή εμφάνιση στο χέρι, το πόδι, το γόνατο, τη σπονδυλική στήλη και το 

ισχίο. Θεωρείται μια πολυπαραγοντική νόσος, στην εμφάνιση και εξέλιξη της οποίας έχει 

βρεθεί ότι είναι σημαντική η συνεισφορά γενετικών παραγόντων.  

Η φυσιολογική πορεία της διαφοροποίησης των χονδροκυττάρων στην αναπτυξιακή 

πλάκα περιλαμβάνει τα στάδια του πολλαπλασιασμού, της υπερτροφίας και τελικά τον 

κυτταρικό θάνατο. Το προϊόν της διαφοροποίησης και ωρίμανσης των χονδροκυττάρων της 

αναπτυξιακής πλάκας, είναι ο ανθεκτικός, μόνιμος χόνδρος ενήλικα ατόμου. Τα 

χονδροκύτταρα του μόνιμου χόνδρου, φυσιολογικά, δεν υφίστανται πολλαπλασιασμό ή 

υπερτροφική διαφοροποίηση και δεν αποπίπτουν σε αντίθεση με τα χονδροκύτταρα της 

αναπτυξιακής πλάκας. Παρόλα αυτά, στην οστεοαρθρίτιδα, παρατηρούνται αλλαγές στο 

προφίλ των χονδροκυττάρων που προσομοιάζουν τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των 

χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας. Συγκεκριμένα, παρατηρείται επανεκκίνηση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και υπερτροφική διαφοροποίηση, στα πλαίσια της οποίας 

πρωταγωνιστούν ποικίλοι μεταγραφικοί και αυξητικοί παράγοντες, ένζυμα, ορμόνες και 

κυττοκίνες.  

Η υπερτροφία στην ΟΑ συνδέεται και με άλλες φαινοτυπικές μεταβολές, όπως την 

επασβέστωση του χόνδρου και έχει βρεθεί ισχυρή συσχέτιση μεταξύ της επασβέστωσης του 

χόνδρου, της κλινικής διαβάθμισης της νόσου και της έκφρασης του κολλαγόνου τύπου X, 

δείκτη χαρακτηριστικού της υπερτροφίας. 

Σημαντικό ρόλο στην υπερτροφία των χονδροκυττάρων διαδραματίζει η  

1,25(ΟΗ)2D3, η οποία αποτελεί τον ενεργό μεταβολίτη της βιταμίνης D. Η 1,25(ΟΗ)2D3 μέσω 

σύνδεσής της με τον ειδικό υποδοχέα VDR συμμετέχει στη ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων 

που εμπλέκονται στην υπερτροφία και την επασβέστωση του ΟΑ χόνδρου. Επιπλέον, η 

1,25(ΟΗ)2D3 συμβάλει στη δημιουργία υπερτροφικών χονδροκυττάρων, κυρίως κοντά στις 

περιοχές του χόνδρου που έχουν επασβεστωθεί, και στο σχηματισμό μεμβρανικών 

κυστιδίων, πλούσια σε Pi και Ca2+
, στην εξωκυττάρια ουσία (ECM). Τα τελευταία οδηγούν 

στο σχηματισμό κρυστάλλων ασβεστίου (CPPD, BCP) οι οποίοι διαβρώνουν το χόνδρο και 

σχετίζονται με την εξέλιξη της ΟΑ. Στη διαδικασία της υπερτροφίας και της επασβέστωσης 

του χόνδρου συμμετέχει επιπλέον ο αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών (FGF23), ο 

οποίος αποτελεί έναν φωσφατουρικό παράγοντα που επάγει την πρόωρη μετατροπή των 

χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας σε υπερτροφικά. Ο FGF23 προσδένεται σε 

ειδικούς υποδοχείς FGFRs και ενεργοποιεί σηματοδοτικά μονοπάτια στα κύτταρα στόχους. 

Ιδιαίτερα, η πρόσδεση του FGF23 στον υποδοχέα FGFR1c προκαλεί την ενεργοποίηση του 

μονοπατιού των MAP-κινασών στα χονδροκύτταρα. Όσον αφορά στη λειτουργία του, 
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συμμετέχει στη διατήρηση της ομοιοστασίας των ιόντων Ca2+/Pi και στη ρύθμιση του 

μεταβολισμού της 1,25(ΟΗ)2D3, μέσω καταστολής της δραστηριότητα της 1α-υδροξυλάσης 

στους νεφρούς. Ο FGF23 εμφανίζει αυξημένη έκφραση σε κύτταρα τα οποία 

επασβεστώνουν την ECM, όπως οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα, και η έκφρασή του 

διαφοροποιείται πριν και μετά την επασβέστωση. Σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της 

υπερτροφίας και της επασβέστωσης διαδραματίζουν επιπλέον τα αυξημένα επίπεδα Pi. Τα 

αυξημένα εξωκυττάρια επίπεδα του Pi εισέρχονται στα χονδροκύτταρα μέσω του 

συμμεταφορέα Na+/Pi, Pit-1 και επάγουν την έκφραση γονιδίων της υπερτροφίας όπως 

RUNX2, OPN και OC.  

Αντικείμενο της παρούσας μελέτης αποτελεί η διερεύνηση του ρόλου μορίων που 

επάγουν την υπερτροφία και την επασβέστωση στα ΟΑ χονδροκύτταρα, όπως η 

1,25(OH)2D3 και το Pi, οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί, καθώς και η αναστολή της έκφρασής 

τους. Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δείγματα ασθενών με οστεοαρθρίτιδα που είχαν 

υποβληθεί σε ολική αρθροπλαστική γόνατος και δεν είχαν άλλες ρευματικές παθήσεις, 

χονδροδυσπλασίες ή αυτοάνοσα. Την ομάδα ελέγχου αποτέλεσαν άτομα που νοσηλεύτηκαν 

για λόγους τραυματισμού ή κατάγματος. Αναλυτικότερα, στο πειραματικό μέρος της 

διατριβής διερευνήθηκαν τα ακόλουθα: 

 ο υπερτροφικός φαινότυπος των χονδροκυττάρων από δείγματα αρθρικού χόνδρου 

ασθενών με οστεοαρθρίτιδα γόνατος, με τη μελέτη γονιδίων χαρακτηριστικών της 

υπερτροφίας, όπως τα COL10A1, OPN και OC,  

 η δράση της 1,25(ΟΗ)2D3 μέσω της έκφρασης του υποδοχέα της VDR σε οστεοαρθριτικά 

και φυσιολογικά χονδροκύτταρα,  

 η δράση του Pi μέσω της έκφρασης των συμμεταφορέων Na+/Pi, Pit-1 και Pit-2 σε 

οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα,  

 ο ρόλος του αυξητικού παράγοντα FGF23 και του μεταγραφικού παράγοντα RUNX2 σε 

οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα, καθώς και η μεταξύ τους 

αλληλεπίδραση, 

 η έκφραση του FGFR1c, ενός ειδικού υποδοχέα του FGF23 και η ενεργοποίηση της 

σηματοδότησης που επάγεται από την σύνδεσή τους στα οστεοαρθριτικά 

χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά 

 ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D3 ή του Pi στην ενεργοποίηση της σηματοδότησης του FGF23 και 

η συμβολή τους στην επαγωγή της υπερτροφίας σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα, 

 ο ρόλος της αναστολής του VDR ή των αντλιών Pit-1, Pit-2 στην αναστροφή του 

υπερτροφικού φαινότυπου σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα,  

 το συνδυαστικό αποτέλεσμα της επίδρασης με 1,25(ΟΗ)2D3 
 και Pi στην επαγωγή της 

υπερτροφίας σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα. 
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Η ύπαρξη υπερτροφίας επιβεβαιώθηκε σε όλα τα δείγματα ΟΑ χόνδρου που 

συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη με την παρουσία οστεοφύτων και με την ανίχνευση αυξημένης 

έκφρασης του δείκτη COL10A1.  

Παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση του υποδοχέα VDR και των Pit-1, Pit-2 στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά, προτείνοντας αφενός την αυξημένη 

μεταγραφική δραστηριότητα της 1,25(ΟΗ)2D3 στα ΟΑ χονδροκύτταρα, μέσω 

αλληλεπίδρασης με τον υποδοχέα της, και αφετέρου την συσσώρευση του Pi στο 

εξωκυττάριο στρώμα των ΟΑ χονδροκυττάρων, το οποίο προκαλεί υπερέκφραση των 

αντλιών Pit-1, Pit-2, προκειμένου να εισέλθει στο κυτταρόπλασμά τους.  

Επίσης παρατηρήθηκε ότι τόσο ο φωσφατουρικός αυξητικός παράγοντας FGF23 

όσο και ο μεταγραφικός παράγοντας της υπερτροφίας RUNX2 υπερεκφράζονται στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα και μάλιστα ο FGF23 επάγει την έκφραση του RUNX2. Έτσι προτείνεται ότι 

η υπρέκφρασή τους αλλά και η αλληλεπίδρασή τους, σχετίζεται με την υπερτροφία στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα, συμβάλλοντας στην εξέλιξη της νόσου.  

Η επίδραση με 1,25(ΟΗ)2D3 ή Pi στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα είχε ως 

αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφρασης του FGF23 και του υποδοχέα του FGFR1c και ως 

ακολούθως την ενεργοποίηση του μονοπατιού των ΜΑP-κινασών και τη φωσφορυλίωση της 

ERK1/2. Η ενεργοποίηση του ανωτέρου σηματοδοτικού μονοπατιού είχε ως αποτέλεσμα την 

ενίσχυση της έκφρασης γονιδίων χαρακτηριστικών της υπερτροφίας, όπως τα RUNX2, 

COL10A1, οστεοποντίνη (OPN), οστεοκαλσίνη (OC), την επαγωγή καταβολικών μορίων 

όπως μεταλλοπρωτεϊνάση-13 (MMP-13) αλλά και την απόπτωση των χονδροκυττάρων. 

Ανάλυση του υποκινητή του FGF23, έδειξε για πρώτη φορά, ότι διαθέτει περιοχές 

δέσμευσης του συμπλόκου 1,25(ΟΗ)2D3-VDR, γεγονός που υποδηλώνει ότι η επαγωγή της 

έκφρασής του FGF23 από τη 1,25(ΟΗ)2D3 πραγματοποιείται άμεσα με την πρόσδεση του 

συμπλόκου στον υποκινητή του. Στη συνέχεια, ακολούθησε αναστολή του VDR ή των Pit-1, 

Pit-2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα, η οποία προκάλεσε την αναστολή της έκφρασης των FGF23 

και FGFR1c, απενεργοποίηση του μονοπατιού MAP-κινασών και μείωση της έκφρασης 

όλων των δεικτών, RUNX2, COL10A1, OPN, OC, MMP-13 και της απόπτωσης. Το 

αποτέλεσμα της αναστολής του VDR ή των Pit-1, Pit-2, επιβεβαιώνει τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν μετά από επίδραση με 1,25(ΟΗ)2D3 ή με Pi στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα και 

επιπρόσθετα αναδεικνύει τον μηχανισμό μέσω του οποίου διενεργούνται οι δράσεις της 

1,25(ΟΗ)2D3 και του Pi στα ΟΑ χονδροκύτταρα. Ταυτόχρονη αναστολή του VDR και των Pit-

1, Pit-2, οδήγησε σε στατιστικά σημαντική μείωση της έκφρασης των FGF23 και FGFR1c 

συγκριτικά με τη μεμονωμένη αναστολή του VDR ή των Pit-1, Pit-2. Επίσης διαπιστώθηκε 

μεγαλύτερη απώλεια στη φωσφορυλίωση της ERK1/2 και στατιστικά σημαντική μείωση 

όλων των γονιδίων-δεικτών (COL10A1, OPN, OC, MMP-13) στα ΟΑ χονδροκύτταρα. 

Τα αποτελέσματα μας υποστηρίζουν την εμπλοκή της 1,25(ΟΗ)2D3 και του Pi στην 

υπερτροφία και την επασβέστωση των ΟΑ χονδροκυττάρων. Συγκεκριμένα η 1,25(ΟΗ)2D3 
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μέσω σύνδεσης της στον υποδοχέα VDR, εμφανίζει αυξημένη μεταγραφική δραστηριότητα 

στα ΟΑ χονδροκύτταρα, η οποία ενισχύεται περαιτέρω από τη είσοδο αυξημένων επιπέδων 

Pi στα χονδροκύτταρα μέσω των Pit-1, Pit-2. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο 1,25(ΟΗ)2D3 -VDR 

προσδένεται σε ειδικές περιοχές στον υποκινητή του FGF23 και προκαλεί την ενίσχυση της 

έκφρασής του. Με τη σειρά του, ο FGF23 προσδένεται στον υποδοχέα FGFR1c και 

ενεργοποιεί το μονοπάτι των MAP-κινασών, με στόχο την αύξηση της έκφρασης δεικτών της 

υπερτροφίας και της επασβέστωσης του ECM με τελικό αποτέλεσμα τον εκφυλισμό του 

χόνδρου. Τα δεδομένα που προέκυψαν από τη μελέτη αναδεικνύουν νέα μόρια, όπως η 

1,25(ΟΗ)2D3, που θα μπορούσαν να συνεισφέρουν στο σχεδιασμό νέων θεραπευτικών 

στόχων.  
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ABSTRACT 

Osteoarthritis (OA) is the most common disease of the joints, with higher incidence at 

ages over 60 years. It is a disease that affects all elements of the joint, with most prominent 

the articular cartilage. It can occur in all joints, with most frequent occurrence in the hand, 

foot, knee, spine and hip. It is considered a multi-factorial disease, in which genetic 

contribution has been found to play a significant role in its development and progression,. 

The developmental stages of the growth-plate differentiation of chondrocytes include 

proliferation, hypertrophy and finally cell death. The final product of growth-plate 

chondrocytes’, differentiation and maturation, is the resistant, permanent, adult articular 

cartilage. Under normal conditions, the chondrocytes in the permanent articular cartilage do 

not undergo proliferation, hypertrophic differentiation or apoptosis, in contrast with growth-

plate chondrocytes. However, osteoarthritic chondrocytes adopt phenotypic characteristics 

of growth-plate chondrocytes and restart to proliferate and undergo hypertrophic 

differentiation, under the signal of various transcription and growth factors, enzymes, 

hormones and cytokines.  

Hypertrophy in OA is also linked with other phenotypic changes, as cartilage 

calcification, and has been is a correlation between cartilage calcification, clinical 

classification of the disease and the expression of collagen type X, a hypertrophy 

characteristic marker. 

The active metabolite of vitamin D is 1,25(ΟΗ)2D3, which plays an important role in 

chondrocytes’ hypertrophy. 1,25(ΟΗ)2D3 binds to its specific receptor VDR and participates 

in the regulation of genes’ expression, which are involved in hypertrophy and calcification in 

OA cartilage. Moreover, 1,25(ΟΗ)2D3, contributes to hypertrophic differentiation of 

chondrocytes, especially close to the calcified area of the cartilage, and in the formation of 

matrix vesicles in extracellular matrix, which contain Ca2+. Matrix vesicles are responsible for 

the formation of calcium containing crystals (CPPD, BCP), which erode the cartilage and are 

correlated with disease progression. Fibroblast growth factor 23 (FGF23) is a phosphaturic 

factor, which is also involved in the process of cartilage hypertrophy and calcification and 

promotes the premature differentiation of proliferating growth-plate chondrocytes to 

hypertrophic. FGF23 binds to specific receptors FGFRs and activates signaling pathways in 

the target cells. Particularly, FGF23 binding to FGFR1c promotes the activation of MAP-

kinase pathway in chondrocytes. Moreover, FGF23 function involves the homeostasis of 

Ca2+/Pi metabolism and the regulation of 1,25(ΟΗ)2D3 metabolism through repression of 1α-

hydroxylase activity. FGF23 has been found to be highly expressed in cells that calcify their 

extracellular matrix, like osteoblasts and chondrocytes and exhibits differentiated expression 

before and after calcification. Finally, increased extracellular levels of Pi exhibit important 

role in cartilage hypertrophy and calcification. Pi enters chondrocytes through Na+/Pi 
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contrasporters, Pit-1, and promotes the expression of hypertrophy-related genes, as 

RUNX2, osteopontin and osteocalcin. 

Τhe objective of this study is the investigation of molecules which induce hypertrophy 

and calcification in osteoarthritic chondrocytes, like 1,25(ΟΗ)2D3 and Pi, the implicated 

molecular mechanisms and the investigation of the inhibition of their expression. We used 

articular cartilage samples from osteoarthritic patients, who were undergoing total knee 

replacement surgery and were not suffering from other rheumatic diseases, 

chondrodysplasias or autoimmune diseases. The control group was consisted from 

individuals who were hospitalized for injury or fracture repair. In the experimental part of the 

thesis were investigated: 

 the role of 1,25(ΟΗ)2D3 through the expression of its receptor VDR in osteoarthritic and 

normal chondrocytes,  

 the role of Pi through the expression of Na+/Pi cotransporters, Pit-1 και Pit-2 in 

osteoarthritic and normal chondrocytes,  

 the role of the growth factor FGF23 and the transcription factor RUNX2 in osteoarthritic 

and normal chondrocytes, as well as their interaction, 

 FGFR1c expression, a specific receptor for FGF23, and the signaling that is activated via 

FGF23 binding to FGFR1c in osteoarthritic and normal chondrocytes,  

 1,25(ΟΗ)2D3 or Pi implication in the activation of FGF23 signaling and their role in the 

induction of hypertrophy in normal chondrocytes, 

 the impact of VDR or Pit-1, Pit-2 inhibition in the inversion of hypertrophic phenotype in 

OA chondrocytes,  

 the additive effect of 1,25(ΟΗ)2D3 and Pi treatment in the induction of hypertrophy in 

normal chondrocytes. 

We observed up-regulated VDR and Pit-1, Pit-2 expression levels in OA 

chondrocytes compared to normal, suggesting that 1,25(ΟΗ)2D3, via the binding to its 

receptor VDR exhibits increased transcriptional activity in OA chondrocytes compared to 

normal. Moreover, we observed that Pi is accumulated in the extracellular matrix of OA 

chondrocytes and provokes the over-expression of Pit-1, Pit-2 cotransporters in order to 

enter the cells.  

We also observed that the phosphaturic growth factor FGF23 and the hypertrophy 

transcription factor RUNX2 are over-expressed in OA chondrocytes and furthermore FGF23 

increases RUNX2 expression. Our data suggest that FGF23 and RUNX2 over-expression 

and interaction is associated with hypertrophy in OA chondrocytes contributing to disease 

progression.   

1,25(ΟΗ)2D3 or Pi treatment in normal chondrocytes promoted FGF23 and FGFR1c 

expression and as a consequence activated MAPK pathway and ERK1/2 phosphorylation. 

The activation of MAPK signaling pathway resulted in the enhancement of hypertrophy-
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related genes’ expression, like RUNX2, COL10A1, osteopontin, osteocalcin, the induction of 

the catabolic metalloproteinase-13, and the apoptotic death of chondrocytes. Analysis of 

FGF23 promoter showed, for the first time, the presence of vitamin D response elements 

(VDREs), that permit the binding of 1,25(ΟΗ)2D3-VDR complex and the direct regulation of 

FGF23 transcription. Furthermore, we proceeded with VDR or Pit-1, Pit-2 inhibition in ΟΑ 

chondrocytes, which resulted in reduced FGF23 and FGFR1c expression, inactivation of 

MAPK pathway and reduced expression of all markers, as RUNX2, COL10A1, OPN, OC, 

MMP-13 and finally inhibition of apoptosis. The effect of VDR or Pit-1, Pit-2 inhibition 

confirms the observations from the 1,25(ΟΗ)2D3 or Pi treatment of normal chondrocytes, and 

furthermore reveals the mechanism that mediates the effects of 1,25(ΟΗ)2D3 and Pi in OA 

chondrocytes. The simultaneous inhibition of VDR and Pit-1, Pit-2, resulted in additive 

significant reduction of FGF23 and FGFR1c expression compared to the individual VDR or 

Pit-1, Pit-2 inhibition. Moreover, we observed the complete inactivation of MAPK pathway 

and significant reduced expression of all marker genes (COL10A1, OPN, OC, MMP-13) in 

ΟΑ chondrocytes. 

Our findings suggest the implication of 1,25(ΟΗ)2D3 and Pi in hypertrophy and 

calcification in OA chondrocytes. Specifically, 1,25(ΟΗ)2D3, via its binding to its receptor 

VDR, exhibited enhanced transcriptional activity in OA chondrocytes, which is further 

induced by the entry of elevated extracellular Pi levels. Subsequently, 1,25(ΟΗ)2D3 –VDR 

complex binds to VDREs, which are located in FGF23 promoter and promotes the 

enhancement of its expression. Then, FGF23 binds to FGFR1c and activates MAPK 

pathway, resulting in the expression of hypertrophy and ECM calcification related genes and 

finally to cartilage degeneration. Our results reveal new molecules, as 1,25(ΟΗ)2D3, which 

could be evaluated as a new therapeutic target.  
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«Τίποτε στη ζωή δεν είναι για να το φοβόμαστε 
αλλά για να το κατανοήσουμε» 

-Μαρί Κιουρί-
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Α.1 Οστεοαρθρίτιδα  

 

Α.1.1 Γενικά γνωρίσματα 

Η Οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) αποτελεί την πιο κοινή μορφή αθρίτιδας και 

συνοδεύεται από την εμφάνιση χρόνιου πόνου, περιορισμό στην κίνηση της 

άρθρωσης και σε προχωρημένα στάδια σχετίζεται με αναπηρία.  Είναι μία πάθηση 

που επηρεάζει όλη την άρθρωση και χαρακτηρίζεται κυρίως από αποδόμηση του 

αρθρικού χόνδρου αλλά επιφέρει αλλαγές και στα υπόλοιπα δομικά στοιχεία της 

άρθρωσης, όπως το οστό, το μηνίσκο, τον αρθρικό υμένα, τον αρθρικό θύλακο 

(σάκος) και τους μύες [1]. Επιπλέον αλλαγές που συμβαίνουν κατά την 

οστεοαρθρίτιδα περιλαμβάνουν τη σκλήρυνση του υποχόνδριου οστού καθώς και 

τη δημιουργία κυστών και οστεοφύτων [2]. Χαρακτηριστικό γνώρισμα της 

προχωρημένης ΟΑ είναι ο έντονος πόνος και η δυσλειτουργία της άρθρωσης ενώ 

επίσης παρατηρείται και σύσπαση της άρθρωσης, ατροφία των μυών και 

δυσμορφία του άκρου [3, 4]. 

 

Α.1.2 Ταξινόμηση 

 Η ΟΑ διαχωρίζεται σε πρωτοπαθή και δευτεροπαθή. Η πρωτοπαθής ΟΑ 

διαγιγνώσκεται αφού προχωρήσει η νόσος στο τελευταίο στάδιο χωρίς προφανείς 

αιτίες, ενώ η δευτεροπαθής ΟΑ εμφανίζεται σε σχετικά νεαρή ηλικία και μπορεί να 

οφείλεται σε αναπτυξιακή ανωμαλία ή προηγούμενη σοβαρή επέμβαση ή τραύμα. 

Τα συχνότερα αίτια δευτεροπαθούς ΟΑ είναι τραύματα, συστηματικά νοσήματα 

(αιμοχρωμάτωση, νόσος Wilson, ακρομεγαλία, υπερπαραθυρεοειδισμός, 

εναπόθεση κρυστάλλων ασβεστίου), ανατομικές αιτίες (ανισοσκελία, συγγενές 

εξάρθρημα ισχίου), ή είναι επακόλουθο λοιμώξεων (σηπτική αρθρίτιδα) [5].  

H ΟΑ χαρακτηρίζεται ως η κύρια εκφυλιστική αρθρίτιδα και συχνά 

συνοδεύεται από εξάρσεις φλεγμονής, οι οποίες σχετίζονται με την εξέλιξη της 

νόσου [6]. Από την στιγμή της εμφάνισης της ΟΑ ο πόνος και η δυσκολία στην 

κίνηση σταδιακά αυξάνονται με την πάροδο του χρόνου. Η αυξημένη συχνότητα 

εμφάνισης και η χρόνια κατάσταση της ΟΑ σε συνδυασμό με την έλλειψη 

αποτελεσματικών μέτρων πρόληψης ή θεραπείας καθιστούν την πάθηση αυτή ένα 

σημαντικό κοινωνικό και οικονομικό πρόβλημα για τους ασθενείς, το σύστημα 

υγείας και το κράτος [7-9]. 

  

Α.1.3 Επιδημιολογία της οστεοαρθρίτιδας 

 Η ΟΑ είναι η πιο συχνή πάθηση των αρθρώσεων στις αναπτυγμένες χώρες. 

Στην Ευρώπη κάθε 1,5 λεπτό μία άρθρωση αντικαθίσταται λόγω οστεοαρθρίτιδας, 

ενώ στις ΗΠΑ πραγματοποιούνται ετησίως περίπου 500,000 αρθροπλαστικές 
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επεμβάσεις [10], [11] (εικόνα 1). Στη μελέτη Framingham (ΗΠΑ) ένα στα τέσσερα 

άτομα στην ηλικία των 60 ετών παρουσίαζε ακτινολογικές αλλοιώσεις 

οστεοαρθρίτιδας ενώ το ποσοστό αυτό ξεπερνούσε το 50% στον πληθυσμό άνω 

των 80 ετών [12]. Η επίπτωση της έχει αναφερθεί ότι είναι 4.14% στην Βραζιλία 

[13], και 11.7% στην Κούβα [14]. Στην Ασιατική ήπειρο η επίπτωση της ΟΑ γόνατος 

κυμαίνεται μεταξύ 3.1– 4.6% στο Πακιστάν [15] και 7.5% - 10.6% στο Μπαγκλαντές  

[16]. Δεκατρείς μελέτες που αφορούσαν 29.621 ενήλικες από διάφορες επαρχίες 

της Κίνας ανέφεραν ότι η συχνότητα συμπτωματικής ΟΑ έφτανε το 20.8% [17]. Στην 

Ελλάδα η επίπτωση της ΟΑ γόνατος σε ηλικές μέχρι 60 ετών ανέρχεται σε ποσοστό 

14%, ενώ σε ηλικές μεγαλύτερες των 80 ετών φθάνει το 30% [18].  Πιθανές 

εξηγήσεις για αυτές τις επιδημιολογικές διαφορές αποτελούν οι γενετικές διαφορές 

μεταξύ των πληθυσμών καθώς και οι διαφορές στις συνθήκες διαβίωσης, στην 

ηλικία, στην επαγγελματική δραστηριότητα αλλά και στον ορισμό της ΟΑ στις 

διάφορες μελέτες.  

 

 

Εικόνα 1.  Προβλεπόμενη επίπτωση αρθρίτιδας σε ενήλικες της Αμερικής άνω των 18, για 

τα έτη 2005-2030 [19] 

 

A.1.4 Κατανομή της οστεοαρθρίτιδας μεταξύ των αρθρώσεων 

 Οι αρθρώσεις που μπορεί να εμφανιστεί η οστεοαρθρίτιδα με μεγαλύτερη 

συχνότητα περιλαμβάνουν κυρίως το χέρι, το ισχίο και το γόνατο (εικόνα 2). 

Λιγότερο συχνά εμφανίζεται στο πόδι και τη σπονδυλική στήλη. Επίσης, πρόωρη 

ΟΑ μπορεί να αναπτυχθεί σπάνια στον αστράγαλο, τον καρπό και τον ώμο [20-22]. 

Ο εντοπισμός της οστεοαρθρίτιδας στους τρεις πιο συχνούς τύπους αρθρώσεων 

(χέρι, ισχίο και γόνατο) δημιουργεί ποικίλα προβλήματα κατά την επιδημιολογική 
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Εικόνα 2. Αρθρώσεις στις οποίες εμφανίζεται 

oστεοαρθρίτιδα. 

έρευνα της νόσου. Ωστόσο η συχνότητα εμφάνισης της νόσου μεταξύ αυτών των 

αρθρώσεων ποικίλει και εξαρτάται από χαρακτηριστικά όπως η σύγκλιση των 

εκατέρωθεν οστών της άρθρωσης, το πάχος του αρθρικού χόνδρου, τη μηχανική 

δύναμη που ασκείται στην εκάστοτε άρθρωση, τη σταθερότητα και την παρουσία η 

όχι μηνίσκου [23, 24]. 

  

Α.1.5 Προδιαθεσικοί παράγοντες 

 Η προσδιορισμός των 

αιτιολογικών παραγόντων της ΟΑ 

δεν είναι εύκολη διαδικασία και 

υφίσταται διαρκώς διερεύνηση [25, 

26]. Οι διεργασίες που λαμβάνουν 

χώρα στην ΟΑ χαρακτηρίζονται ως 

«αντίδραση που πραγματοποιείται 

στην άρθρωση ως απόκριση σε 

τραυματισμό ή άλλη προσβολή και 

σχετίζεται με τη γήρανση», στην 

εξέλιξη της οποίας συμβάλουν 

συστηματικοί, γενετικοί, και 

περιβαλλοντικοί παράγοντες [27]. 

Επίσης οι προδιαθεσικοί 

παράγοντες ποικίλουν ανάλογα τη 

θέση της άρθρωσης και διαφέρουν 

από τους παράγοντες που 

σχετίζονται με την εξέλιξη της ΟΑ 

[28]. Παρόλα αυτά, οι κυριότεροι 

συστηματικοί παράγοντες που σχετίζονται με την εμφάνιση της ΟΑ είναι η ηλικία και 

το φύλο [29]. Επίσης, ο αυξημένος δείκτης μάζας σώματος (Body Mass Index, BMI) 

σχετίζεται στενά με την εμφάνιση της νόσου αλλά η συμβολή του εξαρτάται από 

έναν συνδυασμό μεταβολικών παραγόντων και αυξάνει τον κίνδυνο για ανάπτυξη 

ΟΑ ιδιαίτερα για αρθρώσεις που επιβαρύνονται περισσότερο από το βάρος 

(γόνατο) [30, 31]. Στους περιβαλλοντικούς παράγοντες συγκαταλέγονται η 

κατανάλωση αλκοόλ, το κάπνισμα και οι διατροφικές συνήθειες των ατόμων [32]. Η 

κληρονομικότητα της ΟΑ διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της νόσου 

και ανέρχεται σε ποσοστό 39-65% [33]. Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον της 

επιστημονικής κοινότητας στρέφεται όλο και περισσότερο στη συμβολή του 

γενετικού παράγοντα στην ανάπτυξη και εξέλιξη της νόσου με στόχο την ανάδειξη 
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μοριακών μηχανισμών που σχετίζονται με τη φλεγμονή, μόρια της εξωκυττάριας 

ουσίας και πρωτεΐνες της αναδιαμόρφωσης του οστού. 

 

Α.1.5.1 Ηλικία 

 Η ηλικία αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση ΟΑ. 

Σε ηλικίες 15-44 το ποσοστό ανέρχεται σε 5%, 45-64 ετών σε ποσοστό 25-30%, 

ενώ μετά την ηλικία των 65 το ποσοστό εμφάνισης ΟΑ φτάνει το 60% και σε 

κάποιους πληθυσμούς αγγίζει το 90% [9, 20, 34]. Με την πάροδο του χρόνου, τα 

χονδροκύτταρα που αποτελούν τον μοναδικό κυτταρικό πληθυσμού του αρθρικού 

χόνδρου υφίστανται αλλαγές όσον αφορά στη λειτουργία τους, στην ικανότητά τους 

να αποκρίνονται σε ερεθίσματα του άμεσου περιβάλλοντός τους, όπως σε 

κυτοκίνες, αυξητικούς παράγοντες, ορμόνες και ένζυμα. Επίσης ελαττώνεται η 

ελαστικότητα του χόνδρου και η ικανότητά του να ανθίσταται σε μηχανικές πιέσεις. 

Επιπλέον τα χονδροκύτταρα συνθέτουν λιγότερη αγγρεκάνη, που αποτελεί δομικό 

λίθο του χόνδρου, ενώ η απώλεια των τελομερών των χονδροκυττάρων οδηγεί σε 

κυτταρική γήρανση με αποτέλεσμα να χάνουν τη λειτουργικότητά τους [35-37]. Η 

ανάπτυξη οστεοφύτων στην άρθρωση του γόνατος αυξάνει κατά 20% για κάθε 

αύξηση της ηλικίας κατά 5 έτη [31]. Οι οστεοαρθριτικές ακτινολογικές αλλοιώσεις 

αυξάνονται με την πρόοδο της ηλικίας [38], αν και αυτές οι αλλαγές δεν 

συνδυάζονται πάντα με κλινική συμπτωματολογία [39, 40]. Αρκετές μελέτες έχουν 

συσχετίσει την προχωρημένη ηλικία με αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης ΟΑ γόνατος, 

συμπεριλαμβανομένων εκείνων των Lawrence [41] και των μελετών Framingham 

[42], NHANES ΙΙΙ [43], Rotterdam [44] και ESORDIG [18]. H συσχέτιση μεταξύ 

οστεοαρθρίτιδας ισχίου και μεγάλης ηλικίας έχει υποστηριχθεί σε δύο μεγάλες 

Σκανδιναβικές μελέτες [45, 46], καθώς και στις μελέτες ESORDIG [18] και 

Rotterdam [44]. Η μεγάλη ηλικία έχει συσχετισθεί και  με την ανάπτυξη ΟΑ χεριού 

όπως προέκυψε από τις μελέτες των Lawrence [41], BLSA [47, 48], Zoetermeer 

[49] καθώς και στη μελέτη Michigan Bone Health [50]. Αν και εμφανώς πρόκειται για 

πάθηση της μεγάλης ηλικίας, η ΟΑ δεν αποτελεί αναπόφευκτη αιτία της γήρανσης. 

 

Α.1.5.2 Φύλο 

Η εμφάνιση της ΟΑ μετά την ηλικία των 65 είναι συχνότερη στις γυναίκες 

δύο φορές περισσότερο απ’ ότι στους άνδρες (εικόνα 3). Στην αναλογία αυτή 

αναφέρεται κυρίως η ΟΑ γόνατος, ενώ η ΟΑ ισχίου και χεριού διαφέρουν μόνο κατά 

1% (εικόνα 4) [51]. Στη Θεσσαλία, σε μικρότερο πληθυσμιακό δείγμα, έχει βρεθεί ότι 

η αναλογία γυναίκες προς άνδρες είναι πολύ υψηλή 5:1, πιθανόν λόγω της 

ενασχόλησης των γυναικών με τις αγροτικές εργασίες και την επακόλουθη 

επιβάρυνση των αρθρώσεων [52]. Η διαφορά εμφάνισης ΟΑ ανάλογα με το φύλο 
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οφείλεται κυρίως στην απώλεια των οιστρογόνων στις γυναίκες κατά την 

εμμηνόπαυση. Η παρουσία των  οιστρογονικών υποδοχέων α και β (Estrogen 

Receptor α και β, ERα και ERβ) στα χονδροκύτταρα υποστηρίζει ότι ο αρθρικός 

χόνδρος υπόκειται στη δράση των οιστρογόνων [53]. Η απώλεια των οιστρογόνων 

μετά την ηλικία των 50 στις γυναίκες ελαττώνει τον ρυθμό αναδιαμόρφωσης του 

υποχόνδριου οστού, συνεισφέροντας στην παθοφυσιολογία της ΟΑ [54]. 

 

Εικόνα 3. Συνολικός επιπολασμός ΟΑ γόνατος, ισχίου, χεριού (95% CIs) ανάλογα με το φύλο και τη 

θέση της άρθρωσης [51]. 

 

A.1.5.3 Δείκτης μάζας σώματος 

 Ισχυρή συσχέτιση έχει αναφερθεί μεταξύ του BMI και της ΟΑ γόνατος [31]. 

Η αύξηση του BMI αυξάνει τον κίνδυνο εμφάνισης οστεοαρθρίτιδας, αλλά 

ταυτόχρονα είναι ένας ευμετάβλητος παράγοντας διότι η προδιάθεση που εμφανίζει 

εξαρτάται από ένα συνδυασμό μεταβολικών παραγόντων και αυξάνεται σε 

αρθρώσεις που υποβαστάζουν το βάρος [29]. Συνεπώς το αυξημένο BMI σχετίζεται 

με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ΟΑ γόνατος [55]. Στους συμμετέχοντες στη μελέτη 

Framingham, τα παχύσαρκα ή υπέρβαρα άτομα εμφάνιζαν σχεδόν διπλάσιο 

κίνδυνο να αναπτύξουν ΟΑ γόνατος [30].  Στη  ίδια μελέτη, τα άτομα τα οποία 

έχασαν βάρος εμφάνιζαν πλέον μικρότερο κίνδυνο ανάπτυξης ΟΑ συγκριτικά με 

αυτά που διατήρησαν σταθερό το βάρος τους [56]. Ωστόσο αυτή η θετική συσχέτιση 

μεταξύ του ΒΜΙ και της εμφάνισης ΟΑ δεν οφείλεται αποκλειστικά στο μηχανικό 

φορτίο, καθώς δεν έχει βρεθεί συσχέτιση μεταξύ του βάρους σώματος και της ΟΑ 

ισχίου, ενώ είναι μία άρθρωση που επιβαρύνεται εξίσου με το γόνατο από το 

αυξημένο βάρος [57]. Μία άλλη μελέτη αργότερα απέδειξε ότι η μείωση του 

κινδύνου εμφάνισης ΟΑ δεν οφείλεται τόσο στην απώλεια βάρους αλλά στην 

απώλεια λίπους [58]. Επίσης σε τουλάχιστον τρεις μελέτες αναφέρεται η ανάπτυξη 

ΟΑ χεριού σε άτομα τα οποία είχαν ΒΜΙ στην κλίμακα του παχύσαρκου ή 

υπέρβαρου [57, 59]. Τέλος, η μελέτη Chingford υποστηρίζει ότι τα άτομα τα οποία 

είχαν ΟΑ γόνατος εμφάνιζαν όλα τα χαρακτηριστικά του μεταβολικού συνδρόμου, 

όπως υπέρταση, υπερχοληστερολαιμία, υπεργλυκαιμία, χαμηλή HDL και κοιλιακή 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



 

 22 

Εικόνα 4. Γενετικοί τόποι που σχετίζονται 

με την ΟΑ. Αποτελέσματα 4 μεγάλων 

πολυκεντρικών μελετών 

παχυσαρκία σε πολύ μεγαλύτερο ποσοστό από το γενικό πληθυσμό (59% έναντι 

23%) [31, 60].  

 

Α.1.5.4 Γενετική Προδιάθεση: τύποι μελετών 

Στην εκδήλωση και την εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας σημαντικό ρόλο 

διαδραματίζει ο γενετικός παράγοντας, ο οποίος μελετήθηκε πρώτη φόρα το 1940. 

Στα μέσα όμως του 1990 ξεκίνησαν ουσιαστικές και αναλυτικές μελέτες για την 

ανίχνευση γενετικών τόπων που να σχετίζονται στενά με την ανάπτυξη της 

πρωτοπαθούς ΟΑ. Μεγάλες πολυκεντρικές 

μελέτες καθώς και μελέτες διδύμων έχουν 

αναδείξει τη συμμετοχή του γενετικού 

παράγοντα στην αιτιολογία της ΟΑ (εικόνα 4). 

Αρχικά περιελάμβαναν τη διερεύνηση 

υποψήφιων γονιδίων που θα προδιέθεταν για 

την εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας. Οι μέθοδοι με 

τις οποίες διερευνήθηκε ο γενετικός 

παράγοντας αφορούσαν (α) την παραμετρική 

ανάλυση σύνδεσης σε απομονωμένες  

οικογένειες κατά τις οποίες η ΟΑ 

κληρονομείται ως μεντελικό χαρακτηριστικό 

με σκοπό την ανίχνευση κάποιου υποψήφιου 

γενετικού τόπου, (β) τις μελέτες σύνδεσης σε 

μοντέλα διδύμων και (γ) τις μελέτες συσχέτισης σε γνωστά γονίδια [61]. Επίσης, η 

γενετική αιτιολογία της ΟΑ προσεγγίστηκε με μελέτες έκφρασης, οι οποίες 

αποσκοπούν στην ανίχνευση των λειτουργικών μορίων που κωδικοποιούνται από 

γονίδια τα οποία είτε υπερ- είτε υπο-εκφράζονται σε αρθρικό χόνδρο ΟΑ σε σχέση 

με το φυσιολογικό ιστό.  

Όσον αφορά στις μελέτες ανάλυσης σύνδεσης, τέσσερις μεγάλες 

πολυκεντρικές μελέτες (Φιλανδία [62], Ηνωμένο Βασίλειο [63, 64], Ισλανδία [65], 

ΗΠΑ [66, 67] πραγματοποιήθηκαν προκειμένου να διερευνηθεί η συμμετοχή 

υποψήφιων γενετικών τόπων στην ΟΑ. Οι προσπάθειες των μελετών ανέδειξαν 

γενετικούς τόπους στα χρωμοσώματα 2, 4, 6, 7, 11, 16, Χ,  με το χρωμόσωμα 2 να 

εμφανίζει θετική συσχέτιση σε όλες τις μελέτες (εικόνα 4) [61].  

Στους γενετικούς τόπους που αποκάλυψαν οι παραπάνω μελέτες, 

εδράζονται γονίδια τα οποία δερευνήθηκαν περεταίρω ως προς τη συσχέτιση τους 

με την ΟΑ. Στις περιοχές αυτές εδράζονται γονίδια που κωδικοποιούν κυτοκίνες 

όπως η ιντερλευκίνη-1 στο χρωμόσωμα 2 (2q11.2-q13) [61, 62, 68-70] και η 

ιντερλευκίνη-4 στο χρωμόσωμα 16 (16p12.1) [63, 71]. Επιπλέον το γονίδιο MATN3 
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(χρ 2p24.1) το οποίο κωδικοποιεί για τη δομική πρωτεΐνη matrilin-3 [72] στον 

χόνδρο, το γονίδιο FRZB (χρ 2q32.1) του χονδρογενικού ρυθμιστή της 

εκκρινόμενης και σχετιζόμενης με θηλιά πρωτεΐνης 3 (chondrogenic regulator 

secreted frizzled-related protein 3) [73]. Η πρωτεΐνη αυτή συντίθεται από τον 

αρθρικό χόνδρο ενήλικου ατόμου και δρα ως ανταγωνιστής στους προσδέτες για το 

μονοπάτι Wnt [74]. Το μονοπάτι αυτό παίζει σημαντικό ρόλο στη χονδρογένεση και 

η πρωτεΐνη frizzled-related 3 έχει βρεθεί ότι ελέγχει την ωρίμανση των 

χονδροκυττάρων [75]. Ένα ακόμα γονίδιο είναι αυτό της BMP5 (χρ 6p12.1) που 

κωδικοποιεί για τη μορφογενετική πρωτεΐνη των οστών (bone morphogenetic 

protein 5) και ανήκει στη υπεροικογένεια του αυξητικού παράγοντα 

μετασχηματισμού (transforming growth factor, TGFβ) που συμμετέχει στη ρύθμιση 

και διατήρηση του αρθρικού χόνδρου [76].  

Οι μελέτες σύνδεσης αντικαθίστανται από μελέτες συσχέτισης ολόκληρου 

του γονιδιώματος. Στις μελέτες συσχέτισης γονιδίων κυρίαρχη θέση κατέχουν τα 

δομικά γονίδια του εξωκυττάριου στρώματος του χόνδρου και του οστού και γονίδια 

που εμπλέκονται στη ρύθμιση του μεταβολισμού αυτών των ιστών.  

 Όσον αφορά στα δομικά γονίδια της εξωκυττάριας ουσίας, το κολλαγόνο 

τύπου ΙΙ  (COL2A1) (χρ 12q13.11) [77], αποτελεί κύριο συστατικό του αρθρικού 

χόνδρου. Επίσης μελετήθηκαν γονίδια που κωδικοποιούν το κολλαγόνο ΙΧ και ΧΙ, 

καθώς και γονίδια τα οποία κωδικοποιούν μη κολλαγονικά συστατικά της 

εξωκυττάριας ουσίας όπως η αγγρεκάνη (AGC) και η ολιγομερή πρωτεΐνη της 

θεμέλιας ουσίας του χόνδρου (cartilage oligomeric matrix protein, COMP) (χρ 

19p13.11). Επιπλέον αναδείχθηκαν συσχετίσεις μεταξύ του γονιδίου της asporin 

(ASPN) [78, 79] και της καλμοδουλίνης (CALM1) [80-82] με την ΟΑ. Η ASPN είναι 

μία πρωτεΐνη του εξωκυττάριου στρώματος του χόνδρου και κατέχει σημαντική 

θέση στη διαδικασία της χονδρογένεσης. Πολυμορφισμοί που ανιχνεύθηκαν στο 

γονίδιο ASPN αφορούν τον αριθμό επαναλήψεων που επηρεάζει το μήκος του 

ασπαρτικού οξέος στην πρωτεΐνη. Οι επαναλήψεις αυτές ποικίλουν από 12 έως 18. 

Ο πιο συνήθης αριθμός είναι 13 (D13), ενώ το αλληλόμορφο με D14 έχει σχετιστεί 

στενά με την ΟΑ γονάτου σε μεγάλο δείγμα πληθυσμού. Η έκφραση του D14 σε ΟΑ 

γονάτου είναι σημαντικά μεγαλύτερη σε σύγκριση με φυσιολογικούς ιστούς [79]. 

Συνολικά, οι μελέτες αυτές δεν προσκόμισαν επαρκή στοιχεία για το ρόλο 

μεταλλάξεων σε γονίδια δομικών  συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας στη 

δημιουργία της ΟΑ [61, 68]  ενώ οι πολυμορφισμοί του κολλαγόνου τύπου ΙΙ 

βρέθηκε ότι συνδέονταν περισσότερο με την ανάπτυξη χονδροδυσπλασιών παρά 

με ΟΑ [83, 84]. Επομένως οι μεταλλάξεις που μπορεί να ανιχνευθούν στην 

αλληλουχία των γονιδίων αυτών δεν έχουν μεγάλη συχνότητα ώστε να αποτελούν 

παράγοντα κινδύνου για ανάπτυξη ΟΑ στον γενικό πληθυσμό [85].  
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Στη δεύτερη κατηγορία γονιδίων περιλαμβάνονται αυτά που συμμετέχουν 

στο μεταβολισμό τόσο του χόνδρου όσο και του οστού, όπως ο υποδοχέας της 

βιταμίνης D (VDR, χρ q13.1) [86] και του οιστρογονικού υποδοχέα α (ESRα, χρ 

6q25.1). Πρόσφατες μελέτες έχουν συσχετίσει τα δύο αυτά γονίδια με την ΟΑ [87, 

88]. Τα αποτελέσματα αυτά δεν επιβεβαιώνονται από όλες τις μελέτες καθώς η ΟΑ 

είναι ένα ετερογενές νόσημα και δεν οφείλεται στη διαταραχή μεμονωμένων 

γονιδίων [89]. Παρόλα αυτά η συμβολή των παραπάνω γονιδίων διερευνάται 

διαρκώς και ένας αριθμός μελετών συσχετίζει θετικά τα γονίδια αυτά με την 

εμφάνιση της ΟΑ [90, 91]. 

Από τις μελέτες ανάλυσης σύνδεσης προέκυψε ότι στο χρωμόσωμα 2 

εδράζεται το γονίδιο για την IL-1, η οποία είναι μία βασική προ-φλεγμονώδης 

κυτοκίνη που διαμεσολαβεί πολλές κυτταρικές αποκρίσεις [70]. Στο ιστορικό της ΟΑ 

περιλαμβάνεται μία χρόνια φλεγμονώδης κατάσταση που διαδραματίζεται στο 

αρθρικό περιβάλλον και στο οποίο συμμετέχουν μία ομάδα κυτοκινών. Τέτοιες 

κυτοκίνες παράγονται από τα χονδροκύτταρα σε απόκριση μεταγραφικών 

παραγόντων και ασκούν τη δράση τους είτε παρακρινώς είτε αυτοκρινώς [6]. 

Σημαντικότερο ρόλο στην φλεγμονώδη αντίδραση διαδραματίζουν οι IL-1, IL-4 και ο 

υποδοχέας της IL-4 (IL-4R) [70]. Πολυμορφισμοί στα γονίδια της IL-1 και του IL-4R 

συσχετίζονται με την εμφάνιση της ΟΑ, ενώ η IL-4 και ο IL4R διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στην απόκριση του αρθρικού χόνδρου στα μηχανικά ερεθίσματα, 

συμβάλλοντας στη διατήρηση της ακεραιότητάς του [69, 70, 92, 93]. Τα 

αποτελέσματα των παραπάνω μελετών προσδίδουν υψηλό παράγοντα κινδύνου σε 

αυτά τα γονίδια όσον αφορά στην εμφάνιση και εξέλιξη της ΟΑ.  

Εναλλακτικός τρόπος προσέγγισης της συμβολής του γενετικού παράγοντα 

στην ΟΑ αποτελούν οι μελέτες έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων. Αρχικά οι 

μελέτες επικεντρώθηκαν σε γονίδια που εκφράζονται στα χονδροκύτταρα και 

συμμετέχουν στη διατήρηση της εξωκυττάριας ουσίας του χόνδρου και την 

απόκρισή του σε μεταβολικές αλλαγές του περιβάλλοντος (πίνακας 1). Ανιχνεύθηκε 

διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ οστεοαρθριτικού και φυσιολογικού χόνδρου σε 

54 γονίδια, από τα οποία οι ερευνητές κατέληξαν σε 12 με κριτήριο τα γονίδια που 

θα μπορούσαν να αποτελέσουν θεραπευτικούς στόχους, όπως η 

μεταλλοπρωτεϊνάση ADAM12, ο οιστρογονικός υποδοχέας ESR1, η 

οστεοπροτεγερίνη και η πρωτεΐνη CILP [94]. Επίσης μία πρόσφατη μελέτη ανέδειξε 

76 προϊόντα γονιδίων με σημαντικά διαφοροποιημένη έκφραση  μεταξύ 

οστεοαρθριτικού και φυσιολογικού χόνδρου μεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται o 

μεταγραφικός παράγοντας SOX11, ο αυξητικός παράγοντας διαφοροποίησης 

GDF15 και ο αυξητικός παράγοντας ινοβλαστών FGF23 [95].  
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Τέλος ένα παράδειγμα γονιδίου με διαφοροποιημένη έκφραση αποτελεί το 

γονίδιο ΑSPN, όπως αναφέρθηκε και στις μελέτες συσχέτισης. Η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης ASPN επηρεάζει την έκφραση δομικών πρωτεϊνών του χόνδρου, της 

αγγρεκάνης AGC1 και του COL2A1 [78, 79]. Οι πρωτεΐνες αυτές επάγονται 

φυσιολογικά από τον TGFβ, ο οποίος εμφανίζει χονδροπροστατευτική δράση. 

Συνεπώς η ASPN αλληλεπιδρά με τον TGFβ και επηρεάζει την έκφραση της AGC1 

και του COL2A1[78].  

Γονίδιο Χρωμόσωμα Ρόλος 

BMP2, Bone morphogenetic 

protein 2 
20p12.3 Εμφάνιση ΟΑ 

CD36, trombospondin and 

collagen receptor 
7q21.11 Εμφάνιση ΟΑ 

COX2, cyclooxygenase 1q25 Εμφάνιση ΟΑ 

NCOR2, nuclear receptor co-

repressor 
12q24.31 Εμφάνιση ΟΑ 

CILP, cartilage intermediate-

layer protein 
15q22.31 Εξέλιξη ΟΑ 

OPG, osteoprotegerin 8q24.12 Εξέλιξη ΟΑ 

TNA, tetranectin 1p21.31 Εξέλιξη ΟΑ 

ESR1, estrogen receptor α 6q25.1 Εξέλιξη ΟΑ 

ADAM12, metalloproteinase 10q26.2 Εμφάνιση και Εξέλιξη ΟΑ 

Πίνακας 1. Γονίδια που εμπλέκονται στην εμφάνιση ή/και εξέλιξη της ΟΑ όπως προέκυψε από μελέτες 

έκφρασης [96]. 

  

Α.1.6 Δομή του αρθρικού χόνδρου 

 Ο φυσιολογικός χόνδρος ενήλικα ατόμου στερείται αγγείωσης και λέμφου 

και αποτελείται από ένα πυκνό δίκτυο πρωτεογλυκανών (12%) και κολλαγόνου (15-

22%), το οποίο δημιουργεί την εξωκυττάρια ουσία, μέσα στο οποίο βρίσκονται τα 

χονδροκύτταρα (5%). Το υπόλοιπο 65-80% αποτελείται από νερό [97] (Εικόνα 5).  

Η εξωκυττάρια ουσία αποτελείται κυρίως από κολλαγόνο τύπου ΙΙ, το οποίο 

συνδέεται με τις πρωτεογλυκάνες. Η αγγρεκάνη (aggrecan) αποτελεί την 

χαρακτηριστική πρωτεογλυκάνη, εκφράζεται πρωταρχικά στα χονδροκύτταρα και  

συνδέεται στο Ν-τελικό της άκρο με το υαλουρονικό οξύ [98]. Το κολλαγόνο τύπου 

ΙΙ δημιουργεί ένα πολύ στενό δίκτυο ινών αλληλεπιδρώντας με το κολλαγόνο ΙΧ και 

ΧΙ (σε αναλογία 1:10 συγκριτικά με το κολλαγόνο ΙΙ), το οποίο περιβάλλεται από τις 

πρωτεογλυκάνες συνιστώντας τη δομή του χόνδρου. Οι πρωτεογλυκάνες είναι 

σύνθετα μακρομόρια με ένα πρωτεϊνικό κέντρο στο οποίο συνδέονται αλυσίδες 

γλυκοζαμινογλυκανών, όπως θειική χονδροϊτίνη και θειική κερατίνη. Ο εγκλωβισμός 

των προτεογλυκανών στο δίκτυο ινών του κολλαγόνου προσφέρει στον ιστό 

μοναδικές μηχανικές ιδιότητες. Οι γλυκοζαμινογλυκάνες είναι αρνητικά φορτισμένα 
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μόρια και είναι υπεύθυνες για την ενυδάτωση του ιστού [97, 99]. Το αρνητικό φορτίο 

που δημιουργούν στον ιστό έχει σαν αποτέλεσμα την προσέλκυση κατιόντων και 

την αύξηση της οσμωτικής πίεσης του χόνδρου. Στη συνέχεια προσελκύονται μόρια 

νερού και ελαττώνεται η οσμωτικότητα του ιστού. Το νερό διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στην λειτουργία του αρθρικού χόνδρου. Προσδίδει υψηλή υδροστατική πίεση 

και έτσι ο χόνδρος μπορεί να υποστεί την επίδραση μεγάλων μηχανικών δυνάμεων. 

Επίσης, κατά τη συστολή της άρθρωσης, ένα στρώμα νερού εξέρχεται και καλύπτει 

την επιφάνεια του χόνδρου, ελαττώνοντας ακόμα περισσότερο τις τριβές και 

διευκολύνει τη ολίσθηση των δύο αρθρικών επιφανειών. 

Επομένως, ο αρθρικός χόνδρος είναι ένας ιστός που δέχεται υψηλές 

πιέσεις, αλλά το δίκτυο του κολλαγόνου ενεργεί αντισταθμιστικά στην οσμωτική 

πίεση αποτρέποντας τη διόγκωση. Έτσι ο αρθρικός χόνδρος προσφέρει μία 

επιφάνεια με ελάχιστες τριβές και μεγάλη ανθεκτικότητα αλλά μικρή αναγεννητική 

ικανότητα [97]. 

 

 

Εικόνα 5. Δομικά συστατικά του υαλώδους χόνδρου 
 

 

Α.1.7 Μεταβολισμός του αρθρικού χόνδρου  

Ο αρθρικός χόνδρος στερείται αγγείωσης με αποτέλεσμα τα χονδροκύτταρα 

να προσλαμβάνουν το απαραίτητο οξυγόνο και τα θρεπτικά συστατικά από το 

αρθρικό υγρό με απλή διάχυση. Επίσης οι ενεργειακές απαιτήσεις των 

χονδροκυττάρων καλύπτονται μέσω της γλυκοζυλίωσης, όπου η γλυκόζη 

μετατρέπεται αναερόβια σε λακτόζη [97]. Τα χονδροκύτταρα συνδέονται με το 

εξωκυττάριο στρώμα μέσω πρωτεϊνών της κυτταρικής επιφάνειας, τις ιντεγκρίνες, 

και αποκρίνονται σε μηχανικές φορτίσεις. Ομοίως τα χονδροκύτταρα διαθέτουν 

υποδοχείς για ποικίλους αυξητικούς παράγοντες και κυτοκίνες και ρυθμίζουν τόσο 
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αναβολικές όσο και καταβολικές διεργασίες σε απόκριση αυτών των παραγόντων 

[97]. Στα πλαίσια του φυσιολογικού μεταβολισμού του χόνδρου, τα χονδροκύτταρα 

παράγουν τόσο τα δομικά συστατικά του στρώματος (κολλαγόνο, πρωτεογλυκάνες) 

όσο και τα ένζυμα που τα αποικοδομούν [97]. 

Ο μεταβολισμός του χόνδρου περιλαμβάνει δύο φάσεις. Μία βιοσυνθετική ή 

αναβολική, κατά την οποία τα χονδροκύτταρα, προσπαθούν να διατηρήσουν το 

φυσιολογικό φαινότυπο του ιστού ή να αποκαταστήσουν την κατεστραμμένη 

εξωκυττάρια ουσία, και μία καταβολική ή εκφυλιστική φάση, κατά την οποία τα 

χονδροκύτταρα παράγουν ένζυμα που αποικοδομούν την εξωκυττάρια ουσία ενώ 

παράλληλα αναστέλλεται και η σύνθεσή της (εικόνα 6). Σε φυσιολογικές συνθήκες 

τα χονδροκύτταρα είναι υπεύθυνα για τη διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ 

αναβολισμού-καταβολισμού [97].  

Η επίδραση του μηχανικού φορτίου αποτελεί ένα σημαντικό παράγοντα που 

συμμετέχει στο μεταβολισμό του χόνδρου. Κατά τη διάρκεια της συστολής της 

άρθρωσης, το ενδιάμεσο υγρό, το οποίο περιέχει κύτταρα και απαραίτητους 

μεταβολίτες του ιστού, διαχέεται ανάμεσα στο στρώμα κολλαγόνου και 

πρωτεογλυκανών. Με την άρση του φορτίου το υγρό αποσύρεται. Αυτό έχει σαν 

επακόλουθο αλλαγές στην υδροστατική πίεση οι οποίες αλλάζουν και τη μεταβολική 

δραστηριότητα των χονδροκυττάρων και τελικά επάγουν την παραγωγή νέου 

στρώματος. Η παραγωγή νέου στρώματος εξαρτάται από τη συχνότητα και το 

μέγεθος του μηχανικού φορτίου που εφαρμόζεται [100].  

 

Εικόνα 6. Μεταβολισμός αρθρικού χόνδρου. Τα χονδροκύτταρα διατηρούν την ισορροπία μεταξύ 

αναβολισμού και καταβολισμού στον αρθρικό χόνδρο [101]. 

 

Α.1.8 Αρθρικός χόνδρος και οστεοαρθρίτιδα 

Η απώλεια της ακεραιότητας του χόνδρου και της διασύνδεσης του 

κολλαγόνου με τις πρωτεογλυκάνες αποτελούν χαρακτηριστικά των πρώτων 

σταδίων της ΟΑ (εικόνα 7). Σε περιπτώσεις που η ισορροπία του μεταβολισμού του 

χόνδρου διαταράσσεται, η αναβολική δραστηριότητα δεν μπορεί να εξισορροπήσει 

την καταβολική με συνέπεια την έναρξη της αποδόμησης του χόνδρου [102-105]. 
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Τόσο η σύνθεση του κολλαγόνου όσο και της αγγρεκάνης αυξάνονται με σκοπό να 

αποκαταστήσουν τη βλάβη. Ο ρυθμός βιοσύνθεσής τους όμως δεν μπορεί να 

υπερβεί αυτό της αποικοδόμησής τους με αποτέλεσμα να αυξάνεται η οσμωτική 

πίεση στην περιοχή και έτσι προκύπτει η διόγκωση της άρθρωσης. Από τη στιγμή 

που θα ξεκινήσει ο εκφυλισμός του χόνδρου, μηχανικοί και βιολογικοί παράγοντες 

συμμετέχουν στην εξέλιξή του [106].  

 Έχει βρεθεί ότι ένα σύνολο βιολογικών μορίων οδηγούν στη σταδιακή 

αποικοδόμηση του αρθρικού χόνδρου. Τα γεγονότα που προκαλούν τη διαταραχή 

της ομοιοστασίας στο περιβάλλον της άρθρωσης μπορεί να οφείλονται σε 

τραυματισμό της άρθρωσης, σε κληρονομικούς ή άλλους παράγοντες. Καθώς ο 

χόνδρος αρχίζει να εκφυλίζεται, αναβολικά μόρια τα οποία προσπαθούν να 

αποκαταστήσουν τη βλάβη δημιουργούν περιοχές ασβεστοποίησης (συσσώρευση 

ιόντων Ca2+ και  Pi) στα κατεστραμμένα σημεία του χόνδρου και της υποκείμενης 

οστικής επιφάνειας. Οι δομικοί αυτοί σχηματισμοί ονομάζονται οστεόφυτα ή 

καλύτερα, οστεοχονδρόφυτα (osteophytes, osteochondrophytes) [106]. Τα 

οστεόφυτα διεισδύουν στο υποκείμενο υποχόνδριο οστό και το τραυματίζουν, ενώ 

παράλληλα εναποτίθενται στην επιφάνειά του και αυξάνουν το μέγεθός του. Πολλές 

φορές ο σχηματισμός τους συνοδεύεται και από το σχηματισμό αγγείων και 

νευρικών ινών, λόγω των αιμοφόρων αγγείων που διεισδύουν στην περιοχή της 

βλάβης, τα οποία συνοδεύονται από αισθητικές νευρικές ίνες. Σε αυτό το λόγο θα 

μπορούσε να αποδοθεί ο έντονος και επίμονος πόνος για τον οποίο 

διαμαρτύρονται οι ασθενείς, αλλά απαιτείται διερεύνηση [107]. 

 

 

Εικόνα 7. Στα αριστερά φαίνεται μία φυσιολογική άρθρωση, ενώ στα δεξιά μία άρθρωση με 

οστεοαρθρίτιδα, στην οποία έχει αρχίσει η καταβολική διαδικασία του χόνδρου. 

 

Α.1.9 Χονδροκύτταρα και οστεοαρθρίτιδα 

Ο εκφυλισμός του αρθρικού χόνδρου που παρατηρείται στην ΟΑ οφείλεται 

σε έναν πολύπλοκο συνδυασμό περιβαλλοντικών, μεταβολικών και βιοχημικών 

παραγόντων.  Στην ΟΑ, τα χονδροκύτταρα, αλλά επίσης και κύτταρα της αρθρικής 

μεμβράνης και όλων των ιστών της άρθρωσης ενεργοποιούνται λόγω 
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περιβαλλοντικών αλλαγών, μηχανικής επιφόρτισης, φλεγμονωδών κυτοκινών και 

προϊόντων αποικοδόμησης, με αποτέλεσμα τη διαταραχή του μεταβολισμού των 

χονδροκυττάρων [108]. Η μεταβολή της ισορροπίας μεταξύ αναβολικών και 

καταβολικών διεργασιών έχει σαν αποτέλεσμα αλλαγή του φαινοτύπου των 

χονδροκυττάρων, επαγωγή της απόπτωσης και έκφραση καταβολικών και 

φλεγμονωδών γονιδίων [109].  

Ο αρθρικός χόνδρος απελευθερώνει στο αρθρικό περιβάλλον μόρια 

φλεγμονής όπως η IL-1β και ο παράγοντας νέκρωσης όγκου a (Tumor Necrosis 

Factor a, TNF-a), καθώς και πρωτεολυτικά ένζυμα τα οποία διαπερνούν την 

αρθρική μεμβράνη και αποικοδομούν τον αρθρικό χόνδρο [110]. Οι πιο καλά 

μελετημένες κυτοκίνες στον αρθρικό χόνδρο είναι ο TNF-α και η IL-1β, οι οποίες 

εκφράζονται κυρίως στα πρώιμα και τελικά στάδια της νόσου. [6, 111, 112]. Στην 

ΟΑ άρθρωση τα χονδροκύτταρα εκφράζουν την IL-1β και τον TNF-a, τα οποία 

δρουν αυτοκρινώς και παρακρινώς και επάγουν μόνα τους την παραγωγή τους 

μέσω θετικής ανατροφοδότησης [113, 114]. Επίσης, εμπλέκονται στο μεταβολισμό 

των χονδροκυττάρων, διαταράσσοντας την ισορροπία μεταξύ αναβολικών και 

καταβολικών διεργασιών μέσω ενίσχυσης των καταβολικών μονοπατιών [111, 115, 

116]. Στη δράση τους συγκαταλέγεται επίσης η επαγωγή αποικοδομητικών 

ενζύμων όπως μεταλλοπρωτεϊνάσες (metalloproteinases, MMPs), αγγρακενάσες, 

συνθάση επαγόμενη από το οξείδιο του νατρίου (inducible nitric oxide synthase, 

iNOS), κυκλοξυγενάση (cyclooxygenase 2, COX-2), καθώς περιορίζουν επίσης τη 

σύνθεση του ιστικού αναστολέα μεταλλοπρωτεϊνασών (tissue inhibitor 

metalloproteinases, TIMP) [117-124]. Η φλεγμονώδης διεργασία προωθείται από 

την IL-1β και τον TNF-α μέσω επαγωγής και άλλων κυτοκινών όπως IL-8 και IL-6, 

οξειδίου του νατρίου (NO) και της παραγωγής προσταγλανδίνης Ε2 (prostaglandin 

E2) [6, 125-127]. Τα χονδροκύτταρα στον ΟΑ χόνδρο υπερεκφράζουν επίσης τον 

υποδοχέα της IL-1 (IL-1 receptor, IL-1R), τις μεταλλοπρωτεϊνάσες MMP-1, MMP-3, 

MMP-8 και MMP-13, σε περιοχές όπου παρατηρείται διάβρωση του ECM και 

επηρεάζουν σε σημαντικό βαθμό την αναδιαμόρφωσή του [128] (εικόνα 8).  

Η διάβρωση των συστατικών του ECM, δηλαδή του κολλαγόνου ΙΙ και των 

πρωτεογλυκανών από αποικοδομητικά ένζυμα αποτελεί χαρακτηριστικό των 

πρώτων σταδίων της ΟΑ.  Τα χονδροκύτταρα στην προσπάθειά τους να 

επαναφέρουν την ισορροπία στο ECM, ενισχύουν τον πολλαπλασιασμό τους, τη 

σύνθεση COL2A1 και πρωτεογλυκανών [113, 129]. Τελικά, στην επιφανειακή 

στιβάδα του αρθρικού χόνδρου, η σύνθεση COL2A1 περιορίζεται και δημιουργείται 

ένα νέο εξωκυττάριο στρώμα που αποτελείται από κολλαγόνο τύπου III και 

ινονεκτίνη, διαβρώνεται με ευκολία και σταδιακά αποδομείται [130, 131]. Σε 

αντίθεση, τα χονδροκύτταρα της μεσαίας και των βαθύτερων στιβάδων 
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παρουσιάζουν φυσιολογικό μεταβολισμό και παράγουν μόρια ECM που 

προέρχονται από τον χόνδρο [113].  

 

Εικόνα 8. Επίδραση παραγόντων του ECM στην έκφραση γονιδίων στα χονδροκύτταρα [132] 

 

 

Η δράση των μεταλλοπρωτεϊνασών περιλαμβάνει την αποικοδόμηση όλων 

των ειδών των πρωτεϊνών του εξωκυττάριου στρώματος και την μετατροπή 

πρόδρομων ανενεργών μορίων σε δραστικά μόρια. Είναι ενδοπεπτιδάσες, ανήκουν 

στην οικογένεια των πρωτεασών και συμμετέχουν στην αποκοπή υποδοχέων της 

κυτταρικής επιφάνειας, στην απελευθέρωση αποπτωτικών μορίων πρόσδεσης 

(FAS ligand) και στην ενεργοποίηση-απενεργοποίηση χημοκινών (chemokines). Οι 

MMPs παίζουν σπουδαίο ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση-

προσκόλληση κυττάρων, την απόπτωση, διαφοροποίηση και αγγειογένεση, ενώ 

εμφανίζουν ανοσολογική δράση. Το επίπεδο ενεργοποίησης των MMPs σχετίζεται 

με την εμφάνιση των πρώτων σταδίων της ΟΑ, ενώ κατά την εξέλιξη της νόσου 

παρατηρείται ενισχυμένη ενεργοποίηση [133-135] (εικόνα 9). Με την 

απελευθέρωση των MMPs, εκφράζονται συγχρόνως οι TIMPs, προκειμένου να 

ρυθμίσουν την πρωτεολυτική και βιολογική τους δράση. Τόσο οι TIMPs όσο και οι 

MMPs παράγονται από τα χονδροκύτταρα. Σε φυσιολογικό αρθρικό περιβάλλον, η 

δράση των TIMPs είναι ελαφρώς ενισχυμένη συγκριτικά με αυτή των MMPs, 

συμμετέχοντας στην ομοιοστασία του ΕCM. Αντίθετα στον ΟΑ χόνδρο, η ισορροπία 

μεταξύ TIMPs-MMPs, τείνει προς τις MMPs, με αποτέλεσμα την σταδιακή 

αποδόμηση του ECM [136]. Στο αρθρικό περιβάλλον οι κολλαγενάσες MMP-1, 

MMP-8 και MMP-13 διασπούν το κολλαγόνο, οι στρομελυσίνες MMP-3, MMP-10 

και MMP-11 τις πρωτεογλυκάνες, η ΜΜP-3 συμμετέχει επίσης στη μετατροπή των 

πρόδρομων μορφών (pro-MMPs) σε ενεργές στις περισσότερες MMPs, ενώ οι 

γελατινάσες MMP-2 και MMP-9, έχουν την μεγαλύτερη επίδραση στην αποδόμηση 

του αρθρικού χόνδρου [137-140]. Από τις κολλαγενάσες, η MMP-13 είναι υπεύθυνη 

για τη υδρόλυση του κολλαγόνου ΙΙ στον OA χόνδρο κατά δέκα φορές περισσότερο 

απ’ ότι η ΜΜP-1 ή MMP-8. Επιπλέον η MMP-13 διασπά την αγγρεκάνη, 
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εμφανίζοντας διπλό ρόλο στον καταβολισμό του ECM στην ΟΑ [141]. Αντίθετα, η 

ΜΜP-1 εμφανίζει μεγαλύτερη εξειδίκευση για τη διάσπαση του κολλαγόνου ΙΙΙ, ενώ 

η ΜΜP-8 για το κολλαγόνο Ι. Εφόσον στα θηλαστικά το δίκτυο ινών κολλαγόνου 

αποτελείται κυρίως από κολλαγόνο ΙΙ, η MMP-13 αποτελεί την κύρια κολλαγενάση 

του καταβολισμού του κολλαγόνου στην ΟΑ [142].  

Στην αποδόμηση του ΕCM του αρθρικού χόνδρου, σημαντικό ρόλο 

εμφανίζει και μία άλλη κατηγορία ενζύμων, οι αγγρακενάσες (Α Disintegrin And 

Metalloproteinase with Thrombospondin motifs, ADAMTs) (εικόνα 9). Σε αντίθεση 

με τις κολλαγενάσες, οι ADAMTs ευθύνονται για τη διασπάση της αγγρεκάνης, της 

κύριας πρωτεογλυκάνης του ECM του αρθρικού χόνδρου. Η διάσπαση της 

αγγρεκάνης αποτελεί χαρακτηριστικό των πρώτων σταδίων της ΟΑ, οδηγώντας στη 

λειτουργική και δομική διαταραχή του ECM και ακολούθως στην απώλεια των ινών 

κολλαγόνου [143]. Από όλες τις ADAMTs, η ADAMT-4 και η ADAMT-5, εμφανίζουν 

τη μεγαλύτερη εξειδίκευση προς τη διάσπαση της αγγρεκάνης. Επίσης, 

εκφράζονται διαρκώς από τα χονδροκύτταρα και επάγονται από τις κυτοκίνες που 

προωθούν τη φλεγμονή, όπως IL-1β και TNF-α [119, 144, 145]. Στον ΟΑ χόνδρο 

ανθρώπου εκφράζεται τόσο η ADAMT-4 όσο και η ADAMT-5 και συμβάλουν στη 

διάσπαση του ECM κατά την εξέλιξη της νόσου [134]. 

Στη διαταραχή του μεταβολισμού των χονδροκυττάρων συμβάλει και η 

απώλεια της λειτουργίας αυξητικών παραγόντων. Τα χονδροκύτταρα του 

φυσιολογικού αρθρικού χόνδρου συνθέτουν και εκκρίνουν πολυάριθμους 

αυξητικούς παράγοντες που εμφανίζουν αυτοκρινή δράση (εικόνα 9). Ένας από 

τους πιο σημαντικούς αυξητικούς παράγοντες με χονδροπροστατευτική δράση είναι 

ο αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού (Transforming Growth Factor β, TGF-β). 

Ο TGF-β προσδένεται σε ειδικούς υποδοχείς της επιφάνειας των χονδροκυττάρων 

και ενεργοποιεί ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια για την έκφραση 

συγκεκριμένων γονιδίων. Μεταλλάξεις στον γονίδιο του υποδοχέα του TGF-β 

οδηγούν σε απώλεια της λειτουργίας του υποδοχέα του και έχουν σχετιστεί με την 

εμφάνιση πρώιμης οστεοαρθρίτιδας [146]. Επίσης, ποντίκια που δεν διαθέτουν τον 

μεταγραφικό παράγοντα Smad3, ο οποίος ενεργοποιείται μόνο από τον TGF-β, 

εμφανίζουν πρόωρη οστεοαρθρίτιδα [147]. Σε άλλες μελέτες τέλος, φαίνεται ότι ο 

TGF-β επάγει τη σύνθεση πρωτεογλυκανών και κολλαγόνου ενώ αναστέλλει την 

αποικοδόμηση του στρώματος και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων [148]. Στην 

υπεροικογένεια των TGF-β ανήκει και η οικογένεια των μορφογενετικών πρωτεϊνών 

του οστού BMP (Bone Morphogenetic Proteins, BMPs) – εκτός της ΒΜΡ-1. Μερικές 

ΒΜΡs έχει βρεθεί ότι προάγουν την χονδρογένεση και επάγουν τη σύνθεση 

πρωτεογλυκανών in vitro, συμβάλλοντας στην διατήρηση του υγιούς φαινότυπου 

των χονδροκυττάρων [149]. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



 

 32 

Άλλοι αυξητικοί παράγοντες που εμφανίζουν αναβολική δράση στον 

αρθρικό χόνδρο είναι ο αυξητικός παράγοντας ινσουλίνης 1 (Insulin – like growth 

factor 1, IGF-1). Ο IGF-1 παράγεται από τα χονδροκύτταρα και σε συνεργασία με 

την επίδραση του μηχανικού φορτίου, αυξάνει τη σύνθεση τόσο του κολλαγόνου 

όσο και των πρωτεογλυκανών [150]. Σε χονδροκύτταρα ΟΑ χόνδρου ο IGF-1 

εμφανίζει μειωμένη έκφραση, ενώ αυξάνεται η έκφραση των πρωτεϊνών που τον 

δεσμεύουν (IGF-1 Binding Proteins), με αποτέλεσμα την ελάττωση της 

βιοδιαθεσιμότητάς του στον αρθρικό χόνδρο και την ενίσχυση της καταβολικής 

διεργασίας. Η γήρανση είναι ένας παράγοντας στον οποίο οφείλεται η παραγωγή 

μειωμένων επιπέδων IGF-1 από τα χονδροκύτταρα [151].  

 

Εικόνα 9. Μόρια που εμπλέκονται στις αναβολικά και καταβολικά μονοπάτια της ΟΑ άρθρωσης. 

Διαταραχές στη λειτουργία των χονδροκυττάρων οδηγούν σε ανισορροπία μεταξύ των αναβολικών και 

καταβολικών διεργασιών με αποτέλεσμα την ενισχυμένη αποδόμηση και επασβέστωση του ECM, 

καθώς και την αναστολή της σύνθεσής του. Με πράσινο χρώμα συμβολίζονται τα αναβολικά 

μονοπάτια και με κόκκινο τα καταβολικά [108]. 

 
 Σημαντικό ρόλο στον εκφυλισμό του ΟΑ χόνδρου διαδραματίζει η 

απόπτωση των χονδροκυττάρων. Η γήρανση αποτελεί ένα φυσικό αιτιολογικό 

παράγοντα για την εμφάνιση ΟΑ, όπου παρατηρείται αυξημένη απώλεια 

χονδροκυττάρων που οδηγεί σταδιακά στον εκφυλισμό του χόνδρου και οφείλεται 

στην αυξημένη αποπτωτική δραστηριότητα [152, 153]. Τα χονδροκύτταρα που 

αποπίπτουν δημιουργούν αποπτωτικά σωμάτια τα οποία συγκεντρώνουν ιόντα Pi 

και Ca2+, μετατρέπονται σε κυστίδια εξωκυττάριου στρώματος (matrix vesicles, MV), 

τα οποία ευθύνονται για τη δημιουργία περιοχών επασβέστωσης στον ΟΑ χόνδρο 

[154]. Οι μηχανισμοί και τα μόρια τα οποία μεσολαβούν στην επαγωγή της 

απόπτωσης των χονδροκυττάρων δεν είναι πλήρως αποσαφηνισμένοι αλλά in vitro 
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μελέτες έως τώρα υποστηρίζουν τη συμβολή του οξειδίου του νατρίου, (nitic oxide, 

NO), του TNF-α και των πρωτο-ογκογονιδίων Bcl-2/Bax [155-157] 

 

 

Α.2 Υπερτροφία και Επασβέστωση των χονδροκυττάρων στην 

οστεοαρθρίτιδα 

Παρά το γεγονός ότι στην ΟΑ μεταβάλλεται το πρότυπο έκφρασης πολλών 

γονιδίων και διαταράσσεται η φυσιολογική λειτουργία πολλών σηματοδοτικών 

μονοπατιών, οι κυτταρικές αποκρίσεις που λαμβάνουν χώρα μπορούν να 

ομαδοποιηθούν σε τρεις κατηγορίες. Αλλαγές που συμβαίνουν στον αριθμό των 

κυττάρων και οφείλονται είτε στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο 

(απόπτωση) ή νέκρωση, είτε στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Μεταβολές της 

αναγεννητικής ή αποικοδομητικής ικανότητας των χονδροκυττάρων, και τέλος 

αλλαγές που σχετίζονται με την υπερτροφία, η οποία αποτελεί φυσιολογική πορεία 

της διαφοροποίησης των χονδροκυττάρων [158]. 

H ενδοχόνδρια οστεοποίηση (ΕΟ) είναι μία από τις δύο απαραίτητες 

διαδικασίες της εμβρυϊκής ανάπτυξης του σκελετικού συστήματος των θηλαστικών 

και αποτελεί καθοριστικό στάδιο για τη δημιουργία του αρθρικού χόνδρου. 

Διαφοροποιείται από την ενδομεμβρανική οστεοποίηση διότι είναι υπεύθυνη για την 

ανάπτυξη και αύξηση των μακριών οστών και τη φυσική επανόρθωση των 

καταγμάτων [159, 160]. Στα πρώτα στάδια της ΕΟ πρόδρομα μεσεγχυματικά 

κύτταρα συναθροίζονται, 

διαφοροποιούνται σε χονδροκύτταρα και 

δημιουργούν το χόνδρο που θα 

αντικατασταθεί στην πορεία από οστό. 

Στο οστικό ικρίωμα που δημιουργείται, τα 

διαφοροποιημένα κύτταρα του χόνδρου 

περνούν σε διαφορετικές καταστάσεις των 

τελικών σταδίων διαφοροποίησης που 

περιλαμβάνουν διαδοχικά, 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων, 

πολλαπλά στάδια ωρίμανσης και τη 

δημιουργία υπερτροφικών 

χονδροκυττάρων (εικόνα 10). Τα 

περισσότερα από τα υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα αποπίπτουν λόγω της 

εισβολής αιμοφόρων αγγείων από το 

υπόχονδριο οστό με αποτέλεσμα τη 

Εικόνα 10. Ζώνες χονδροκυττάρων στην 

αναπτυξιακή πλάκα 
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μετατροπή του αρθρικού χόνδρου σε σπογγώδες οστό [161]. Επομένως, τα 

χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας  και του αρθρικού χόνδρου μοιράζονται 

έναν κοινό πρόγονο (εικόνα 10). Παρόλο που οι διεργασίες ωρίμανσης και 

διαφοροποίησης των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας περιλαμβάνουν 

τον  πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων, την υπερτροφία, την αναδιαμόρφωση 

και επασβέστωση του ECM, την εισβολή αιμοφόρων αγγείων και τον αποπτωτικό 

θάνατο των χονδροκυττάρων, τα χονδροκύτταρα φυσιολογικού αρθρικού χόνδρου 

δεν υιοθετούν τους μηχανισμούς της αναπτυξιακής πλάκας παρά μόνο εάν γίνουν 

οστεοαρθριτικά. Τα ανθρώπινα χονδροκύτταρα ΟΑ χόνδρου μετατρέπονται 

συνήθως σε υπερτροφικά, αποπίπτουν και ακολουθεί η επασβέστωση του χόνδρου 

[162]. Επιπλέον, εκφράζουν μία πληθώρα μορίων του ECM, ενζύμων, 

μεταγραφικών και αυξητικών παραγόντων όπως κολλαγόνο Χ, MMP-13, MMP-9, 

την πρωτεΐνη Indian hedgehog (Ιhh), το μεταγραφικό παράγοντα Runt-related 

transcription factor 2 (RUNX2), τον αυξητικό παράγοντα ενδοθηλιακών κυττάρων 

(VEGF) και την οστεοποντίνη, (OPN), τα οποία εμπλέκονται επίσης στη 

διαφοροποίηση και ωρίμανση των κυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας [163-170]. 

Στο στάδιο της επασβέστωσης, τα χονδροκύτταρα τόσο του ΟΑ χόνδρου όσο και 

της αναπτυξιακής πλάκας, εκφράζουν κολλαγόνο Ι, οστεοκαλσίνη (OC) και 

αλκαλική φωσφατάση (ALP), όπως και την αποπτωτική πρωτεϊνάση, κασπάση-3 

[168].  Ιδιαίτερα το κολλαγόνο Χ, η ΜΜP-13 και η ALP είναι πολύ καλά 

χαρακτηρισμένοι δείκτες των υπερτροφικών χονδροκυττάρων [171]. 

 

Α.2.1 Ο μεταγραφικός παράγοντας RUNX-2 στον υπερτροφικό φαινότυπο 

στην ΟΑ 

Τα χονδροκύτταρα του αρθρικού χόνδρου είναι υπεύθυνα για τη διατήρηση 

της δομής και των εμβιομηχανικών ιδιοτήτων του ECM. Η διατήρηση της 

ακεραιότητας των χονδροκυττάρων και του ECM βασίζεται στην έκφραση γονιδίων 

του ECM, όπως COL2A1, COL9A1, COL11A2, αγγρεκάνη και το γονίδιο της 

πρωτεΐνης σύνδεσης του χόνδρου (cartilage link protein, CRLT1), τα οποία 

υπόκεινται στον έλεγχο αναβολικών και καταβολικών μεταγραφικών παραγόντων 

[172]. Το γονίδιο SOX-9 κωδικοποιεί για έναν αναβολικό μεταγραφικό παράγοντα 

που ανήκει στην οικογένεια SOX (Sry-related high mobility group box) και 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά την χονδρογένεση, μέσω ενεργοποίησης 

βασικών δομικών γονιδίων του χόνδρου, COL2A1, COL11A2 και αγγρεκάνη [172-

175]. Το SOX-9 εκφράζεται στα χονδροκύτταρα και σε άλλους ιστούς όπως το 

κεντρικό νευρικό σύστημα και το ουρογεννητικό σύστημα [176-179]. Επίσης, το 

γεγονός ότι σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα έχει παρατηρηθεί μειωμένη έκφραση 

SOX-9 συγκριτικά με φυσιολογικά χονδροκύτταρα ενήλικου ατόμου, υποδηλώνει τη 
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συμμετοχή του στη διατήρηση του φυσιολογικού φαινοτύπου του αρθρικού 

χόνδρου, ενώ η απουσία του συμβάλει στην προώθηση του παθολογικού 

φαινοτύπου [131].  

 Η έκφραση συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων μπορεί να καθορίσει 

τη μοίρα των χονδροκυττάρων στην αναπτυξιακή πλάκα αλλά και σε μη 

φυσιολογικές περιπτώσεις, όπως στην ΟΑ όπου διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο. 

Μηχανισμοί όπως η αναδιομόρφωση του χόνδρου, πολλαπλασιασμός και 

απόπτωση των χονδροκυττάρων σχετίζονται με την εξέλιξη της ΟΑ και είναι 

χαρακτηριστικοί της ωρίμανσης των χονδροκυττάρων και της υπερτροφίας της 

αναπτυξιακής πλάκας [180-182]. Ο μεταγραφικός παράγοντας RUNX-2 συμμετέχει 

στην ωρίμανση και διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων, οδηγώντας τα 

χονδροκύτταρα σε υπερτροφία κατά την οποία χάνουν την ικανότητα περεταίρω 

πολλαπλασιασμού και σταδιακά αποπίπτουν (εικόνα 11). Συνεπώς, αναστέλλεται η 

αναγεννητική ικανότητα του χόνδρου, ενώ ταυτόχρονα ενισχύεται ο εκφυλισμός του. 

Άλλοι μεταγραφικοί παράγοντες που έχουν ταυτοποιηθεί ως θετικοί ή αρνητικοί 

ρυθμιστές της υπερτροφίας των χονδροκυττάρων σε μοντέλα ποντικών είναι τα 

Shox/Shox2, Dlx5, MEF2C [183-186]. Αρχικά o RUNX-2, χαρακτηρίστηκε για την 

ικανότητα του να επάγει τη μεταγραφή της οστεοκαλσίνης, ειδικό γονίδιο των 

οστεοβλαστών [187-189]. Στον οστεοαρθριτικό χόνδρο παρατηρείται αυξημένη 

έκφραση του RUNX-2 και επάγει την έκφραση του COL10A1 και της αλκαλικής 

φωσφατάσης, τα οποία επίσης εμφανίζονται αυξημένα στην ΟΑ [163, 190-192]. 

Με βάση τις προηγούμενες μελέτες συνεπάγεται ότι ο RUNX2 διαδραματίζει 

κρίσιμο ρόλο στη διαφοροποίηση και ωρίμανση των χονδροκυττάρων της 

αναπτυξιακής πλάκας και μπορεί να ευθύνεται για τη διαταραχή του μεταβολισμού 

των χονδροκυττάρων και την ενεργοποίηση σηματοδοτικών μορίων που συνδέονται 

με την εμφάνιση και την εξέλιξη της ΟΑ [193]. Η δράση του στην αναπτυξιακή 

πλάκα γίνεται προς την κατεύθυνση της υπερτροφίας σε αντίθεση με τη δράση του 

SOX-9, ο οποίος διατηρεί τα χονδροκύτταρα στη φάση του πολλαπλασιασμού 

(εικόνα 11). Πρόσφατες μελέτες υποδεικνύουν την αρνητική μεταγραφική ρύθμιση 

που ασκεί ο SOX-9 στη διαφοροποίηση των οστεοβλαστών και των 

χονδροκυττάρων προς την υπερτροφική φάση, μέσω αναστολής της 

ενεργοποίησης του RUNX2 [194]. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



 

 36 

 

Εικόνα 11. Προτεινόμενο μοντέλο του μοριακού μηχανισμού που καθορίζει το σχηματισμό 

οστεοβλαστών και χονδροκυττάρων κατά την ενδοχόνδρια και ενδομεμβρανική οστεοποίηση [195].  

 

A.2.2 Οι αυξητικοί παράγοντες στον υπερτροφικό φαινότυπο στην ΟΑ: ο 

ρόλος του FGF23 

Διάφοροι τοπικά παραγόμενοι παράγοντες, όπως BMPs, αυξητικοί 

παράγοντες ινοβλαστών (Fibroblast growth factors, FGFs), TGFβ, Wnts-πρωτεΐνες 

και η Indian Hedgehog (Ihh), καθώς και πεπτίδια και ρετινοειδή που σχετίζονται με 

την παραθυρεοειδή ορμόνη (PTH) επηρεάζουν τη διαδικασία της EO και 

καθορίζουν τη μοίρα των χονδροκυττάρων [171].   

Η οικογένεια αυξητικών παραγόντων TGF-β αποτελείται από 35 μέλη και 

περιλαμβάνει τις TGF-β πρωτεΐνες και τις BMPs. Διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο 

στην ανάπτυξη και στην διατήρηση της ομοιοστασiας των ιστών μέσω ρύθμισης του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της διαφοροποίησης, της απόπτωσης και της 

μετανάστευσης των κυττάρων, αλλά και του μεταβολισμού του ECM [196]. Η δράση 

του ασκείται μέσω σύνδεσης σε ειδικούς υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ. Η σύνδεση 

στους υποδοχείς προκαλεί τη φωσφορυλίωση των υποδοχέων και την 

ενεργοποίηση του μονοπατιού που ελέγχουν, το οποίο περιλαμβάνει τη 

φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών Smad. Οι τελευταίες δημιουργούν σύμπλοκα με 

άλλες πρωτεΐνες Smad και μεταναστεύουν στον πυρήνα, όπου δρουν ως 

μεταγραφικοί παράγοντες [197-199]. Μέλη της οικογένειας του TGF-β θεωρούνται 

κύριοι επαγωγείς του πολλαπλασιασμού των χονδροκυττάρων και της 

ομοιοστασίας του ECM του αρθρικού χόνδρου. Η προσθήκη του TGF-β1 και -2 σε 

μοντέλα ζώων με ΟΑ αυξάνει την έκφραση της αγγρεκάνης και του κολλαγόνου  
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από τον αρθρικό χόνδρο, ενώ η αναστολή του υποδοχέα του TGF-β2 οδηγεί σε 

εκτεταμένη απώλεια των πρωτεογλυκανών και ελαττώνει την πυκνότητα του 

χόνδρου [199-201].  

Παρά την προτεινόμενη χονδροπροστατευτική δράση των πρωτεϊνών TGF-

β, υπάρχουν δεδομένα που υποστηρίζουν την αντίθετη δράση τους. Παράδειγμα 

αποτελεί η εισαγωγή του TGF-β1 με αδενοϊό σε φυσιολογική άρθρωση γόνατος 

ποντικών, που οδήγησε στην δημιουργία οστεοφύτων και την ίνωση της άρθρωσης, 

τα οποία συνδέονται με την υπερτροφία του χόνδρου και την εξέλιξη της ΟΑ [202]. 

Επιπλέον, ο TGF-β1 επάγει τη δραστηριότητα της αλκαλικής φωσφατάσης αλλά και 

τον πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων στον αρθρικό χόνδρο αρουραίων, 

γεγονός που ενισχύει την ποικιλία δράσης του TGF-β ανάλογα με το είδος, το 

στάδιο διαφοροποίησης των κυττάρων και τη συγκέντρωσή του [171]. 

Άλλη κατηγορία αυξητικών παραγόντων είναι η οικογένεια Wnt, της οποίας 

τα μέλη εμπλέκονται σε διαφορετικά στάδια της EO. Μέχρι στιγμής έχουν 

ταυτοποιηθεί 19 γονίδια που ανήκουν στην οικογένεια Wnt που κωδικοποιούν για 

πρωτεΐνες που προσδένονται στου υποδοχείς Frizzled (FZD) και LRP-5/6 και 

ενεργοποιούν διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως το κανονικό μονοπάτι Wnt 

(canonical Wnt-pathway) το οποίο εμπλέκεται στις κυτταρικές αποκρίσεις μέσω 

ρύθμισης των επιπέδων της β-κατενίνης (b-catenin) [203]. Όταν ενεργοποιείται το 

μονοπάτι, η β-κατενίνη μεταφέρεται στον πυρήνα των χονδροκυττάρων, όπου 

αλληλεπιδρά με τους μεταγραφικούς παράγοντες Tcf/Lef και ρυθμίζει την έκφραση 

ποικίλων γονιδίων όπως c-jun, c-myc, MMP-7 και MMP-26 [204]. Σε περίπτωση 

που δεν ενεργοποιείται το κανονικό μονοπάτι Wnt, η β-κατενίνη προωθείται προς 

το πρωτεόσωμα για αποικοδόμηση. Εναλλακτικά του κανονικού μονοπατιού, 

υπάρχει το μη κανονικό μονοπάτι Wnt το οποίο είναι ανεξάρτητο της β-κατενίνης 

και περιλαμβάνει τα Wnt/calcium και Wnt/JNK [205]. Το μονοπάτι Wnt/β-κατενίνης 

συμβάλει στην υπερτροφία των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας. Στα 

πρώτα στάδια της διαφοροποίησης, κατά τη διάρκεια της συνάθροισης των 

μεσεγχυματικών κυττάρων, προωθεί τη  διαφοροποίηση προς οστεοβλάστες αλλά 

αναστέλλει τη χονδρογένεση, ενώ στα τελευταία στάδια είναι απαραίτητο για τη 

τελική διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων. Μελέτες έχουν αναδείξει τη συμμετοχή 

του Wnt/β-κατενίνη μονοπατιού στην υπερτροφία στον ΟΑ χόνδρο. Μεταλλάξεις 

στον υποδοχέα FΖD3 σχετίζονται με την εμφάνιση ΟΑ ισχίου σε γυναίκες. Επίσης η 

αναστολή του Frzb σε ποντίκια σχετίζεται με την αποδόμηση του χόνδρου που 

παρατηρείται στην ΟΑ, λόγω αυξημένης ενεργοποίησης του Wnt μονοπατιού και 

ενισχυμένης έκφρασης και δραστηριότητας της MMP-3 [73]. Πρόσφατα, η ομάδα 

μας ανέδειξε τη συμμετοχή του μονοπατιού Wnt/β-κατενίνη στην υπερτροφία των 

ΟΑ χονδροκυττάρων μέσω αλληλεπίδρασης με τον συν-υποδοχέα LRP-5 [206]. 
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Όλες οι παραπάνω μελέτες υποδεικνύουν το βασικό ρόλο του μονοπατιού Wnt στις 

μεταβολικές αλλαγές των χονδροκυττάρων.  

Σημαντικό ρόλο στην υπερτροφία στην ΟΑ διαδραματίζει η οικογένεια 

αυξητικών παραγόντων FGFs, οι οποίοι ανταγωνίζονται τις πρωτεΐνες της 

οικογένειας των BMPs. Οι πρωτεΐνες FGFs ασκούν τη δράση τους μέσω σύνδεσης 

σε μία από τις τέσσερις ισομορφές υποδοχέων FGFs (FGF Receptors), FGFR1 έως 

FGFR4, οι οποίοι είναι τύπου Ι διαμεμβρανικοί υποδοχείς τυροσίνης-κινάσης και η 

ενεργοποίησή τους έχει σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση σηματοδοτικών 

μονοπατιών που στοχεύουν σε διαφορετικά γονίδια ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο 

[207]. Μία από τις χαρακτηριστικές πρωτεΐνες της οικογένειας των FGFs είναι ο 

FGF-2, ο οποίος αναστέλλει την ανάπτυξη των επίμηκων οστών της αναπτυξιακής 

πλάκας μέσω τριών μηχανισμών: της μείωσης του πολλαπλασιασμού των 

χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας, μείωση της υπερτροφίας των 

κυττάρων, ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις προκαλεί αναστολή της σύνθεσης του 

ECM. Οι ανωτέρω δράσεις σχετίζονται με τη μη φυσιολογική ανάπτυξη των οστών 

των ασθενών με αχονδροπλασία και με σκελετικές ανωμαλίες [208]. Ο FGF-2 

εμφανίζει διαφοροποιημένη δράση στον ενήλικα χόνδρο από αυτήν της 

αναπτυξιακής πλάκας. Σε περίπτωση τραυματισμού του ιστού, o FGF-2 

απελευθερώνεται από το ECM και επάγει την έκφραση της MMP-13, η οποία 

ακολούθως συμβάλει στην αποδόμηση του χόνδρου [193, 209]. Πρόσφατες μελέτες 

υποδεικνύουν ότι ο FGF-2 εμφανίζει αυξημένα επίπεδα στο αρθρικό υγρό ασθενών 

με ΟΑ και συνδέεται στον FGFR1, ο οποίος εμφανίζει αυξημένη έκφραση στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά [210].  

Μία εξίσου σημαντική πρωτεΐνη της ίδιας οικογένειας είναι ο FGF-23, ο 

οποίος ταυτοποιήθηκε αρχικά ως φωσφατουρικός παράγοντας στην αυτοσωμική 

κυρίαρχη υποφωσφαταιμική ραχίτιδα (autosomal dominant hypophosphatemic 

rickets, ADHR), στην οστεομαλακία επαγόμενη από όγκο (Tumor Induced 

osteomalacia, TIO) και στο σύνδρομο McCune-Albright, το οποίο χαρακτηρίζεται 

από το συνδυασμό πολυοστικής ινώδους δυσπλασίας (PFD), πρόωρης ήβης, cafe 

au lait κηλίδων και άλλων ενδοκρινοπαθειών λόγω υπερδραστηριότητας διαφόρων 

ενδοκρινών αδένων. [211-214]. Η κύρια λειτουργία του FGF-23 είναι η διατήρηση 

της ομοιοστασίας του φωσφόρου και του μεταβολισμού της 1α,25-dihydroxyvitamin 

D3 (1,25(OH)2D3) μέσω καταστολής της δραστηριότητα της 1α-υδροξυλάσης στους 

νεφρούς [212, 214], γεγονός που τον διαφοροποιεί από τα υπόλοιπα μέλη της 

οικογένειάς του. Το γονίδιο που κωδικοποιεί τον FGF-23 εδράζεται στο 

χρωμόσωμα 12p13 και παράγει μία πρωτεΐνη 37-kD [215]. Ο FGF23 εκφράζεται 

κυρίως στα οστεοκύτταρα, στα κύτταρα που περιβάλλουν τον φλεβικές κοιλότητες 

στο μυελό των οστών, στο θύμο και τους λεμφαδένες. Λόγω της κυρίαρχης 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



 

 39 

έκφρασής του στα οστεοκύτταρα και εφόσον τα τελευταία αποτελούν την 

πολυπληθέστερη κατηγορία κυττάρων του οστού, θεωρείται ότι τα επίπεδα του 

FGF23 στον ορό προέρχονται από το οστό [216]. Επίσης, το γεγονός ότι τα 

οστεοκύτταρα συμβάλλουν στη ρύθμιση της λειτουργίας των οστεοβλαστών και 

στην επασβέστωση του ECM, υποδηλώνουν τη λειτουργική σημασία του FGF23 σε 

αυτά [216]. Μελέτες ανοσοϊστοχημείας σε οστά αρουραίων ενισχύουν την άποψη 

ότι ο FGF-23 εμφανίζει αυξημένη έκφραση σε κύτταρα τα οποία επασβεστώνουν το 

ECM που τα περιβάλλει, όπως οστεοβλάστες, οδοντοβλάστες αλλά και στα 

χονδροκύτταρα και στους οστεοκλάστες, και εμφανίζει διαφοροποιημένη έκφραση 

και δράση πριν και μετά την επασβέστωση [217]. Επιπλέον, η έκφραση του FGF-23 

στα χονδροκύτταρα συμβάλει σημαντικά στη διαφοροποίηση τους, εφόσον αποτελεί 

αρνητικό ρυθμιστή της χονδρογένεσης και επάγει την πρώιμη μετάβαση των 

χονδροκυττάρων από τη φάση του πολλαπλασιασμού σε αυτήν της υπερτροφίας 

[218]. Πρόσφατες μελέτες ανέδειξαν την έκφραση του FGF-23 σε υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας και τη συμβολή του στην ωρίμανσή τους 

[219] (εικόνα 12).  

 

Εικόνα 12. Κυτταρική κατανομή του FGF-23 σε τομή οστού ενήλικων ποντικών. Τα βέλη δείχνουν 

ανίχνευση του FGF-23 σε προ-υπερτροφικά χονδροκύτταρα [217].  

 

A.2.2.1 Σύνδεση του FGF-23 σε υποδοχείς και ο ρόλος των συμπαραγόντων 

Ο FGF-23 ασκεί τη δράση του δεσμευόμενος στους ειδικούς 

διαμεμβρανικούς υποδοχείς τύπου Ι, FGFR1 - FGFR4, και προκαλεί την 

ενεργοποίησή τους στους διάφορους κυτταρικούς τύπους. Μελέτες υποδεικνύουν 

ότι ο FGF-23 προσδένεται στους FGFR1c, 3c και 4c, ενώ εμφανίζει μεγαλύτερη 

συγγένεια με τον FGFR1c, ο οποίος εκφράζεται σε χονδροκύτταρα. Για την 

πρόσδεσή του απαιτεί την παρουσία συμπαραγόντων, τύπου πρωτεογλυκανών 

θειϊκής ηπαρίνης (heparin sulfate proteoglycans, HSPG). Ως συμπαράγοντας στο 

σύμπλοκο FGF-23/FGFR1c λειτουργεί το προϊόν του γονιδίου Klotho, το οποίο 

εκφράζεται κυρίως σε ιστούς που συμμετέχουν στη ρύθμιση ασβεστίου/φωσφόρου 

[220, 221]. Επίσης εκφράζεται πρωτογενώς στους νεφρούς και στον εγκέφαλο αλλά 

παρατηρήθηκε και ελάχιστη έκφραση στην υπόφυση, τον πλακούντα, τους 
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σκελετικούς μύες, ουροδόχο κύστη, αορτή, πάγκρεας, όρχεις, ωοθήκη, παχύ έντερο 

και θύμο αδένα. Επιπλέον, εμπλέκεται σε διάφορες λειτουργίες του οργανισμού και 

τις ρυθμίζει, με σημαντικότερες τη διατήρηση της ομοιοστασίας των ιόντων 

μετάλλων, την αντι-αποπτωτική δράση, καταστολή του οξειδωτικού στρες και την 

ανάπτυξη και τη διατήρηση των οστών [220]. Η σημαντική δράση του Klotho στην 

πρόσδεση του FGF-23 στον FGFR1c, καθιστά απαραίτητη την παρουσία του στους 

ιστούς που εκφράζεται ο FGF-23. Έχει παρατηρηθεί σε ποντίκια που δεν 

εκφράζουν τα γονίδια Klotho και FGF-23, ότι προκαλείται ένας συστηματικός 

φαινότυπος γήρανσης. Συνεπώς μπορεί η παραγωγή του Klotho να γίνεται από 

συγκεκριμένα όργανα αλλά η εκκρινόμενη μορφή της πρωτεΐνης κόβεται 

πρωτεολυτικά και εισέρχεται στο αίμα και το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ), 

κυκλοφορεί και η δράση της δεν περιορίζεται σε συγκεκριμένο τύπο κυττάρων. 

Επίσης, ο κοινός συστηματικός φαινότυπος γήρανσης υποδηλώνει ότι το Klotho και 

ο FGF-23 μπορεί να δρουν στο ίδιο σηματοδοτικό μονοπάτι και να ελέγχουν τις 

ίδιες διεργασίες [222-224].  

Στο γονίδιο Κlotho έχουν ταυτοποιηθεί πολυμορφισμοί που η εμφάνισή τους 

σχετίζεται με τη μικρή διάρκεια ζωής, την εμφάνιση οστεοπόρωσης, στεφανιαία 

νόσο και εγκεφαλικά επεισόδια [225-228]. Ιδιαιτέρα σημαντική είναι η συσχέτιση 

τεσσάρων πολυμορφισμών ενός νουκλεοτιδίου (Single Nucleotide Polymorphisms, 

SNPs) στο γονίδιο Klotho, οι οποίοι εμφανίζουν σημαντική συσχέτιση με την 

εμφάνιση ΟΑ χεριού στην Καυκάσια φυλή, και τεσσάρων SNPs με την ΟΑ γόνατος 

στον Ελληνικό πληθυσμό, υποδεικνύοντας τη συμβολή του Klotho στην 

παθοφυσιολογία της ΟΑ [229, 230].   

 

A.2.2.2 Η σύνδεση του FGF-23 στον FGFR1c προκαλεί την ενεργοποίηση 

σηματοδοτικών μονοπατιών 

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας FGF και οι υποδοχείς τους παίζουν κρίσιμο 

ρόλο στην ανάπτυξη των οστών, ενώ η συμβολή τους στη διαφοροποίηση των 

χονδροκυττάρων αναφέρθηκε από την ομάδα του Candedda et al., 1995 [161]. Οι 

FGFs αλληλεπιδρούν με το ECM και συγκεκριμένα με αλύσους θειικής ηπαρίνης 

της κυτταρικής επιφάνειας καθώς και με πρωτεογλυκάνες θειικής ηπαρίνης του 

ECM.  Η πρόσδεση των FGFs στους FGFRs με τους κατάλληλους συμπαράγοντες 

έχει σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των FGFRs και την επαγωγή ποικίλων 

σηματοδοτικών μονοπατιών εξαρτώμενα από τον κυτταρικό τύπο και το στάδιο 

διαφοροποίησης (εικόνα 13). Μεταλλάξεις στους υποδοχείς των FGFRs, 

συγκεκριμένα στον FGFR3 οδηγούν σε ποικίλους φαινότυπους, όπως 

υποχονδροπλασία [231] έως θανατηφόρα δυσπλασία [232, 233] 
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Εικόνα 13 Δομή των τύπου Ι διαμεμβρανικών υποδοχέων τυροσίνης-κινάσης FGFRs και των κύριων 

σηματοδοτικών μονοπατιών που ενεργοποιούν οι FGFs. Οι FGFRs περιλαμβάνουν μία εξωκυττάρια 

περιοχή σύνδεσης με τον προσδέτη FGF, μία διαμεμβρανική περιοχή και μία αρκετά συντηρημένη 

ενδοκυττάρια περιοχή. Όταν ενεργοποιείται ο υποδοχέας (κόκκινα ορθογώνια) επάγει μονοπάτια 

όπως το PLC-γ, της κινάσης Ras-MAP και της κινάσης PI3-ΑKT, ανάλογα τον κυτταρικό τύπο και το 

στάδιο διαφοροποίησης [234].  

H πρόσδεση του FGF23 στον FGFR1c με την υποχρεωτική παρουσία του 

Klotho, οδηγεί στην ενεργοποίηση του υποδοχέα, ο οποίος στη συνέχεια επάγει τη 

φωσφορυλίωση του FGFR υποστρώματος 2α (FRS2α) και κατ’ επέκταση την 

ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP-κινασών [220, 235]. Το σηματοδοτικό 

μονοπάτι των MAP-κινασών περιλαμβάνει τέσσερις εναλλακτικές σημαντικές 

πορείες: 1) την ενεργοποίηση της ERK1/2, 2) της p38-MAPK, 3) της Janus-Kinase 

(JNK) και 4) της ERK5. Η ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP-κινασών 

καταλήγει στην έκφραση του εμπλεκόμενου στην πρώιµη ανάπτυξη µεταγραφικού 

παράγοντα EGR1 (Early growth response factor-1) [236, 237]. Πολλές από τις 

λειτουργίες που διαδραματίζει ο FGF-23 περιλαμβάνουν την ενεργοποίηση των 

MAP-κινασών. Πρόσφατες μελέτες αναφέρουν την ενεργοποίηση της ERK1/2 και 

της p38 από τον FGF-23 σε καλλιέργειες επιθηλιακών κυττάρων του εγγύς 

εσπειραμένου σωληναρίου του νεφρού (kidney proximal tubule epithelial cells) 

προκειμένου να ρυθμίσει την επαναρόφηση του Na  μέσω της MEK/ERK/1/2 και 

αυξάνει την έκφραση του egr1 στο νεφρό [220, 238].  

 

 

Α.3 Η συμβολή του φωσφόρου στην υπερτροφία και την επασβέστωση των 

οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων  

 Η υπερτροφία των χονδροκυττάρων, παρόλο που είναι μία απαραίτητη 

φυσιολογική διαδικασία για την ωρίμανσή τους στην αναπτυξιακή πλάκα, όπως έχει 
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ήδη αναφερθεί, παρατηρείται και στα χονδροκύτταρα του οστεοαρθριτικού χόνδρου, 

όπου ενέχεται στη διαταραχή της ισορροπίας της αναδιαμόρφωσης του ECM, μέσω 

έκφρασης κολλαγόνου τύπου Χ αντί για κολλαγόνο τύπου ΙΙ και στην αύξηση της 

έκφρασης των MMPs [169, 170, 239-241]. Επιπλέον, τα υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα του ΟΑ χόνδρου, υφίστανται επασβέστωση, ανάλογη της 

φυσιολογικής μεταλλοποίησης των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας στο 

τελικό στάδιο ωρίμανσής τους [170, 239-241].  

 

 
Εικόνα 14. Παράγοντες που επηρεάζουν την εμφάνιση και εξέλιξη της Οστεοαρθρίτιδας [242]. 

 

Κρίσιμο ρόλο στη διαδικασία τόσο της επασβέστωσης των ΟΑ 

χονδροκυττάρων όσο και της μεταλλοποίησης των χονδροκυττάρων της 

αναπτυξιακής πλάκας διαδραματίζει ο φώσφορος (εικόνα 14), ο οποίος αποτελεί 

απαραίτητο συστατικό για τα οστά και για κάθε ενζυματική διαδικασία και για αυτό 

το λόγο τα επίπεδά του ρυθμίζονται αυστηρά στον ορό [243]. Το μεγαλύτερο 

ποσοστό (80-90%) του ανόργανου φωσφόρου (inorganic phosphate, Pi) του 

ανθρώπινου σώματος βρίσκεται στα οστά με τη μορφή κρυστάλλων 

υδροξυαπατίτη. Το υπόλοιπο 10-20% εντοπίζεται στους μαλακούς ιστούς (μύες και 

εσωτερικά όργανα), στα εξωκυττάρια υγρά και στα ερυθροκύτταρα. Στους μαλακούς 

ιστούς, ο φώσφορος συνιστά το 0,1-0,3% του νωπού τους βάρους και περιέχεται 

ενδοκυττάρια ως συστατικό των νουκλεϊκών οξέων, των φωσφορυλιωμένων 

σακχάρων, φωσφολιπιδίων, φωσφοπρωτεϊνών και ως ελεύθερο Pi. Η συμμετοχή 

του στην ομοιοστασία των κυττάρων των θηλαστικών είναι πολύ σημαντική, 

εφόσον, η απώλειά του οδηγεί σε υποφωσφαταιμία και βλάβη των ιστών [244].   

Στους ιστούς που υφίστανται μεταλλοποίηση, όπως ο αρθρικός χόνδρος της 

αναπτυξιακής πλάκας, ο φώσφορος εντοπίζεται στο ECM μέσα σε ειδικούς 

σχηματισμούς, τα μεμβρανικά κυστίδια (matrix, vesicles, MV). Τα τελευταία είναι 

εξωκυττάρια οργανίδια τα οποία δημιουργούνται από εγκολπώσεις της κυτταρικής 

μεμβράνης των χονδροκυττάρων και στη συνέχεια αποκόπτονται και αποτελούν 
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ξεχωριστούς σχηματισμούς. Τα μεμβρανικά κυστίδια συσσωρεύουν στο εσωτερικό 

τους ιόντα Ca2+ και Pi, τα οποία όταν ξεπεράσουν το φορτίο που μπορεί να 

συσσωρευτεί, δημιουργούν βασικούς κρυστάλλους φωσφορικού ασβεστίου (basic 

calcium phosphate crystals, BSP crystals) (κρυστάλλοι υδροξυαπατίτη) στο 

εσωτερικό των κυστιδίων και εξέχουν από αυτά σαν «βελόνες» [245]. Οι κρύσταλλοι 

που δημιουργούνται καθιζάνουν στο εξωκυττάριο στρώμα του χόνδρου, 

απελευθερώνονται στο μεσοαρθρικό διάστημα και δημιουργούν ένα ευνοϊκό 

περιβάλλον για περεταίρω συσσώρευση ιόντων μετάλλων, έως ότου σπάσει η 

μεμβράνη των μεμβρανικών κυστιδίων και απελευθερωθεί το περιεχόμενό τους στο 

ECM [246, 247]. Στην περιοχή αυτή υπάρχει περίσσεια Ca2+ και Pi, τα οποία 

συντηρούν το σχηματισμό κρυστάλλων υδροξυαπατίτη και οδηγούν στην 

επασβέστωση του ιστού. Στο σημείο αυτό αρχίζουν αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

κρυστάλλων, των κυττάρων της αρθρικής μεμβράνης και των ουδετερόφιλων, οι 

οποίες προκαλούν κυτταρικές αποκρίσεις, όπως είναι η σύνθεση 

μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs) και προσταγλαδίνης E2 (PGE2), ενώ προκαλούν 

επιπλέον μηχανικό τραύμα στην άρθρωση και τελικά οδηγούν στον εκφυλισμό του 

χόνδρου [248]. Μελέτες υποστηρίζουν ότι σε περιπτώσεις που διαταράσσεται η 

ισορροπία στο μεταβολισμό του Pi, τα μεμβρανικά κυστίδια συσσωρεύουν 

περίσσεια Pi και οι κρύσταλλοι υδροξυαπατίτη ευθύνονται για την απόδομηση του 

χόνδρου σε ΟΑ αρθρώσεις [249].  

 

A.3.1 Η είσοδος του Pi στο εσωτερικό των κυττάρων μέσω αντλιών 

εξαρτώμενων από Na+ 

Η ενδοκυττάρια μεταφορά του φωσφόρου πραγματοποιείται μέσω δύο 

μονοπατιών, του Να+-εξαρτώμενου και του ανεξάρτητο του Na+. Λίγα δεδομένα 

είναι γνωστά μέχρις στιγμής όσον αφορά στο ανεξάρτητο του Na+ μονοπάτι. 

Παρόλα αυτά ένα μεγάλο ποσοστό του ενδοκυττάριου Pi θεωρείται ότι οφείλεται σε 

αυτό. Αντίθετα το Na+-εξαρτώμενο μονοπάτι περιλαμβάνει ειδικές αντλίες 

μεταφοράς φωσφόρου εξαρτώμενες από το νάτριο (sodium depended phosphate 

transporter, NaPis) που είναι παρούσες στη μεμβράνη των κυττάρων και 

κατηγοριοποιούνται σε τρεις οικογένειες [250, 251]. Η λειτουργία της οικογένειας 

Na+/Pi τύπου I αφορά στη μεταφορά οργανικών ιόντων [252, 253]. Μεταφορείς 

φωσφόρου της οικογένειας Na+/Pi τύπου II είναι παρούσες στο νεφρό και στο λεπτό 

έντερο [254]. Η οικογένεια Na+/Pi τύπου ΙΙΙ περιλαμβάνει δύο μεταφορείς 

ανόργανου φωσφόρου, τους Pit-1 (phosphate inorganic transporter-1, SLC20A1) 

(εικόνα 15) και Pit-2 (phosphate inorganic transporter-2, SLC20A2) που εμφανίζουν 

περίπου 60% ομολογία στην αμινοξική αλληλουχία τους, διαφέρουν από τα μέλη 

των υπόλοιπων οικογενειών Na+/Pi [252] και εκφράζονται σε οστεογενή κύτταρα 
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(οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα) και λεία μυϊκά κύτταρα. Μελέτες υποστηρίζουν 

την έκφραση των αντλιών Na+/Pi τύπου III στα υπερτροφικά χονδροκύτταρα της 

αναπτυξιακής πλάκας, υποδεικνύοντας το βασικό ρόλο του Pi στην επασβέστωση 

του ECM [255]. Διαταραχές στην ομοιοστασία του Pi στο οστό και στον αρθρικό 

χόνδρο έχουν ως αποτέλεσμα τη μη φυσιολογική επασβέστωση η οποία σχετίζεται 

με την υποφωσφαταιμική ραχίτιδα (μείωση της σωληναριακής επαναρρόφησης του 

φωσφόρου από τα επιθηλιακά κύτταρα των νεφρών) και την οστεομαλακία 

(λέπτυνση και εξασθένηση των οστών). Επίσης, πρόσφατες μελέτες ανέδειξαν την 

ενισχυμένη έκφραση των Pit-1 και Pit-2 στην παθολογική επασβέστωση μαλακών 

ιστών και την υπερέκφραση του Pit-1 στον ΟΑ χόνδρο [256, 257].  

 

Εικόνα 15. Δομή της ανθρώπινης αντλίας μεταφοράς φωσφόρου Pit-1 [258] 

  
Στη διατήρηση της ομοιοστασίας του Pi εμπλέκονται ποικίλοι παράγοντες 

μεταξύ των οποίων περιλαμβάνεται και ο FGF-23. Μελέτες υποστηρίζουν ότι ο 

FGF-23, το Pi και η βιταμίνη D3 (1,a25(ΟΗ)2D3) δημιουργούν ένα δίκτυο 

αλληλεπίδρασης με σκοπό τη διατήρηση της φυσιολογικής επασβέστωσης, όπου η 

1,a25(ΟΗ)2D3 και το Pi ασκούν άμεση ή έμμεση ρύθμιση στον FGF-23 και ο 

τελευταίος μέσω αρνητικής ανατροφοδότησης ρυθμίζει την 1α,25(ΟΗ)2D3  και το Pi 

[259-261]  

 

Α.3.2 Η συμβολή του FGF23 στη ρύθμιση της ομοιοστασίας του φωσφόρου  

Προηγούμενες μελέτες υποστηρίζουν ότι τα αυξημένα επίπεδα του Pi στο 

ECM επάγουν ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια που έχουν ως αποτέλεσμα 

την διαφοροποιημένη έκφραση γονίδιων σε ποικίλους κυτταρικούς τύπους 

συμπεριλαμβανομένων των χονδροκυττάρων και των οστεοβλαστών. Συγκεκριμένα 

στα χονδροκύτταρα παρατηρείται ενεργοποίηση των μιτοχονδριακών αποπτωτικών 

πρωτεϊνών, κασπάση-9 και κασπάση-3 και αύξηση της έκφρασης της 
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οστεοποντίνης (OPN) [262, 263]. Τα αυξημένα επίπεδα του Pi έχουν μελετηθεί στη 

διαδικασία της επασβέστωσης του αγγειώδους ιστού όπου προέκυψε ότι 

προκαλούν την in vitro επαγωγή της έκφρασης γονιδίων – ειδικών των 

οστεοβλαστών - όπως RUNX2, OPN και OC, μέσω του συμμεταφορέα  Na+/Pi, Pit-

1 [264-266]. Οι προηγούμενες μελέτες κατέληξαν,με βάση τα γονίδια που 

επηρεάζονται από το Pi, ότι η απόκριση στα αυξημένα επίπεδα Pi 

πραγματοποιείται σε ποικίλους ιστούς συμπεριλαμβάνων των κυττάρων-στόχων 

της σηματοδότησης του FGF-23 [267].  

Ο ακριβής μηχανισμός μέσω του οποίου επιτυγχάνεται η αλληλεπίδραση 

του Pi με τον FGF-23 με στόχο την έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στη 

μεταλλοποίηση των μαλακών ιστών περιγράφεται από τα αποτελέσματα in vitro 

μελετών στη κυτταρική σειρά ανθρώπινων εμβρυικών κυττάρων του νεφρού, 

HEK293. Τα αυξημένα επίπεδα Pi προκαλούν τη φωσφορύλιωση και επομένως την 

ενεργοποίηση του υποδοχέα του FGF-23, FGFR1, κατά παρόμοιο τρόπο με την 

ενεργοποίηση που προκαλεί η πρόσδεση του FGF-23 στον FGFR1. Την 

ενεργοποίηση του FGFR1 ακολουθεί η φωσφορυλίωση της κινάσης ΕRK1/2 του 

μονοπατιού των MAP-κινασών (Raf/MEK/ERK), ενώ δεν εμπλέκονται οι κινασες 

AKT, p38MAPK και JNK. Επιπλέον, στις κυτταρικές σειρές των οστεοβλαστών 

MC3T3 και των χονδροκυττάρων ATDC5, η αύξηση του Pi επάγει τη 

φωσφορυλίωση της ERK1/2 με στόχο την αύξηση της έκφρασης γονιδίων που 

εμπλέκονται στην επασβέστωση [268, 269]. Στη κυτταρική σειρά HEK293, η 

ενεργοποίηση των MAP-κινασών από το Pi μέσω του FGFR1 είχε σαν αποτέλεσμα 

την ενίσχυση της έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα EGR1, ο οποίος 

αποτελεί μεταγραφικό στόχο του σηματοδοτικού μονοπατιού του FGF-23. Η 

χορήγηση φωσφονοφορμικού οξεός (phosphonoformic acid, PFA), ενός συνθετικού 

αναστολέα των συμματοφορέων Na+/Pi, είχε ως αποτέλεσμα την παρακώλυση των 

δράσεων τόσο του Pi όσο και του FGF-23, γεγονός που αφενός επιβεβαίωσε την 

αλληλεπίδραση του Pi και του FGF-23, αφετέρου ανέδειξε τη συμμετοχή του Pit-1 

και του Pit-2 στiς δράσεις που διενεργούνται από το Pi. Αν και ο FGF-23 έχει την 

ικανότητα να ρυθμίζει αρνητικά του συμμεταφορείς Na+/Pi τύπου II στους νεφρούς 

και το λεπτό έντερο, ο τρόπος με το οποίο ρυθμίζει τους συμμεταφορείς Na+/Pi 

τύπου IIΙ (Pit-1, Pit-2), παραμένει άγνωστος [267, 270]. Μία πρόσφατη μελέτη 

υποστηρίζει ότι τα αυξημένα επίπεδα Pi στον ορό διαγονιδιακών ποντικών 

(transgenic, Tg) (το γονίδιο Pit-1 εισήχθη στο γενετικό τους υλικού) σχετίζονται με 

απώλεια της οστικής μάζας, ενώ σε κυτταρικό επίπεδο προκαλούν ενισχυμένη 

έκφραση του Pit-1 στους οστεοβλάστες και αυξημένη είσοδο του Pi ενδοκυττάρια. 

Επιπλέον τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής, ανέδειξαν μία αρνητική σχέση 

μεταξύ του FGF-23 και του Pi, κατά την οποία τα αυξημένα επίπεδα Pi στον ορό 
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των Tg ποντικών οφείλονται σε μειωμένη παραγωγή του FGF-23 από τους 

οστεοβλάστες [271]. Αν και οι προηγούμενες μελέτες προτείνουν την εμπλοκή του 

Pit-1 στην επασβέστωση του οστού, ωστόσο ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο 

διενεργείται χρήζει περαιτέρω μελέτης. 

 

 

Α.4 Ο μεταβολισμός της βιταμίνη D3  

Η βιταμίνη D είναι μία από τις ορμόνες που ρυθμίζουν την ομοιοστασία των 

ιόντων Ca2+ και Pi. Η παραγωγή της εντοπίζεται στα φυτά και τους ζυμομύκητες ως 

βιταμίνη D2, ενώ στα ψάρια και τα θηλαστικά παράγεται η βιταμίνη D3, οι οποίες 

παρά τις μικρές δομικές διαφορές τους δεν εμφανίζουν διαφοροποιημένη λειτουργία 

ή μεταβολισμό. Η βιταμίνη D3
 παράγεται στο δέρμα των ζώων μετά από έκθεση 

στον ήλιο με την επίδραση της ηλιακής ακτινοβολίας, είτε παραλαμβάνεται από την 

τροφή (εικόνα 16). Προκειμένου να αποκτήσει την ενεργή μορφή της και να είναι 

ικανή να διατηρήσει την ομοιοστασία του Ca2+ και Pi, πρέπει να υποστεί δύο 

μεταβολικές τροποποιήσεις [272]. Αρχικά συντίθεται σε μία πρόδρομη μορφή, την 

προβιταμίνη D, η οποία είναι βιο-ανενεργή αλλά με τη βοήθεια μίας ειδικής 

πρωτεΐνης δέσμευσης της βιταμίνης D3 (Vitamin D binding protein, VDBP), που 

παράγεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα μεταφέρεται πρώτα στο συκώτι [273]. Εκεί 

υφίσταται πρωτεολυτική ενεργοποίηση με την προσθήκη μία υδροξυλομάδας από 

την 25-υδροξυλάση και τη δράση των ενζύμων του κυτοχρώματος P450 (CYP27A1 

και/ή CYP2R1) και παράγεται η 25-υδροξυβιταμίνη (25-hydroxyvitamin D, 25-

(OH)D) [274, 275]. Η ανενεργή ακόμα 25-(ΟΗ)D εκκρίνεται στην κυκλοφορία του 

αίματος, δεσμεύεται από τη VDBP και μεταφέρεται στο νεφρό προκειμένου να 

υδροξυλιωθεί στη θέση 1α αυτή τη φορά από την 1α-υδροξυλάση (1α-hydroxylase, 

1α(OH)ase, CYP27B1) του κυτοχρώματος και να μετατραπεί στην ενεργή 1α,25-

dihydroxyvitamin D (1,25(OH)2D3, 1,25D) [272, 274].  

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 16. Η δομή της βιταμίνης D3 (αριστερά) και ο μεταβολισμός της (δεξιά). 
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Η ενεργή πλέον 1,25(OH)2D3, εφόσον μεταφερθεί σε κάποιο όργανο-στόχο, 

δεσμεύεται στον εδικό υποδοχέα της (vitamin D receptor, VDR), δημιουργούν 

σύμπλοκο και ελέγχουν τη μεταγραφή πολυάριθμων γονιδίων, υπεύθυνων για τη 

διατήρηση της ομοιοστασίας του Ca2+ και του Pi [276, 277] (εικόνα 17). Εκτός από 

την 1,25(OH)2D3, εκλεκτική ενεργότητα εμφανίζει και η ενδιάμεση μορφή 25-(ΟΗ)D, 

η οποία προωθεί την απορρόφηση του Ca2+ από το έντερο. 

 

 

        Εικόνα 17. Μηχανισμός δράσης της 1,25(ΟΗ)2D3 [278] 

 

 

Α.4.1 Ρύθμιση των ιόντων Ca2+ και Pi από την 1,25(OH)2D3  

 Η κυρία λειτουργία της ενεργής μορφής της βιταμίνης D3, 1,25(OH)2D3, είναι 

η διατήρηση της ομοιοστασίας του Ca2+. Η λειτουργία αυτή πραγματοποιείται σε 

τρεις σημαντικούς ιστούς: στο έντερο (απορρόφηση του Ca2+), στους νεφρούς 

(έκκριση Ca2+) και στον σκελετό (αποθήκευση Ca2+) και περιλαμβάνει τη συμμετοχή 

διαφόρων μορίων, όπως της παραθορμόνης (parathyroid hormone, PTH), της 

1α(OH)ase, του FGF-23, των επιπέδων Pi και Ca2+ αλλά και της ίδιας της 

1,25(OH)2D3 [279].  

 Τα μειωμένα επίπεδα Ca2+ στον ορό του αίματος, πυροδοτούν την έκκριση 

της PTH από τους παραθυροειδείς αδένες, η οποία επάγει την έκφραση της 

1α(OH)ase στους νεφρούς και έτσι η 25-(ΟΗ)D, που είναι το προϊόν της πρώτης 

υδροξυλίωσης της βιταμίνης D3, μετατρέπεται σε 1,25(OH)2D3. Στη συνέχεια η 

1,25(OH)2D3 δρα είτε μόνη της ή μαζί με την PTH στο έντερο προκαλώντας την 

αύξηση της απορρόφησης του Ca2+
 και του Pi. Συγκεκριμένα η 1,25(OH)2D3 

αλληλεπιδρά με τον VDR στα κύτταρα του λεπτού εντέρου και επάγει την έκφραση 

του επιθηλιακού καναλιού ασβεστίου TRPV6 (transient receptor potential cation 

channel, subfamily V, member 6). Παράλληλα, επάγει τη μεταγραφή γονιδίων, των 

οποίων τα προϊόντα προωθούν την κίνηση ασβεστίου από τον εντερικό αυλό στην 

κυκλοφορία, όπως η πρωτεΐνη καλβινδίνη (calbindin, D9k) [280]. Όσον αφορά στο 
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φώσφορο, τα μειωμένα επίπεδά του στην κυκλοφορία επάγουν τη σύνθεση 

1,25(OH)2D3, η οποία στη συνέχεια ενισχύει την απορρόφησή του από τα 

εντεροκύτταρα [281].  

Η λειτουργία της 1,25(OH)2D3 στα οστά περιλαμβάνει αρχικά τη 

διαφοροποίηση πρόδρομων μεσεγχυματικών κυττάρων σε οστεοκλάστες που 

προκαλούν οστική επαναρρόφηση με στόχο την απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου 

και φωσφόρου και τελικά την αύξηση της συγκέντρωσή τους στην κυκλοφορία. 

Αντίθετα, σε περίπτωση που τα επίπεδα ασβεστίου στο αίμα ξεπεράσουν τις 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις, απελευθερώνεται η καλσιτονίνη (calcitonin) η οποία 

προωθεί την απόθεση ασβεστίου και φωσφόρου στα οστά (μεταλλοποίηση). 

Επιπλέον αλληλεπιδρά με τη PTH και καταστέλλει τη δράση της. Όταν τα επίπεδα 

των ιόντων Ca2+ και Pi επανέλθουν στις φυσιολογικές τιμές, τότε μέσω αρνητικής 

ανατροφοδότησης, η 1,25(OH)2D3 και το Ca2+ καταστέλλουν τη δράση της PTH είτε 

έμμεσα, όπου το Ca2+
 αναστέλλει την έκκριση της PTH ή άμεσα μέσω μεταγραφικής 

ρύθμισης του υποκινητή της PTH στον παραθυροειδή αδένα από το σύμπλοκο της 

1,25(OH)2D3 με τον υποδοχέα της VDR [279, 280]. 

Επιπλέον, η 1,25(OH)2D3 έχει την ικανότητα να αυτορυθμίζεται, προάγοντας 

στα κύτταρα-στόχους την έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί το ένζυμο 24-

υδροξυλάση (24-hydroxylase, CYP24A1), το οποίο κόβει την υδροξυλομάδα από τη 

θέση 1 και την τοποθετεί στη θέση 24, καθιστώντας την βιταμίνη ανενεργή  [282, 

283]. 

 

Α.4.2 Ορμονικές και γενωμικές δράσεις της βιταμίνης D3 στα χονδροκύτταρα 

Η βιταμίνη D δεν αλληλεπιδρά μόνο με τους υποδοχείς των κυτταρικών 

μεμβρανών, αλλά επίσης αλληλεπιδρά και με τους πυρηνικούς υποδοχείς της 

βιταμίνης D, VDR, και μέσω αυτών επηρεάζει την μεταγραφή των γονίδιων. 

Πυρηνικοί υποδοχείς για την βιταμίνη D έχουν βρεθεί σε περισσότερα από 30 

όργανα όπως στα οστά, το έντερο, τους νεφρούς, τους πνεύμονες, τους μύες και το 

δέρμα αλλά και σε διαφορετικούς τύπους κυττάρων, όπως τα μονοκύτταρα, τους 

ινοβλάστες, τα ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα και κύτταρα του μυελού των οστών 

[284, 285].  

Η παρουσία του VDR έχει εντοπιστεί επίσης και στα χονδροκύτταρα, 

γεγονός που υποδηλώνει τη δράση της βιταμίνης D και σε αυτόν τον τύπο 

κυττάρων. Διάφορες in vitro μελέτες αναφέρουν ότι οι μεταβολίτες της βιταμίνης D 

(1,25(ΟΗ)2D3, 24,25(OH)2D3) έχουν την ικανότητα να ρυθμίζουν την έκφραση τόσο 

αναβολικών όσο και καταβολικών γονιδίων σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων [284, 

286]. Συγκεκριμένα, μεταβολίτες της βιταμίνης D εμπλέκονται στη σύνθεση 

διαφορετικών τύπου κολλαγόνου, πρωτεογλυκανών, την έκφραση MMPs από τα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



 

 49 

χονδροκύτταρα καθώς και την επαγωγή κυττάρων φλεγμονής, όπως φαγοκύτταρα 

[287-291]. 

Η απόκριση των χονδροκυττάρων στη βιταμίνη D και στον VDR εξαρτάται 

από το στάδιο διαφοροποίησής τους και το σημείο του αρθρικού χόνδρου από το 

οποία προέρχονται [286, 292]. Τα προ-υπερτροφικά και υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα, τα οποία εδράζουν στη «αυξητική ζώνη» (growth zone) του 

αρθρικού χόνδρου αποκρίνονται στη δράση της 1,25(ΟΗ)2D3, η οποία προκαλεί 

αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, επαγωγή της αλκαλικής 

φωσφατάσης, του κολλαγόνου τύπου Χ – χαρακτηριστικών γονιδίων της 

υπερτροφίας των χονδροκυττάρων-, καταβολικών MMPs, σύνθεση 

πρωτεογλυκανών, ρευστότητα της κυτταρικής μεμβράνης και ενεργοποίηση της 

πρωτεϊνικής κινάσης C (protein kinase C, PKC)  [293-295]. 

Η πρόσδεση της 1,25(ΟΗ)2D3 στον VDR αναφέρεται στη γενωμική δράση 

της βιταμίνης D και διάφοροι μελετητές επιχείρησαν τη διερεύνηση της 

σηματοδότησης που ενεργοποιεί η δημιουργία αυτού του συμπλόκου στη 

διαφοροποίηση των χονδροκύτταρων (εικόνα 18). Ο Masuyama και η ομάδα του 

(2006) προκάλεσαν την απενεργοποίηση του γονιδίου του VDR σε χονδροκύτταρα 

ποντικών και παρατήρησαν μειωμένη έκφραση κολλαγόνου τύπου ΙΙ (βασικής 

δομικής πρωτεΐνης του ECM των πολλαπλασιαζόμενων χονδροκυττάρων), αύξηση 

της οστικής μάζας λόγω μειωμένης δραστηριότητας των οστεοκλαστών, ελάττωση 

της έκφρασης των γονιδίων του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα 

(VEGF) και του προσδέτη ενεργοποίησης του υποδοχέα του πυρηνικού παράγοντα 

κΒ (receptor activator nuclear factor kB ligand, RANKL), που ελέγχουν την είσοδο 

αγγείων και την αναρρόφηση του οστού αντίστοιχα. Μελέτες στις οποίες επέδρασαν 

με 1,25(ΟΗ)2D3 σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων με απενεργοποιημένο το γονίδιο 

του VDR, παρατήρησαν ότι τα χονδροκύτταρα δεν αποκρίνονται σε αυτό το 

ερέθισμα, γεγονός που τους οδήγησε στην υπόθεση ότι οι γενωμικές δράσεις της 

1,25(ΟΗ)2D3 στα κύτταρα που εκφράζουν τον VDR εξαρτώνται από την δημιουργία 

συμπλόκου μεταξύ τους [296, 297]. Επιπλέον, διερευνήθηκαν όλες οι φαινοτυπικές 

επιπτώσεις της αναστολής του VDR σε ποντίκια μετά από βιοχημική ανάλυση των 

επιπέδων της 1,25(ΟΗ)2D3 στο αίμα τους. Παραδόξως, παρατηρήθηκαν αυξημένα 

επίπεδα 1,25(ΟΗ)2D3 και φωσφόρου στην κυκλοφορία, παρόλο που η αναστολή 

του VDR ήταν στοχευμένη στα χονδροκύτταρα και δεν θα έπρεπε να επηρεάσει την 

ενδοκρινή λειτουργία της βιταμίνης D. Η παρατήρηση αυτή οδήγησε τους ερευνητές 

στο συμπέρασμα ότι υπάρχει ένας παράγοντας που μεσολαβεί τις ενδοκρινείς 

δράσεις της βιταμίνης D και αυτός είναι ο φωσφατουρικός παράγοντας FGF-23, ο 

οποίος καταστέλλει τη δράση του ενζύμου 1α-υδροξυλάση και τη λειτουργία της 

αντλίας Na+/Pi στους νεφρούς. Μέχρι τότε η έκφραση του FGF-23 από τα 
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χονδροκύτταρα είχε αποκλειστεί, κι έτσι πρότειναν ένα μηχανισμό δράσης της 

βιταμίνης D στα οστά, ο οποίος απαιτούσε τη σηματοδότηση του VDR από τα 

χονδροκύτταρα, τη μεσολάβηση ενός «άγνωστου» παράγοντα που εκκρίνεται από 

τα χονδροκύτταρα και επάγει την έκφραση του FGF-23 από τους οστεοβλάστες 

προκειμένου να επιτευχθεί φυσιολογική ανάπτυξη οστών και να διατηρηθεί η 

ομοιοστασία του φωσφόρου στα οστά [296].    

Όσον αφορά στη σχέση μεταξύ FGF-23 και 1,25(ΟΗ)2D3, μελέτες σε 

πειραματόζωα έδειξαν μία αλληλεπίδραση αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης 

(αλλαγές προκαλούν αντίδραση προς την αντίθετη κατεύθυνση). Η χορήγηση FGF-

23 ή η επαγωγή της έκφρασης του FGF-23 στα πειραματόζωα είχε σαν αποτέλεσμα 

την αναστολή της παραγωγής της 1,25(ΟΗ)2D3, μέσω καταστολής της έκφρασης 

της 1α-υδροξυλάσης στα εγγύ εσπειραμένα σωληνάρια των νεφρών [298-301]. 

Επίσης, σε ποντίκια που έγινε απαλοιφή του γονιδίου του FGF-23, παρατηρήθηκαν 

αυξημένα επίπεδα 1,25(ΟΗ)2D3 στον ορό των ποντικών [302]. Αντίθετα, η 

χορήγηση 1,25(ΟΗ)2D3 οδήγησε σε αύξηση των επιπέδων του FGF-23 στον ορό 

φυσιολογικών ποντικών, στην απορρόφηση του Pi στο έντερο και τη καταστολή της 

PTH [303]. Σε ποντίκια που είχαν υποστεί εκτομή του θυροειδούς και του 

παραθυροειδούς αδένα και κατά 5/6 εκτομή των νεφρών η αύξηση των επιπέδων 

του FGF-23 από την 1,25(ΟΗ)2D3 δεν αναστάλθηκε, υποδηλώνοντας ότι η δράση 

αυτή είναι ανεξάρτητη της PTH [261]. Τέλος, μελέτες σε ποντίκια στα οποία έγινε 

απαλοιφή του γονιδίου του VDR έδειξαν μειωμένα επίπεδα FGF-23 [261, 304, 305]. 

Τα αποτελέσματα αυτών των μελετών συνηγορούν υπέρ της αμοιβαίας ρύθμισης 

μεταξύ FGF-23 και 1,25(ΟΗ)2D3 με τη μεσολάβηση του VDR.  

Η ρύθμιση του FGF-23 από την 1,25(ΟΗ)2D3, επιτυγχάνεται μέσω 

πρόσδεσης του συμπλόκου 1,25(ΟΗ)2D3-VDR στον υποκινητή του FGF-23. 

Μελέτες επαγωγής με 1,25(ΟΗ)2D3 σε καλλιέργειες οστεοβλαστών από ποντίκια 

είχαν σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της δραστηριότητας του υποκινητή του FGF-23 

και υποστηρίζουν την ύπαρξη ειδικών θέσεων δέσμευσης της 1,25(ΟΗ)2D3 (vitamin 

D response elements, VDREs). Επιπλέον, η PTH είχε ανασταλτική δράση στη 

μεταγραφή του FGF-23, ενώ ο φώσφορος ή το ασβέστιο δεν είχαν κάποια 

επίδραση [306]. Όταν ο φώσφορος χρησιμοποιήθηκε στις καλλιέργειες των 

οστεοβλαστών συνδυαστικά με την 1,25(ΟΗ)2D3 προέκυψε ένα αθροιστικό 

αποτέλεσμα όσον αφορά στην μεταγραφή του FGF-23 [261]. Το συμπέρασμα 

αυτών των μελετών ήταν ένας μηχανισμός ρύθμισης, κατά τον οποίο αφενός η 

1,25(ΟΗ)2D3 προκαλεί την κύρια επαγωγή του FGF-23 στα οστά με σκοπό την 

ισορροπία στην απορρόφηση του Pi στο έντερο και αφετέρου ο FGF23 προκαλεί 

την απομάκρυνση του Pi από το ουροποιητικό. 
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 Οι δράσεις της 1,25(ΟΗ)2D3 στα χονδροκύτταρα περιλαμβάνουν την 

αναστολή της σύνθεσης του DNA των προ-υπερτροφικών και υπερτροφικών 

χονδροκυττάρων, την ελάττωση της σύνθεσης των πρωτεογλυκανών, την αύξηση 

της παραγωγής της αλκαλικής φωσφατάσης και την έκφραση των MMPs στα 

μεμβρανικά κυστίδια [288, 307, 308]. Επιπλέον η 1,25(ΟΗ)2D3 προκαλεί απώλεια 

της μεμβρανικής ακεραιότητας των μεμβρανικών κυστιδίων με αποτέλεσμα την 

απελευθέρωση ιόντων Pi/Ca2+ καθώς και των ενζύμων MMPs που αποικοδομούν 

το ECM. Επιπλέον, μελέτες υποστηρίζουν ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 αυξάνει τον ρυθμό και 

το μέγεθος της αποκοδόμησης του ECM στα υπερτροφικά χονδροκύτταρα [309]. 

Υπάρχουν παράγοντες που ενισχύουν τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D3 στα  υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας, με κυριότερο το φώσφορο. Κατά τη 

διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων, το Pi λειτουργεί ως σηματοδότηση για την 

φυσιολογική μεταλλοποίηση των χονδροκυττάρων, μία διαδικασία απαραίτητη για 

την ανάπτυξη των μακριών οστών [263, 310]. Η σειρά με την οποία συμβαίνουν τα 

γεγονότα στην αναπτυξιακή πλάκα, περιλαμβάνουν τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D3 στα 

μεμβρανικά κυστίδια στα οποία επάγει την έκφραση των MMPs, προκαλεί τη λύση 

της μεμβράνης τους και κατ’ επέκταση την απελευθέρωση Pi και MMPs στο ECM. 

Στη συνέχεια, αντλίες Νa+/Pi που υπάρχουν στη μεμβράνη των χονδροκυττάρων 

(όπως Pit-1, Pit-2) επιτρέπουν την είσοδο του Pi ενδοκυττάρια και την 

ενεργοποίηση της απόπτωσης από τα μιτοχόνδρια [218, 311]. Μελέτες σε ποντίκια 

υποστηρίζουν ότι τα μειωμένα επίπεδα Pi στα χονδροκύτταρα αναστέλλουν την 

απόπτωση των υπερτροφικών χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας με 

αποτέλεσμα την εμφάνιση σκελετικών ανωμαλιών, όπως ραχίτιδα [312]. Επιπλέον, 

η επαγωγή  με Pi σε καλλιέργειες υπερτροφικών χονδροκύτταρων νεογέννητων 

ποντικών προκαλεί την αύξηση των μιτοχονδριακών κασπασών-9 και -3 με τη 

μεσολάβηση του μονοπατιού των MAP-κινασών καθώς και τη φωσφορύλιωση της 

κινάσης ERK1/2 [313].  

 

Α.4.3 Προέλευση βιταμίνης D3 

Εφόσον ήταν πλέον γνωστή η δράση της σηματοδότησης του VDR στα 

χονδροκύτταρα και η ικανότητα παραγωγής όλων των απαραίτητων ενζύμων του 

μεταβολισμού της βιταμίνης D σε αυτόν τον τύπο κυττάρων, προέκυπτε το ερώτημα 

της προέλευσης της βιταμίνης D, εάν προέρχεται από την κυκλοφορία ή συντίθεται 

τοπικά [314, 315]. Στα πρώτα στάδια της εμβρυικής ανάπτυξης, τα οστά στερούνται 

αγγείων, επομένως θα πρέπει να συμβαίνει τοπική σύνθεση της βιταμίνης D 

προκειμένου να συμβάλει στη ρύθμιση του πολλαπλασιασμού, της διαφοροποίησης 

και της λειτουργίας των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας. Όπως 

συμβαίνει με τις φυλετικές ορμόνες, οιστρογόνα και ανδρογόνα, παρά την 
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«κεντρική» στεροειδογένεση που πραγματοποιείται στις γονάδες, παρατηρείται και 

η τοπική σύνθεση και δράση τους στο δέρμα και το λιπώδη ιστό όπου ρυθμίσουν τη 

λειτουργία τους [316, 317]. Προκειμένου να απαντήσουν στο ερώτημα της 

προέλευσης της 1,25(ΟΗ)2D3, ανέστειλαν το γονίδιο της 1α-υδροξυλάσης στα 

χονδροκύτταρα ποντικών και παρατήρησαν ότι διαταράσσεται η 

οστεοκλαστογένεση και η έκφραση βασικών γονιδίων της αναπτυξιακής πλάκας, 

προτείνοντας τη αυτοκρινή/παρακρινή δράση της βιταμίνης D στα χονδροκύτταρα 

[296]. 

 

Εικόνα 18. Άμεση γενωμική δράση της 1,25(ΟΗ)2D3 σηματοδότησης στα χονδροκύτταρα. 

Παρουσιάζεται η μορφολογία των μακριών οστών με μεγενθυμένη την αναπτυξιακή πλάκα. Τα 

πολλαπλασιαζόμενα χονδροκύτταρα εκφράζουν το γονίδιο 1α-υδροξυλάση καθώς και για τον VDR. Η 

πρόσδεση της 1,25(ΟΗ)2D3 στο διμερές VDR/RXR ρυθμίζει τη μεταγραφή γονίδιων, όπως τα VEGF 

που ελέγχει την είσοδο αγγείων και του RANK που επάγει την οστεοκλαστογένεση στο σημείο ένωσης 

του χόνδρου με το οστό. H 1,25(ΟΗ)2D3 ρυθμίζει  την έκφραση του FGF-23 με τη μεσολάβηση ενός 

παράγοντα “?” [318] 

 

 Η τοπική σύνθεση και δράση της βιταμίνης D έχει υποστηριχτεί και από 

άλλους ερευνητές που μελέτησαν αρθρώσεις ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα, 

σηπτική νέκρωση και οστεοαρθρίτιδα [319]. Στο αρθρικό υγρό ασθενών με 

διαταραχές σε αρθρώσεις γόνατος έχουν ανιχνευθεί οι μεταβολίτες της βιταμίνης D, 

1,25(OH)2D3, 25(ΟΗ)D3, 24,25(OH)2D3 καθώς και η πρωτεΐνη δέσμευσης, VDBP, 

σε συγκεντρώσεις 50% αυτών του ορού. Η παρουσία αυτών των μεταβολιτών και 

της VDBP στο αρθρικό υγρό δικαιολογείται από το γεγονός ότι το αρθρικό υγρό 
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δημιουργείται από τον ορό εμπλουτισμένο με υαλουρονικό οξύ και γλυκοπρωτεΐνες 

που το καθιστούν παχύρευστο [320]. Στην παρούσα μελέτη παρατήρησαν ότι 

κύτταρα του αρθρικού υγρού υπό την επίδραση της φλεγμονώδους ιντερφερόνης-γ 

είναι ικανά να συνθέτουν την ενεργή μορφή της βιταμίνης D3, 1,25(OH)2D3. Η 

τοπική σύνθεση της πραγματοποιείται σε ενεργοποιημένα μακροφάγα που 

εκφράζουν τον VDR και είναι παρόντα στο αρθρικό υγρό ασθενών με ρευματοειδή 

αρθρίτιδα, σηπτική αρθρίτιδα και οστεοαρθρίτιδα και η δράση τους έχει ιδιαίτερη 

σημασία όταν αυτά εντοπίζονται κοντά στα σημεία διάβρωσης της άρθρωσης. 

Συνεπάγεται ότι η 1,25(OH)2D3 εμφανίζει σύνθετες παρακρινείς/αυτοκρινείς και 

ανοσορυθμιστικές λειτουργίες στην αρθρίτιδα [319]. 

 Στην οστεοαρθρίτιδα παρατηρείται σταδιακός εκφυλισμός του χόνδρου εν 

μέρει λόγω της έντονης δραστηριότητας των καταβολικών ενζύμων, MMPs. 

Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση τόσο μεταγραφικά όσο και πρωτεϊνικά 

των ενζύμων μεταλλοπρωτεϊνάση-1, -13, -9 και -3 ενδοκυττάρια αλλά και στο ECM 

ΟΑ χόνδρου [121, 227, 321, 322]. Η παρουσία των καταβολικών αυτών ενζύμων 

ήταν έντονη σε χονδροκύτταρα που εκφράζουν τον VDR (VDR+) υποδηλώνοντας 

την εμπλοκή της 1,25(OH)2D3 στην παραγωγή των MMPs, προσταγλανδίνης Ε2 και 

TNF-a στα σημεία διάβρωσης του OA χόνδρου. Η επαγωγή της έκφρασης των 

καταβολικών και φλεγμονωδών μορίων από την 1,25(OH)2D3, εξαρτάται από την 

έκφραση του VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα, η οποία έχει αναφερθεί ότι είναι 

ιδιαίτερα αυξημένη σε σχέση με τα φυσιολογικά [121]. 
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Α.5 Σχεδιασμός μελέτης – Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η διερεύνηση γονιδίων τα οποία 

εμπλέκονται στην υπερτροφία και την επασβέστωση του οστεοαρθριτικού χόνδρου, 

η ανεύερση του πιθανού μηχανισμού δράσης τους καθώς και η αναστολή της 

έκφρασης τους, για στοχεύοντας στην αναστροφή του υπερτροφικού ΟΑ 

φαινότυπου σε φυσιολογικό.  

 

Για το σκοπό αυτό μελετήθηκαν: 

 η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση γονιδίων, χαρακτηριστικών της 

υπερτροφίας, της επασβέστωσης και του καταβολισμού, όπως τα COL10A1, 

OPN, OC και MMP-13 σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα,  

 η έκφραση και ο κυτταρικός εντοπισμός του VDR, υποδοχέα της 1,25(ΟΗ)2D3, 

καθώς και η έκφραση των συμμεταφορέων Na+/Pi, Pit-1 και Pit-2 σε 

οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα, 

 η έκφραση και ο ρόλος μεταγραφικών και αυξητικών παραγόντων όπως οι 

RUNX2 και FGF-23 καθώς και ο τρόπος αλληλεπίδρασης τους με τον VDR στην 

υπερτροφία σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα,  

 η έκφραση του υποδοχέα του FGF23, FGFR1c, και η μοριακή σηματοδότηση που 

ενεργοποιείται από την σύνδεσή τους σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά 

χονδροκύτταρα, 

 ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D3 και του Pi στην επαγωγή της υπερτροφίας και 

επασβέστωσης των ΟΑ χονδροκυττάρων και η ανάδειξη του μηχανισμού που 

μεσολαβεί τις δράσεις τους. 

 η αναστολή της έκφρασης του VDR και των αντλιών Pit-1, Pit-2 σε ΟΑ 

χονδροκύτταρα με στόχο την αναστροφή του υπερτροφικού φαινότυπου των ΟΑ 

χονδροκυττάρων. 
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Β.1 ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ  ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

Β.1.1 Συλλογή δειγμάτων 

Τα δείγματα αρθρικού χόνδρου που χρησιμοποιήθηκαν στη συγκεκριμένη 

μελέτη ελήφθησαν από ασθενείς που υπεβλήθησαν σε ολική αρθροπλαστική 

γόνατος λόγω πρωτοπαθούς ΟΑ στην Ορθοπαιδική Kλινική του Πανεπιστημιακού 

Γενικού  Νοσοκομείου Λάρισας. Από όλους τους ασθενείς που συμπεριελήφθησαν 

στη μελέτη ελήφθη επίσης αρθρικό υγρό υπό άσηπτες συνθήκες στο χώρο του 

χειρουργείου καθώς και περιφερικό αίμα.  

‘Ολα τα δείγματα αρθρικού χόνδρου χαρακτηρίζονταν από τη παρουσία 

οστεοφύτων. Τα οστεόφυτα είναι οστικές προεκβολές που σχηματίζονται στο 

σημείο εκφυλισμού του χόνδρου λόγω της αναβολικής δραστηριότητας των 

χονδροκυττάρων, στην προσπάθειά τους να αποκαταστήσουν τη βλάβη. Στην 

υποκείμενη και παρακείμενη περιοχή των οστεοφύτων τα χονδροκύτταρα 

μετατρέπονται σε υπερτροφικά [106]. Η λήψη του δείγματος πραγματοποιήθηκε 

από την περιοχή γύρω από τα οστεόφυτα. Από κάθε δείγμα ΟΑ χόνδρου έγινε 

άμεσα απομόνωση mRNA και ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, προκειμένου η 

μελέτη έκφρασης των γονιδίων να αντικατοπτρίζει την in vivo κατάσταση. Επίσης, 

ακολούθησε καλλιέργεια των χονδροκυττάρων από κάθε δείγμα αρθρικού χόνδρου. 

Στη μελέτη τελικά συμπεριλήφθηκαν 48 δείγματα οστεοαρθριτικού χόνδρου 

γόνατος (8 άνδρες/40 γυναίκες). To εύρος ηλικίας, το βάρος και ο δείκτης μάζας 

σώματος (Body Mass Index, BMI) φαίνονται αναλυτικά στον πίνακα 2. Ασθενείς με 

ρευματοειδή αρθρίτιδα και άλλα αυτοάνοσα νοσήματα, όπως χονδροδυσπλασία, 

ΟΑ μετά από σηπτική αρθρίτιδα και μετα-τραυματική ΟΑ αποκλείστηκαν από τη 

μελέτη.  

 

      Στοιχεία 

ασθενών Ηλικία Βάρος BMI 

 Μέσος όρος 68.9556 77.6818 30.0190 

Μέγιστος 91.00 110.00 44.28 

Τυπική απόκλιση 6.87537 13.79041 5.07717 

Ελάχιστος 56.00 50.00 22.68 

Σύνολο 

δειγμάτων 

48 48 48 

 

Πίνακας 2. Αναλυτικά στοιχεία ασθενών που αποτέλεσαν το υπό εξέτεση σύνολο δειγμάτων. 
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Την ομάδα ελέγχου την αποτελούσαν 10 άτομα (5 άνδρες/5 γυναίκες). Το 

εύρος ηλικίας ήταν από 48 έως 60 με μέσο όρο 54 ± 7.6 και ΒΜΙ 22.57- 25.97 με 

μέσο όρο 24.55 ± 1.43 (Πίνακας 3), χωρίς ιστορικό πάθησης των αρθρώσεων, τα 

οποία χειρουργήθηκαν για λόγους επανόρθωσης κατάγματος ή λόγω 

τραυματισμού. 

 

Στοιχεία ομάδας ελέγχου  Ηλικία Βάρος BMI 

 Μέσος όρος 54 65 24.55 

Μέγιστος 60 80 25.97 

Τυπική απόκλιση 7.6 3.2 1.43 

Ελάχιστος 48 50.00 22.57 

Σύνολο δειγμάτων 10 10 10 

 

Πίνακας 3. Αναλυτικά στοιχεία ατόμων που αποτέλεσαν την ομάδα ελέγχου. 

 

Αναλυτικά κλινικά δεδομένα από κάθε ασθενή συμπληρώθηκαν σε ειδική 

φόρμα που αφορούσαν το βαθμό της φυσικής τους κατάστασης, τον δείκτη μάζας 

σώματος (Body Mass Index, BMI), τη παρουσία πόνου, δυσκαμψίας, διόγκωσης 

της άρθρωσης, την παρουσία οστεοφύτων και την παρουσία άλλων νοσημάτων. 

Πριν οι ασθενείς υποβληθούν σε ολική αρθροπλαστική, έγινε ακτινογραφικός 

έλεγχος και οι ακτινογραφίες βαθμολογήθηκαν με βάση το σύστημα Kellgren-

Lawrence [323]. Από το σύνολο των ασθενών, 8 εμφάνισαν βαθμολογία 3 στην 

κλίμακα Kellgren-Lawrence και 42 βαθμολογήθηκαν με 4. 

 
 

Β.1.2. Καλλιέργεια χονδροκυττάρων  

Η απομόνωση και καλλιέργεια των χονδροκυττάρων έγινε από τμήμα 

αρθρικού χόνδρου στο οποίο είχαν σχηματιστεί οστεόφυτα και ελήφθη άσηπτα κατά 

τη διάρκεια της χειρουργικής επέμβασης. Μετά την παραλαβή του δείγματος από το 

χειρουργείο έγινε έκπλυση του ιστού με το ρυθμιστικό διάλυμα Hanks' Balanced 

Salt Solution χωρίς CaCl2 και MgCl2 (HBSS w/o, GIBCO BRL, UK), ώστε να 

απαλλαγεί από υπολείμματα του χειρουργείου και παράλληλα να διατηρηθεί 

σταθερό το pH του. 

Για την απομόνωση των χονδροκυττάρων ο ιστός υπεβλήθη σε ενζυμική 

κατεργασία αρχικά με προνάση, η οποία διασπά τις πρωτεογλυκάνες ώστε να 

απελευθερωθούν οι ίνες του κολλαγόνου, και κατόπιν με κολλαγενάση, η οποία 

οδηγεί σε διάσπαση των κολλαγόνων ινών και απελευθέρωση των 

χονδροκυττάρων από το δίκτυο των πρωτεϊνών εξωκυττάριας ουσίας που τα 
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περιβάλλει.  Για την καλλιέργεια των χονδροκυττάρων χρησιμοποιήθηκε το 

θρεπτικό υλικό Dulbecco’s modified Eagle’s medium / Ham’s F-12 (DMEM/F-12, 

GIBCO BRL, UK). Το θρεπτικό υλικό πριν τη χρήση του εμπλουτίζεται με ορό 

εμβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco) σε αναλογία 5% του όγκου τoυ 

θρεπτικού υλικού, ο οποίος παρέχει αναγκαίους αναπτυξιακούς παράγοντες για τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, καθώς και με αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη 

(penicillin-streptomycin, P/S, Roche ) σε αναλογία 0,5% του όγκου του θρεπτικού 

υλικού. Το πλήρες θρεπτικό υλικό διατηρείται στους 4ο C.  

Η ανάπτυξη των κυττάρων έγινε σε επωαστικό κλίβανο (Heraus 

Instruments), ο οποίος παρέχει σταθερή θερμοκρασία 37ο C, κατάλληλες συνθήκες 

υγρασίας και εμπλουτισμένη ατμόσφαιρα με 5% CO2. Η καλλιέργεια 

πραγματοποιήθηκε σε ειδικό αποστειρωμένο χώρο και όλοι οι χειρισμοί των 

κυττάρων έγιναν μέσα σε εστία κάθετης νηματικής ροής  προς αποφυγή 

εξωτερικών μολύνσεων. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε μικροσκόπιο 

ανάστροφης φάσης (Axiovert S100, Zeiss). 

 

Αναλυτική διαδικασία: 

 Τοποθέτηση του φρέσκου ιστού σε τριβλίο Petri και προσθήκη ρυθμιστικού 

διαλύματος HBSS w/o Ca2+, Mg2+ (σε θερμοκρασία δωματίου, room 

temperature, RT) 

 Ξέπλυμα του ιστού 2-3 φορές (απομάκρυνση υπολειμμάτων του χειρουργείου 

και διατήρηση του pH σταθερό) 

 Τεμαχισμός του ιστού με αποστειρωμένο νυστέρι για την απελευθέρωση των 

κυττάρων 

 Μεταφορά των τεμαχίων σε 6 well plates (χωράει 2ml θρεπτικού υλικού το κάθε 

πηγαδάκι) 

 Προσθήκη προνάσης (Pronase, Roche) 5mg/ml μαζί με 2 ml πλήρες θρεπτικό 

υλικό και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2) για 30 λεπτά 

 Αφαίρεση του υπερκειμένου με αποστειρωμένη πλαστική πιπέτα Pasteur μιας 

χρήσης. 

 Προσθήκη κολλαγενάσης (Collagenase P, Roche) 5mg/ml μαζί με 2ml πλήρες 

θρεπτικό υλικό και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2) για 90 λεπτά 

(ανάδευση υπερκειμένου ανά 15 λεπτά) 

 Με γυάλινη αποστειρωμένη πιπέτα Pasteur μηχανική υποβοήθηση στην 

απελευθέρωση των χονδροκυττάρων από το δίκτυο των κολλαγόνων ινών 

 Μεταφορά του υπερκειμένου σε πλαστικό σωληνάριο των 15ml (falcon), 

φυγοκέντρηση του υπερκειμένου στις 2000rpm για 7min σε RT, απόρριψη του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
23/04/2024 22:24:07 EEST - 3.145.5.48



Ειδικό Μέρος – Υλικό και Μέθοδοι 

 59 

υπερκειμένου, αναδιάλυση του ιζήματος με 2ml φρέσκου θρεπτικού υλικού και 

επανάληψη της διαδικασίας άλλες δύο φορές 

 Μεταφορά των κυττάρων σε φλάσκα των 25cm3 μαζί με 5 ml πλήρες θρεπτικού 

υλικού και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2) 

 

Τα χονδροκύτταρα αρχικά είναι στρογγυλά και βρίσκονται ελεύθερα στο 

θρεπτικό υλικό. Μετά από 48ώρες προσκολλώνται στην επιφάνεια της φλάσκας και 

αποκτούν πεπλατυσμένο, πολυγωνικό σχήμα. Στην εικόνα 19 φαίνονται 

οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα μετά από καλλιέργειεα 7 ημερών. 

 

Εικόνα 19. Οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα σε καλλιέργεια 7 ημερών (20x μεγέθυνση) 
 

Η ανακαλλιέργεια των χονδροκυττάρων γινόταν κάθε 7 ημέρες περίπου, 

ανάλογα με το μέγεθος του αρχικού ιστού και τον αριθμό των κυττάρων που 

απομονώνονταν,  όταν τα χονδροκύτταρα είχαν αυξήσει τον πληθυσμό τους και 

είχαν καλύψει όλη την επιφάνεια της φλάσκας. Μετά από 1 έως 2 ανακαλλιέργειες 

γινόταν και κατάψυξη των κυττάρων για μελλοντική χρήση. 

Για την ανακαλλιέργεια των κυττάρων απαιτούνταν η αποκόλλησή τους. 

Αρχικά γινόταν αφαίρεση του  καλλιεργητικού υλικού από τη φλάσκα, έκπλυση με 

5ml PBS w/o Ca++, Mg++  και κατόπιν  προσθήκη θρυψίνης (1ml). Η θρυψίνη είναι 

ένα ένζυμο, το οποίο διασπά τις συνδέσεις των κυττάρων με την επιφάνεια 

προσκόλλησής τους και έτσι τα κύτταρα αποκολλώνται και μπορούν να 

συλλεχθούν. Οι φλάσκες παρέμεναν στον επωαστικό κλίβανο για 5 λεπτά περίπου 

μέχρι τα κύτταρα να αποκολληθούν (μέγιστος χρόνος 10 λεπτά). Η αποκόλληση 

των κυττάρων ελέγχονταν στο μικροσκόπιο και στη συνέχεια, για τη διακοπή της 

δράσης της θρυψίνης, προστίθεντο άμεσα πλήρες θρεπτικό υλικό σε δεκαπλάσια 

ποσότητα από αυτή της θρυψίνης και ακολούθως γινόταν διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις και εκπλύσεις προς συλλογή των κυττάρων. Στη συνέχεια γινόταν 

μέτρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο με πλάκα Newbauer: 20μl από το 
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κυτταρικό εναιώρημα αναμιγνύονταν με 20μl Trypan Blue και στη συνέχεια 

τοποθετούνταν πάνω στην πλάκα. Το Trypan Blue βάφει μπλε τα κύτταρα των 

οποίων η κυτταρική μεμβράνη έχει υποστεί αλλοιώσεις, όπως τα αποπτωτικά και 

νεκρωτικά κύτταρα. Τα υγιή κύτταρα δεν βάφονται και είναι αυτά που μετρώνται. Με 

τον τρόπο αυτό υπολογίζεται η συγκέντρωση του κυτταρικού εναιωρήματος και 

γίνεται η τοποθέτηση των κυττάρων σε καινούργιες φλάσκες σε συγκέντρωση 1-2 

x106 κύτταρα/ml φρέσκου θρεπτικού υλικού. 

Για την κατάψυξη των κυττάρων, τα κύτταρα τοποθετούνται σε ειδικό 

κρυοφιαλίδιο σε συγκέντρωση 4-5 x 106/ml θρεπτικού υλικού το οποίο περιέχει 10% 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich) και 30% FBS  χωρίς προσθήκη 

αντιβιοτικών. Το DMSO συντελεί στην αργή ψύξη των κυττάρων και του θρεπτικού 

υλικού, αποφεύγοντας τη δημιουργία κρυστάλλων που θα κατέστρεφαν την 

κυτταρική μεμβράνη. Η κατάψυξη των κυττάρων γίνεται σταδιακά. Αρχικά το 

κρυοφιαλίδιο τοποθετείται στους -20ο C για 4 ώρες, κατόπιν στους -80ο C για 

24ώρες και τελικά στους -150ο C.   

 Σε αντίθεση με την σταδιακή κατάψυξη των κυττάρων, η απόψυξή τους 

γίνεται γρήγορα με την τοποθέτηση του κρυοφιαλιδίου σε υδατόλουτρο στους 37ο C 

και άμεση μεταφορά του περιεχομένου του φιαλιδίου σε σωληνάριο των 15ml το 

οποίο περιέχει 5ml πλήρες θρεπτικό υλικό. Το σωληνάριο φυγοκεντρείται για 5 

λεπτά, το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 10ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού και τοποθετούνται σε φλάσκα των 25ml και στη συνέχεια 

στον επωαστικό κλίβανο.  

 

Β.1.3 Απομόνωση RNA από φρέσκο αρθρικό χόνδρο και από καλλιεργημένα 

χονδροκύτταρα 

Ο αρθρικός χόνδρος χαρακτηρίζεται από μικρή κυτταρική συγκέντρωση (1-

2% της μάζας του) και μεγάλη συγκέντρωση εξωκυττάριας ουσίας υψηλής 

περιεκτικότητας σε πρωτεογλυκάνες. Η κύρια πρωτεογλυκάνη, η αγγρεκάνη, έχει 

την τάση να συναπομονώνεται με το RNA καθώς πρόκειται για ένα μεγάλο σε 

μέγεθος και ισχυρά αρνητικά φορτισμένο μακρομόριο. Για το λόγο αυτό, εκτός από 

την απομόνωση mRNA από καλλιέργειες χονδροκυττάρων έπειτα από επίδραση 

ουσιών, η διερεύνηση της μεταγραφικής έκφρασης γονιδίων πραγματοποιήθηκε σε 

mRNA που απομονώθηκε αμέσως μετά τη λήψη του αρθρικού χόνδρου από το 

χειρουργείο. 

Οι φρέσκοι ιστοί (εντός μίας ώρας από το χειρουργείο) τεμαχίστηκαν με 

αποστειρωμένο νυστέρι Νο11 και ένα τμήμα του κομμένου ιστού χρησιμοποιήθηκε 

για απομόνωση RNA, ενώ το δεύτερο για την απομόνωση χονδροκυττάρων. Σε 
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πρώτη φάση ο ιστός ομογενοποιήθηκε έτσι ώστε να απομονωθούν τα κύτταρα 

μεταξύ τους. 

 

Ι. Ομογενοποίηση. 

Η ομογενοποίηση έγινε με προσθήκη 1600μl Trizol (Invitrogen, Life Technologies, 

Paisley, UK) και 160 μl χλωροφόρμιο (Scharlau) στα κύτταρα και διαδοχικές 

αναρροφήσεις με πιπέτα, με χρήση ομογενοποιητή (IKA-WERKE) και Vortex με 

στόχο την λύση των κυττάρων. 

ΙΙ. Διαχωρισμός φάσεων. 

Μετά την ομογενοποίηση, η οποία διαρκεί τουλάχιστον 15 λεπτά, κάθε δείγμα 

χόνδρου μεταγγίστηκε σε σωληνάριο των 2 ml και πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση για 15min στις 12000rpm στους 4οC. Μετά την φυγοκέντρηση σε 

κάθε σωληνάριο υπήρχαν τρεις φάσεις: η υποκείμενη φάση που περιέχει φαινόλη/ 

χλωροφόρμιο, η μεσόφαση και η ανώτερη υδατική φάση στην οποία έχει 

απομονωθεί το RNA. 

ΙΙΙ. Κατακρήμνιση                  

 Η ανώτερη υδατική φάση που περιέχει το RNA, μεταφέρεται σε νέο 

σωληνάριο των 2 ml όπου πραγματοποιείται η κατακρήμνιση του RNA με 

προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπυλικής αλκοόλης, καλή ανάδευση και στη συνέχεια 

τοποθέτηση του δείγματος στους -20οC όπου και μπορεί να παραμείνει έως 10 

ημέρες.  

IV. Έκπλυση                   

 Μετά από παραμονή του δείγματος στους -20οC για τουλάχιστον 24 ώρες, 

πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 15min στις 12000rpm στους 4oC. Αφαιρείται το 

υπερκείμενο και στο ίζημα προστίθεται 1ml κρύας αιθανόλης 70%. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 15min στις 12000rpm στους 4oC και επανάληψη των δύο 

προηγούμενων βημάτων.   

V. Επαναδιάλυση                   

 Το υπερκείμενο αφαιρείται και το ίζημα αφού στεγνώσει πολύ καλά (το 

σωληνάριο βρίσκεται σε πάγο με ανοιχτό καπάκι και προστατευμένο με τρυπημένη 

μεμβράνη) διαλυτοποιείται. Η διάλυση γίνεται με προσθήκη 80-100μl ddH2O.  

VI. Καθαρισμός του RNA                  

Ο καθαρισμός του διαλύματος γίνεται με ειδικό kit (RNeasy Protect Mini Kit, 

Qiagen). Η απομόνωση βασίζεται στη χρήση μεμβρανών από πηκτή σιλικόνης η 

οποία δεσμεύει επιλεκτικά το RNA, ενώ είναι διαπερατή από τα λοιπά μόρια που 

μπορεί να επιμολύνουν το RNA.  

VII. Φωτομέτρηση – Έλεγχος ποσότητας       
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Για να ελεγχθεί η ποσότητα του RNA πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση σε 

κάθε δείγμα. Αραιώσεις κάθε δείγματος (1:100) φωτομετρήθηκαν στα 260 και 280 

nm. Υπολογίστηκε ο λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του RNA με βάση 

τον τύπο: συγκέντρωση RNA = αραίωση x OD260 x 40 (mgr/ml) 

VIII. Ηλεκτροφόρηση – Έλεγχος ποιότητας      

Για να ελεγχθεί η ποιότητα του RNA πραγματοποιήθηκε σε κάθε δείγμα 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% (εικόνα 20).  

 

 

Εικόνα 20. Δείγματα RNA μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% 

 

Η απομόνωση RNA από καλλιεργημένα χονδροκύτταρα γίνεται με την 

προσθήκη Trizol στο ίζημα που προκύπτει μετά από την φυγοκέντρηση 

αποκολλημένων από τη φλάσκα χονδροκυττάρων σύμφωνα με τη μέθοδο που έχει 

ήδη περιγραφεί.   

 

Β.1.4 Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA) 

Τα RNA που απομονώθηκαν από τα καλλιεργημένα και μη χονδροκύτταρα, 

μετατράπηκαν σε συμπληρωματικό DNA με τη μέθοδο της αντίστροφης 

μεταγραφής (reverse transcription, RT) in vitro χρησιμοποιώντας ως εκκινητές 

εξανουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας (random hexamers, 500μg/ml). Το ένζυμο 

που χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση είναι η αντίστροφη μεταγραφάση MMLV 

(Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase, 200U/μl). Το διάλυμα 

αντίδρασης (mix) για την αντίδραση σύνθεσης cDNA για όγκο RNA αντιστοιχεί σε 

1μgr περιέχει: 

 

 RNA                                            1          μgr 

 Ρυθμιστικό διάλυμα 5x                       4 μl  

 Τυχαία εξανουκλεοτίδια(500μg/m)     3          μl 

 Δεοξυριβονουκλεοτίδια                              2          μl 

 MMLV RT (200U/μl)                         1          μl 

 δις απεσταγμένο νερό                         μέχρι τελικού όγκου 20μl 

 

 

28S rRNA 
 
18S rRNA 
 
 
5S rRNA 
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 Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  

 Aρχικά το RNA διαλύθηκε σε ddH20. Το διάλυμα RNA με τα τυχαία 

εξανουκλεοτίδια θερμάνθηκε στους 65oC επί 5 min για την 

αποδιάταξη δευτεροταγών δομών του  RNA. 

 Ακολούθησε επώαση στον πάγο για 5 λεπτά για τη σταθεροποίηση 

της αποδιάταξης δευτεροταγών δομών του  RNA. 

 Μετά την προσθήκη και των υπολοίπων αντιδραστηρίων τα δείγματα 

τοποθετήθηκαν σε συσκευή PCR στις ακόλουθες συνθήκες: 

 37oC , 60 λεπτά  

 65oC , 10 λεπτά 

 τελική θερμοκρασία: 4oC   

  Το ενδεχόμενο ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων από αδυναμία 

ενίσχυσης του RNA μπορεί να αποκλεισθεί με ενίσχυση αλληλουχιών που 

αντιστοιχούν σε μετάγραφα γονιδίων τα οποία εκφράζονται πάντοτε στον υπό 

ανάλυση ιστό (μετάγραφα “αναφοράς”). Στην παρούσα μελέτη, ως μετάγραφο 

“αναφοράς” χρησιμοποιείται το mRNA του γονιδίου RARα (retinoic acid receptor α) 

το οποίο κωδικοποιεί έναν από τους υποδοχείς του ρετινοϊκού οξέος. Έτσι, ως 

μάρτυρας για την αποτελεσματικότητα της σύνθεσης του προϊόντος, το cDNA 

ενισχύθηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές για τις αλληλουχίες 

του RARα cDNA (RAR6/RAR8). Οι εκκινητές για το γονίδιο RARα είναι: 

RAR6: 5’ GGTGCCTCCCTACGCCTTCT 3’ 

RAR8: 5’ GGCGCTGACCCCATAGTGGT 3’ 

 

 Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση του γονιδίου RARa περιέχει: 

 
 cDNA                                   3 μl 

 Ρυθμιστικό διάλυμα 10x           5 μl  

 MgCl2 (50mM)                          3 μl 

 Εκκινητής RAR6 (50p/mol)      1.5 μl 

 Εκκινητής RAR8 (50p/mol)      1.5 μl 

 Δεοξυριβονουκλεοτίδια                  0.5       μl 

 DNA πολυμεράση             0.4 μl 

 δις απεσταγμένο νερό                35.1 μl  
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 Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  

 αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 5 λεπτά 

 40 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της 

αλληλουχίας-στόχου σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 1  λεπτό  

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 53oC για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72oC για 1  λεπτό 

 τελική επιμήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 

 

 

B.1.5 Ανίχνευση των mRNA μεταγράφων των γονιδίων του VDR, Pit-1, Pit-2, 

RUNX2, FGF23, FGFR1c, COL10A1, MMP-13, OPN, OC με τη τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (RT-PCR) 

Ι. Αρχή της μεθόδου  

H αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time 

polymerase chain reaction), είναι μια τεχνική που βασίζεται στην αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης και χρησιμοποιείται για τον πολλαπλασιασμό και 

ταυτόχρονα την ποσοτικοποίηση ενός μορίου DNA –στόχου. Το χαρακτηριστικό της 

είναι ότι το πολλαπλασιαζόμενο DNA ποσοτικοποιείται καθώς συσσωρεύεται κατά 

τη διάρκεια της αντίδρασης, μετά το τέλος κάθε κύκλου πολλαπλασιασμού, σε 

πραγματικό χρόνο (real time) (εικόνα 21).  

 

Εικόνα 21. Το στάδιο της αντίστροφης μεταγραφής μπορεί να γίνει είτε σε ξεχωριστή αντίδραση (two 

step RT-PCR) και το παραγόμενο cDNA να χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για την real-time PCR, είτε 

σε μία συνδυασμένη αντίδραση χρησιμοποιώντας θερμοανθεκτική DNA εξαρτώμενη πολυμεράση 

(one-step RT-PCR). Όλα τα υπόλοιπα στάδια διεξάγονται από τη συσκευή της Real-time PCR 

(thermal cycler/detector) και τα ποσοτικά αποτελέσματα προωθούνται στον ηλεκτρονικό υπολογιστή.  

 

Υπάρχουν τέσσερις τεχνικές που ανιχνεύουν το πολλαπλασιαζόμενο προϊόν 

με την ίδια περίπου ευαισθησία και βασίζονται στην χρησιμοποίηση φθοριζόντων 

χρωστικών:  

Μοριακοί σηματοδότες (molecular beacon): πρόκειται για μόρια υβριδισμού 

(hybridization probes) συμπληρωματικά με αλληλουχία του αναμενόμενου 

μετάγραφου (amplicon). Στο ένα άκρο τους φέρουν φθορίζον μόριο και στο άλλο 

άκρο τους μόριο που εμποδίζει το φθορισμό του πρώτου (quencher). Στο διάλυμα 
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τα ελεύθερα μόρια του σηματοδότη λαμβάνουν διαμόρφωση φουρκέτας με 

αποτέλεσμα η επαφή των δύο άκρων τους να εμποδίζει το φθορισμό. Κατά το 

στάδιο πρόσδεσης (annealing), παρουσία συμληρωματικής αλληλουχίας του 

μορίου στόχου, υφίστανται αλλαγή της διαμόρφωσής τους, με αποτέλεσμα την 

απομάκρυνση των άκρων τους και το φθορισμό. Αυτή η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται σε κάθε κύκλο με αποτέλεσμα η ένταση του φθορισμού να 

αντικατοπτρίζει το ποσό του ενισχυμένου προϊόντος στο τέλος του προηγούμενου 

κύκλου. Πλεονέκτημα είναι η υψηλή ειδικότητα ενώ μειονέκτημα η δυσκολία στο 

σχεδιασμό του σηματοδότη.  

Μόρια υβριδισμού (hybridization probes): βασίζεται στην παρουσία δύο μορίων 

συμπληρωματικών με την αλληλουχία του αναμενόμενου μετάγραφου (amplicon). 

Το πρώτο φέρει στο 3΄άκρο φθορίζον μόριο δότη (fluorescein donor) και το δεύτερο 

μόριο δέκτη (fluorophore acceptor). Στο διάλυμα τα ελεύθερα μόρια είναι 

απομακρυσμένα και εκπέμπεται φθορισμός χαμηλού μήκους κύματος (background 

fluorescence). Κατά το στάδιο πρόσδεσης (annealing) προσδένονται στη 

συμληρωματική αλληλουχία του μορίου στόχου διαδοχικά (με διαμόρφωση 

κεφαλής-ουράς) με αποτέλεσμα οι δύο χρωστικές να έρχονται σε επαφή και να 

εκπέμπεται φθορισμός υψηλότερου μήκους κύματος. Η παρουσία δυο ανεξάρτητων 

μορίων υβριδισμού αυξάνει την ειδικότητα της μεθόδου και καθιστά πιο ευέλικτο το 

σχεδιασμό των μορίων υβριδισμού.  

Υδρολυόμενα μόρια (hydrolysis probes): βασίζεται στην ιδιότητα της 

5΄νουκλεάσης της DNA πολυμεράσης, η οποία υδρολύει ειδικό μόριο (hybridization 

probe) που προσδένεται στο μετάγραφο. Κατά το στάδιο πρόσδεσης (annealing) – 

που συμβαίνει στην ιδία θερμοκρασία με το στάδιο πολυμερισμού (extension)- 

εκτός από τους ειδικούς εκκινητές (primers) προσδένεται και ένα τρίτο μόριο 

(hybridization probe). Το μόριο αυτό φέρει στο 5΄ άκρο του μία φθορίζουσα 

χρωστική (fluorescent reporter dye) και στο 3΄ άκρο ένα μόριο που εμποδίζει το 

φθορισμό της χρωστικής (quencher). Η πολυμεράση εκτοπίζει και υδρολύει το 

σημασμένο μόριο με αποτέλεσμα την απομάκρυνση της φθορίζουσας χρωστικής 

από το μόριο που εμποδίζει το φθορισμό και την ανίχνευση φθορισμού. Το σήμα 

που λαμβάνεται είναι ευθέως ανάλογο του αριθμού των μορίων που υπάρχουν στο 

τέλος του προηγούμενου κύκλου ή την αρχή του επόμενου. Η μέθοδος έχει μεγάλη 

ειδικότητα αλλά είναι πιο δύσκολη στο σχεδιασμό.  

Χρωστικές προσδεόμενες στο DNA (DNA-binding dyes): βασίζεται στην 

ανίχνευση ειδικής φθορίζουσας χρωστικής (SYBR Green) που προσδένεται στο 

δίκλωνο μόριο DNA. Η ελεύθερη χρωστική στο διάλυμα φθορίζει ελάχιστα, ενώ 

κατά το στάδιο επιμήκυνσης (elongation) αυξανόμενα ποσά χρωστικής 

προσδένονται στο σχηματιζόμενο δίκλωνο μόριο DNA με αποτέλεσμα την αύξηση 
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στην ανίχνευση του φορίζοντος σήματος. Το σήμα αυτό μειώνεται κατά το στάδιο 

της αποδιάταξης (denaturation). Συνεπώς η ανίχνευση του σήματος στο τέλος του 

σταδίου επιμήκυνσης κάθε κύκλου είναι εκείνη που καταγράφει το αυξανόμενο 

ποσό του DNA. Μειονέκτημα της μεθόδου αποτελεί το γεγονός ότι η ειδικότητα 

καθορίζεται αποκλειστικά από τους εκκινητές. Αφού η παρουσία οποιουδήποτε 

δίκλωνου μόριου DΝA εκπέμπει φθορισμό, η μέθοδος δεν είναι πιο ειδική από τη 

συμβατική RT-PCR. Ωστόσο η ειδικότητα των προϊόντων μπορεί να επιβεβαιωθεί 

δημιουργώντας την καμπύλη τήξεως ή αποδιάταξης (melting curve or dissosiation 

curve) του προϊόντος. Η καμπύλη αυτή προκύπτει μετρώντας το φθορισμό που 

λαμβάνεται όταν η θερμοκρασία αυξάνεται προοδευτικά πάνω από τη θερμοκρασία 

τήξεως (Τm) του πολλαπλασιαζόμενου μορίου (amplicon). Δεδομένου ότι η 

θερμοκρασία αυτή εξαρτάται από τη νουκλεοτιδική σύσταση, είναι δυνατό να 

ταυτοποιηθεί το σήμα που λαμβάνεται από το σωστό προϊόν.  

σχεδιασμό φθοριζόντων μορίων (probes) ειδικών έναντι του μορίου στόχου που 

πολλαπλασιάζεται. Στην παρούσα μελέτη επελέγη η μέθοδος ανίχνευσής τους με τη 

βοήθεια της φθορίζουσας χρωστικής SYBR GREEN.  

 

ΙΙ. Σχεδιασμός του πολλαπλασιαζόμενου τμήματος DNA  

Το βέλτιστο μήκος του πολλαπλασιαζόμενου τμήματος DNA (μορίου-

στόχου) για την Real-time PCR είναι μικρότερο από 100 ζεύγη βάσεων (bp). Τα 

μικρότερα μόρια πολλαπλασιάζονται με μεγαλύτερη απόδοση και είναι πιο 

ανθεκτικά στις συνθήκες της αντίδρασης.  

 

IΙΙ. Σχεδιασμός των ειδικών εκκινητών  

Οι ειδικοί εκκινητές θα πρέπει να προσδένονται στην ένωση δύο εξονίων 

προκειμένου να αποφεύγονται ψευδώς θετικά αποτελέσματα που προκύπτουν από 

τον πολλαπλασιασμό γενομικού DNA που έχει επιμολύνει το δείγμα. Ο σχεδιασμός 

τους βασίζεται στην εκτιμώμενη θερμοκρασία τήξεως τους (Tm), στην προτίμηση 

για πολλαπλασιαζόμενα τμήματα DNA μικρού μεγέθους καθώς και στη θέση 

πρόσδεσης των probes. Το βέλτιστο μήκος τους είναι περίπου 15-20 βάσεις και η 

περιεκτικότητά τους σε βάσεις γουανίνης/κυτοσίνης (G/C) θα πρέπει να κυμαίνεται 

μεταξύ 20-70%. Η θερμοκρασία τήξης τους δε θα πρέπει να διαφέρει περισσότερο 

από 1-2οC, με ελάχιστη και μέγιστη τους 58οC και 60οC αντίστοιχα. Η παρουσία 

τους σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις μπορεί να προάγει τη λανθασμένη πρόσδεσή 

τους (mispriming) και τη συσσώρευση μη ειδικού προϊόντος. Αντίθετα η χαμηλή 

συγκέντρωσή τους σπάνια αποτελεί πρόβλημα για τη Real-Time PCR διότι τα 

αντίγραφα του μορίου στόχου έχουν συνήθως υπολογιστεί πριν εξαντληθεί η 

ποσότητα των εκκινητών. Υπάρχουν διάφορα προγράμματα σχεδιασμού ειδικών 
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εκκινητών. Αυτό που χρησιμοποιήθηκε για το σχεδιασμό των εκκινητών στην 

παρούσα μελέτη είναι το λογισμικό Primer 3.  

 

 

IV. Ποσοτικοποίηση  

Το παρακάτω διάγραμμα δείχνει μία αντιπροσωπευτική γραφική παράσταση 

πολλαπλασιασμού (amplification plot) στην οποία φαίνονται οι παράμετροι που 

χρησιμοποιούνται κατά την ποσοτικοποίηση (εικόνα 22). Η γραφική παράσταση 

πολλαπλασιασμού είναι το γράφημα του σήματος φθορισμού σε συνάρτηση με τον 

αριθμό των κύκλων της αντίδρασης.  

 

Εικόνα 22. Γραφική παράσταση πολλαπλασιασμού (amplification plot) που προκύπτει κατά τη Real-

time PCR (αναλυτικά στο κείμενο).  

 

Στους αρχικούς κύκλους της PCR παρατηρείται μια μικρή αλλαγή στο σήμα 

φθορισμού. Αυτή η φάση αντιστοιχεί στο αρχικό στάδιο βασικού φθορισμού 

(baseline) του γραφήματος. Οι τιμές του φθορισμού καταγράφονται κατά τη 

διάρκεια κάθε κύκλου και αντιπροσωπεύουν το ποσό του προϊόντος μέχρι εκείνο το 

σημείο της αντίδρασης. Όσο περισσότερο είναι το αρχικό ποσό του μορίου-στόχου 

(template) κατά την έναρξη της αντίδρασης, τόσο μικρότερος είναι ο αριθμός των 

κύκλων που απαιτούνται προκειμένου να φτάσει η αντίδραση στο σημείο εκείνο 

που το σήμα φθορισμού καταγράφεται για πρώτη φορά ως στατιστικά σημαντικό σε 

σχέση με το αρχικό στάδιο βασικού φθορισμού [324]. Αυτό το σημείο ορίζεται ως Ct 

(threshold cycle) και εντοπίζεται πάντα στην εκθετική φάση πολλαπλασιασμού. 

Αυτό σημαίνει ότι η ποσοτικοποίηση δεν επηρεάζεται από την εξάντληση κάποιου 

από τα συστατικά, συνήθως των εκκινητών, η οποία συμβαίνει κατά τη φάση 

κορεσμού (plateau). Το ΔRn (delta Rn) είναι το μέγεθος του σήματος που 

καταγράφεται στη συγκεκριμένη αντίδραση PCR. Η ένταση του εκπεμπόμενου 
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φθορισμού της χρωστικής διαιρούμενη από την ένταση του εκπεμπόμενου 

φθορισμού μιας χρωστικής αναφοράς αποτελεί το Rn (normalized reporter). Αυτή η 

χρωστική αναφοράς (passive reference dye) είναι απαραίτητη για την διόρθωση 

διακυμάνσεων που αφορούν αλλαγές στη συγκέντρωση ή τον όγκο και 

συμπεριλαμβάνεται σε όλα τα SDS kits της αντίδρασης PCR.  

Η ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων στην real-time PCR μπορεί να είναι 

είτε απόλυτη είτε σχετική. Η απόλυτη ποσοτικοποίηση γίνεται όταν είναι αναγκαία η 

γνώση του ακριβούς αριθμού των αντιγράφων του RNA στόχου, και 

πραγματοποιείται μέσω της δημιουργίας απόλυτης πρότυπης καμπύλης (absolute 

standard curve). Αυτό προϋποθέτει τη συμβολή δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης.  

Η σχετική ποσοτικοποίηση χρησιμοποιείται για την ανάλυση της έκφρασης 

ενός γονιδίου σε ένα δείγμα σε σχέση με ένα άλλο γονίδιο αναφοράς. Η σχετική 

ποσοτικοποίηση μπορεί να γίνει με πρότυπη καμπύλη ή με την συγκριτική CT 

μέθοδο (comparative CT method). Και οι δύο μέθοδοι δίνουν ισοδύναμα 

αποτελέσματα. Όσον αφορά την πρότυπη καμπύλη, η ποσότητα του μορίου-

στόχου εκφράζεται σε σχέση με ένα δείγμα που λέγεται ρυθμιστής (calibrator). Η 

ζητούμενη ποσότητα καθορίζεται από την πρότυπη καμπύλη και διαιρείται από την 

ποσότητα του ρυθμιστή. ‘Έτσι ο ρυθμιστής αποτελεί το 1× δείγμα και όλες οι άλλες 

ποσότητες εκφράζονται ως n-φορές σε σχέση με αυτόν. Επειδή ακριβώς η 

ποσότητα του δείγματος διαιρείται με την ποσότητα του ρυθμιστή, η γνώση της 

απόλυτης τιμής των πρότυπων δειγμάτων (standards) που θα δημιουργήσουν την 

καμπύλη δεν είναι αναγκαία. Στην περίπτωση κατά την οποία η ποσότητα του 

δείγματος μας κανονικοποιείται ως προς ένα εσωτερικό μάρτυρα (endogenous 

control), οι πρότυπες καμπύλες δημιουργούνται τόσο για το μόριο-στόχο όσο και 

για τον εσωτερικό μάρτυρα. Για κάθε δείγμα το ποσό του στόχου και του 

εσωτερικού μάρτυρα καθορίζεται από την κατάλληλη πρότυπη καμπύλη, και από 

τον λόγο τους προκύπτει η κανονικοποιημένη τιμή του μορίου-στόχου (normalized 

target value). Κάθε κανονικοποιημένη τιμή στη συνέχεια διαιρείται από την 

κανονικοποιημένη τιμή του calibrator και έτσι προκύπτει το σχετικό επίπεδο 

έκφρασης ως προς αυτόν που, όπως αναφέρθηκε, αποτελεί το 1×δείγμα.  

Η δεύτερη μέθοδος, η συγκριτική CT μέθοδος (comparative CT method), είναι 

παρόμοια με τη μέθοδο της πρότυπης καμπύλης αλλά βασίζεται σε αριθμητικούς 

τύπους για να επιτύχει το ίδιο αποτέλεσμα σχετικής ποσοτικοποίησης. Το ποσό του 

μορίου-στόχου κανονικοποιημένο ως προς έναν εσωτερικό μάρτυρα σε σχέση με 

ένα μόριο-ρυθμιστή (calibrator) δίνεται από τη σχέση 2-ΔΔCt . 

Το πλεονέκτημα της συγκριτικής CT μεθόδου είναι ακριβώς ότι δεν υπάρχει 

ανάγκη δημιουργίας πρότυπης καμπύλης και αποφεύγονται τα λάθη κατά την 

αραίωση των δειγμάτων για τη δημιουργία της. Επίσης επιτρέπει να παραμείνουν 
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αχρησιμοποίητα αρκετά πηγαδάκια (wells) εξοικονομώντας χώρο για μεγαλύτερο 

προς μελέτη αριθμό δειγμάτων. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό για τα συγκεκριμένα 

πειράματα όπου ο αριθμός των δειγμάτων είναι μεγάλος και κάθε δείγμα ελέγχεται 

δύο φορές σε κάθε αντίδραση. Για τους παραπάνω λόγους στην παρούσα μελέτη 

επελέγη η ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με την συγκριτική μέθοδο 

(comparative CT method).  

 

V. Κανονικοποίηση- Επιλογή εσωτερικού μάρτυρα  

Κατά την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων είναι δυνατό να προκύψουν 

σφάλματα που οφείλονται στη διακύμανση του αρχικού ποσού του υλικού DNA ή 

RNA μεταξύ των δειγμάτων. Η διόρθωση αυτής της διακύμανσης μεταξύ των 

δειγμάτων μπορεί να επιτευχθεί με τον ταυτόχρονο πολλαπλασιασμό ενός 

εσωτερικού μάρτυρα (endogenous control) ως προς τον οποίο, όπως αναφέρθηκε 

και παραπάνω, θα κονονικοποιηθεί στη συνέχεια το δείγμα. Ο ιδανικός εσωτερικός 

μάρτυρας θα πρέπει να εκφράζεται σταθερά μεταξύ των διαφόρων ιστών ενός 

οργανισμού, σε όλα τα στάδια της ανάπτυξης, και θα πρέπει να παραμένει 

ανεπηρέαστος από τους χειρισμούς του πειράματος. Επίσης θα πρέπει να 

εκφράζεται αδρά στο ίδιο επίπεδο με το υπό εξέταση γονίδιο. Οι πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενοι εσωτερικοί μάρτυρες είναι η β-ακτίνη, η δεϋδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH), το ριβοσωμικό RNA (rRNA) και άλλα 

RNAs. Στην παρούσα μελέτη ως εσωτερικός μάρτυρας επελέγη η η δεϋδρογονάση 

της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH). Αποτελεί ένα από τα πρώτα RNA 

που χρησιμοποιήθηκαν γι’ αυτό το σκοπό. Εκφράζεται σε μέτρια επίπεδα στους 

περισσότερους κυτταρικούς τύπους και κωδικοποιεί για ένα ένζυμο που καταλύει το 

έκτο βήμα της γλυκόλυσης για την παραγωγή ενέργειας. 

VI. Βελτιστοποίηση της πειραματικής διαδικασίας  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η αντίδραση two step RT- PCR. 

Αυτό σημαίνει ότι προηγήθηκε σε ξεχωριστό στάδιο η αντίστροφη μεταγραφή του 

RNA σε cDNA και στη συνέχεια το παραγόμενο cDNA χρησιμοποιήθηκε ως 

εκμαγείο για την αντίδραση της real-time PCR. Για να μειωθεί όσο το δυνατόν 

περισσότερο το σφάλμα που προκύπτει από διαφορές στην απόδοση της 

αντίδρασης RT, όλα τα δείγματα cDNA παρασκευάστηκαν μαζί χρησιμοποιώντας 

τα ίδια αντιδραστήρια και τοποθετήθηκαν ταυτόχρονα στην ίδια συσκευή PCR. Για 

να ελεγχθεί η επαναληψιμότητα της αντίδρασης real-time PCR κάθε δείγμα 

«έτρεξε» στη αντίδραση εις διπλούν (duplicates). Στην ίδια αντίδραση τα ίδια 

δείγματα ελέγχθηκαν χρησιμοποιώντας και εκκινητές που ανίχνευαν τον εσωτερικό 

μάρτυρα GAPDH. Ταυτόχρονα πραγματοποιήθηκαν δυο είδη αντιδράσεων control: 
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αντιδράσεις με όλα τα συστατικά εκτός του cDNA και αντιδράσεις με όλα τα 

συστατικά στα οποία αντί του cDNA προστίθεται το προϊόν της αντίδρασης control 

της αντίστροφης μεταγραφής και για τα δύο είδη εκκινητών (του εκάστοτε γονιδίου 

και της GAPDH). Τέλος χρησιμοποιήθηκε και δείγμα που εκφράζει τα υπό μελέτη 

γονίδια και αποτέλεσε τον ρυθμιστή (calibrator) ως προς τον οποίο εκφράστηκαν τα 

ποσοτικά αποτελέσματα των γονιδίων.  

Για κάθε δείγμα το μηχάνημα της real-time PCR μας δίνει την τιμή Ct, καθώς 

και τις γραφικές παραστάσεις πολλαπλασιασμού (amplification plot) και τις 

καμπύλες τήξεως ή αποδιάταξης (melting curve or dissosiation curve) των 

προϊόντων και σύμφωνα με τα παραπάνω υπολογίζεται για κάθε δείγμα το 2-ΔΔCT. 

Το σύνολο των τιμών επεξεργάζεται στη συνέχεια με στατιστικό πρόγραμμα για τον 

προσδιορισμό της έκφρασης του εκάστοτε γονιδίου στους διαφορετικούς 

πληθυσμούς μελέτης.  

 

VII. Σχεδιασμός και προετοιμασία της αντίδρασης 

Πριν την αντίδραση, στο cDNA κάθε δείγματος έγινε αραίωση 1:10 και 

χρησιμοποιήθηκε όγκος που αντιστοιχεί σε 1 μg RNA. Ως calibrator 

χρησιμοποιήθηκε cDNA από ιστούς ανθρώπου ή κυτταρικές σειρές που εκφράζουν 

τα γονίδια ενδιαφέροντος, ενώ ως αρνητικοί μάρτυρες-δείγματα χωρίς cDNA και 

RNA. 

Για την ποσοτικοποίηση των γονιδίων VDR, Pit-1, Pit-2, RUNX2, FGF23, 

FGFR1c, COL10A1, MMP-13, OPN, OC χρησιμοποιήθηκε το διάλυμα SYBR Green 

PCR Master Mix της Applied Biosystems  στη συσκευή ABI 7300 (Applied 

Bosystems Foster, CA), ενώ οι ειδικοί για κάθε αντίδραση εκκινητές καθώς και οι 

εκάστοτε συνθήκες αναφέρονται στον Πίνακα 4.  

Η διαδικασία της PCR περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους 

θερμοκρασιακούς κύκλους (30-40), καθένας από τους οποίους αποτελείται από 

τρία στάδια:  

 αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 95οC 

 σύνδεση των εκκινητών στα δύο αντίθετα άκρα της μονόκλωνης πια 

ακολουθίας-στόχου, σε θερμοκρασία που εξαρτάται κάθε φορά από τη σύνθεση 

των εκκινητών 

 θέρμανση του μείγματος στους 72οC, έτσι ώστε η πολυμεράση να 

πραγματοποιήσει την αντιγραφή του DNA-στόχου με τη βοήθεια των dNTPs, 

ξεκινώντας από τους εκκινητές. 

Η χρονική διάρκεια του κάθε σταδίου εξαρτάται από το μήκος (σε bp) του 

υπό ενίσχυση τμήματος DNA και με την παραπάνω διαδικασία επιτυγχάνεται η 

συλλογή ενός εκατομμυρίου περίπου αντιγράφων της επιθυμητής ακολουθίας, 
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καθώς ο κάθε θερμοκρασιακός κύκλος διπλασιάζει το προϊόν του προηγούμενου 

κύκλου. 

 

Γονίδιο  Εκινητές 

Μεγεθος 

Προϊόντος 

(bp) 

Tm Κύκλοι 

RUNX2 
F 

R 

5′-GATGACACTGCCACCTCTGAC-3’ 

5′-GGGATGAAATGCTTGGGAAC-3′ 
120 58 35 

COL10A1 
F 

R 

5’-CAGGCATAAAAGGCCCACTA-3’ 

5’-GTGGACCAGGAGTACCTTGC-3’ 
107 59 35 

MMP-13 
F 

R 

5’-TGGCATTGCTGACATCATGA-3’ 

5’-GCCAGAGGGCCCATCAA-3’ 
75 56 35 

OPN 
F 

R 

5’-TGAAACGAGTCAGCTGGATG-3’ 

5’ TGAAATTCATGGCTGTGGAA-3’ 
162 60 35 

OC 
F 

R 

5’-AGAGTCCAGCAAAGGTGCAG-3’ 

5’-TCAFCCAACTCGTCACAGTC-3’ 
171 55 35 

FGF23 
F 

R 

5’-TGCTGGCTTTGTGGTGATTA-3’ 

5’-TTCTCCGGGTCGAAATAGTG-3’ 
99 60 40 

FGFR1c 
F 

R 

5’-AACCTGCCTTATGTCCAGATCT-3’ 

5’-AGGGGCGAGGTCATCACTGC-3’ 
208 65 35 

Pit-1 
F 

R 

5’- AGCGTGGACTTGAAAGAGGA-3' 

5’- TACAGGCCGGAATCCTTATG-3’ 
161 60 40 

Pit-2 
F 

R 

5’- GGGAGCTCACAAGTGCTTTC-3’ 

5’- AGGGTGGGAGACAGACAATG-3’ 
216 60 40 

VDR 
F 

R 

5’-GCCCACCATAAGACCTACGA-3’ 

5’-GATTGGAGAAGCTGGACGAG-3’ 
202 60 40 

GAPDH 
F 

R 

5’-ACCACTGTCCACGCCATCAC-3’ 

5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 
185 60 40 

 
Πίνακας 4. Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική RT-PCR για τη μελέτη της 

μεταγραφικής έκφρασης των αναφερθέντων γονιδίων καθώς και τα μεγέθη των προϊόντων, τα Tm των 

εκκινητών και οι κύκλοι ενίσχυσης της RT-PCR. Το stock διάλυμα των εκκινητών είχε συγκέντρωση 

100pmol ενώ η συγκέντρωση στην τελική αντίδραση ήταν 20pmol. 

 
Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης των γονιδίων 

περιέχει: 

 cDNA      2 μl 

 SYBR Green     12 μl  

 Εκκινητής  Forward (20p/mol)  1 μl 

 Εκκινητής  Reverse (20p/mol)  1 μl 
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 δις απεσταγμένο νερό    4 μl  

 Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  

 αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 10 λεπτά 

 x κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της 

αλληλουχίας-στόχου σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στη θερμοκρασία του 

σημείου τήξεως (melting temperature, Τm) του κάθε εκκινητή για 

30 δευτερόλεπτα 

-επιμήκυνση στους 72oC για 15 δευτερόλεπτα 

 τελική επιμήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 

 

Β.1.6 Απομόνωση πρωτεϊνών από καλλιεργημένα χονδροκύτταρα  

 Η απομόνωση του συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από τα 

χονδροκύτταρα γίνεται με σκοπό τον έλεγχο και τη μέτρηση της πρωτεϊνικής 

έκφρασης. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται δίαλυμα λύσης κυττάρων ( lysis 

buffer) το οποίο προστίθεται στο κυτταρικό ίζημα σε ποσότητα ανάλογη του 

ιζήματος. Τα διάλυμα λύσης αποτελείται από: 

 Tris –HCl    1M, pH=8    

 EDTA       0,5M     

 NaCl            1M      

 Γλυκερόλη  100%     

 Triton X-100  100%     

 Δις απεσταγμένο νερό           

 

Στο κυτταρικό ίζημα προστίθενται και αναστολείς πρωτεασών (protease 

inhibitor cocktail tablets EDTA-free της Roche) πριν από το διάλυμα λύσης. Οι 

πρωτεάσες σερίνης ή ενδοπεπτιδάσες σερίνης είναι ένζυμα με ένα κατάλοιπο 

σερίνης στο ενεργό τους κέντρο που υδρολύουν τους πεπτιδικούς δεσμούς των 

πρωτεϊνών και έτσι το μόριο χάνει την ενεργότητα του. Η προσθήκη των 

αναστολέων πρωτεασών παρέχει προστασία στις πρωτεΐνες που απομονώνονται 

από τα χονδροκύτταρα από τη δράση αυτών των πρωτεασών.  

 

Τα στάδια της απομόνωσης πρωτεϊνών είναι ως εξής: 

 Συλλογή κυττάρων από φλάσκες 25cm3, όπως περιγράφηκε σε προηγούμενη 

παράγραφο. 

 Αναλόγως του αριθμού των κυττάρων προστίθεται 10-30μL αναστολείς 

πρωτεασών και 200μL διαλύματος λύσης. Επαναδιάλυση του ιζήματος. 
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 Ακολουθεί μηχανική ανάδευση σε vortex που εναλλάσεται με δεκάλεπττη 

παραμονή των δειγμάτων στον πάγο, για 40 λεπτά συνολικά και φυγοκέντρηση 

στις 12000rpm για 15 λεπτά στους 4οC. 

 Μεταφορά υπερκειμένου σε νέο σωληνάριο 

 Ακολουθεί φωτομέτρηση για τον έλεγχο της πρωτεϊνικής ποσότητας  

 

O υπολογισμός της ποσότητας των πρωτεϊνών που απομονώθηκαν έγινε 

με τη χρήση Bio-Rad Protein Assay.  Συγκεκριμένα, ο υπολογισμός έγινε με τη 

μέθοδο Bradford, κατά την οποία μια χρωστική (Coomassie Brilliant Blue G-250), 

όταν δεσμευτεί σε μια πρωτεΐνη αλλάζει το μέγιστο απορρόφησης  από τα 460nm 

στα 595nm. Καταρχήν, δημιουργήθηκε μια πρότυπη καμπύλη συσχέτισης τιμών 

απορρόφησης με πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις, με τη χρήση δειγμάτων γνωστής 

συγκέντρωσης πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, ποσότητες από 1μg έως 20μg 

αλβουμίνης του ορού βόος (Bovine Serum Albumine-BSA) διαλύθηκαν σε 800μl 

dH2O. Κατόπιν, προστέθηκαν 200μl χρωστικής, το μίγμα επωάστηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά, αναδεύτηκε ήπια αρκετές φορές, μεταφέρθηκε 

σε κυβέττα και φωτομετρήθηκε στα 595 nm (BECKMAN DU520). Από τις τιμές των 

απορροφήσεων των διαφόρων συγκεντρώσεων κατασκευάστηκε η πρότυπη 

καμπύλη.  
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Γράφημα 1. Πρότυπη καμπύλη αλβουμίνης για την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών. 

 

Όσον αφορά στις πρωτεΐνες άγνωστης συγκέντρωσης, ποσότητα 5μl από το 

διάλυμα προστέθηκε σε 495μl διαλύματος Bradford και ακολούθησε η παραπάνω 

διαδικασία. Οι τιμές απορρόφησης που προέκυψαν συγκρίθηκαν με την πρότυπη 

καμπύλη και βρέθηκε η συγκέντρωση σε πρωτεΐνη των απομονωθέντων 

δειγμάτων.  
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B.1.7. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου –SDS 

Η ηλεκτροφόρηση βασίζεται στο φαινόμενο ότι ένα μόριο με καθαρό φορτίο, 

όπως πρωτεΐνες, DNA, RNA,  θα μετακινηθεί σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Η ταχύτητα 

μετακίνησης (u) μίας πρωτεΐνης (ή κάθε μορίου) σε ένα ηλεκτρικό πεδίο, εξαρτάται 

από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου (E), το καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης (z) και 

τον συντελεστή τριβής (f): 

u = Ez/f 

 

Η σταθερά τριβής εξαρτάται από τη μάζα και το σχήμα του μορίου που μετακινείται, 

καθώς και από την πυκνότητα του μέσου. Ο ηλεκτροστατικός διαχωρισμός γίνεται 

σχεδόν πάντα σε πηκτή και όχι σε υγρό, κυρίως για δύο λόγους. Καταρχήν η πηκτή 

καταστρέφει τα ρεύματα που δημιουργούνται από μικρές βαθμιδώσεις 

θερμοκρασίας – απαραίτητη προϋπόθεση για σωστό διαχωρισμό. Δεύτερον, η 

πηκτή λειτουργεί σαν μοριακός ηθμός καθιστώντας έτσι ευκολότερους τους 

διαχωρισμούς μορίων. Τα μόρια που είναι μικρά σε σχέση με τους πόρους της 

πηκτής κινούνται εύκολα δια μέσου της πηκτής, ενώ τα μεγάλα μόρια μένουν 

σχεδόν αμετακίνητα. Μόρια ενδιάμεσου μεγέθους μετακινούνται μέσα από την 

πηκτή με διαφορετικές ταχύτητες. Οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου είναι προτιμότερες 

για ηλεκτροφόρηση, γιατί αποτελούνται από χημικά ουδέτερες ενώσεις, ενώ οι 

πόροι της πηκτής μπορούν εύκολα να ρυθμιστούν, επιλέγοντας διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ακρυλαμιδίου και μεθυλενοδισακρυλαμιδίου, στον πολυμερισμό για 

τον σχηματισμό της πηκτής. 

 Σε μία ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαμιδίου κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται κυρίως βάσει του μοριακού τους βάρους. Το 

δωδεκακυλοθειϊκό (SDS) είναι ένα ανιοντικό απορρυπαντικό που καταστρέφει τις 

μη- ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μιας φυσικής πρωτεΐνης. Τα ανιόντα του SDS 

δεσμεύονται στις κυρίες αλυσίδες σε αναλογία ενός μορίου SDS ανά 2 αμινοξέα, 

που δίνει στο σύμπλοκο του SDS με την αποδιαταγμένη πρωτεΐνη ένα μεγάλο 

φορτίο, περίπου ανάλογο με τη μάζα της. Το αρνητικό φορτίο που αποκτάται με τη 

δέσμευση του SDS είναι συνήθως πολύ μεγαλύτερο απ’ ότι το αρχικό φορτίο της 

φυσικής πρωτεΐνης, επομένως αυτό το αρχικό φορτίο καθίσταται αμελητέο. Η 

μετακίνηση γίνεται σε λεπτή κατακόρυφη στιβάδα και με αυτόν τον τρόπο 

ηλεκτροφόρησης η μετακίνηση των περισσότερων πολυπεπτιδικών αλυσίδων κάτω 

από αυτές τις συνθήκες είναι απολύτως ανάλογη με το λογάριθμο της μάζας τους.  

Πρωτόκολλο ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακριλαμιδίου - SDS 
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O διαχωρισμός των πρωτεϊνών έγινε με ηλεκτροφόρηση μιας διάστασης σε 

πηκτή πολυακρυλαμιδίου-SDS.  

 Πριν την ηλεκτροφόρηση τα δείγματα προετοιμάζονται με την προσθήκη 5μ l 

διαλύματος χρωστικής μπλε της βρωμοφαινόλης (Sample Buffer, Invitrogen) και 

2 μl αναγωγικού διαλύματος (Reducing buffer, Invitrogen) σε όγκο δείγματος 

που αντιστοιχεί σε 25μg πρωτεΐνης. Το  διάλυμα της χρωστικής βοηθάει στην 

ανίχνευση των πρωτεϊνών κατά τον διαχωρισμό τους στην πηκτή. Το διάλυμα 

αυτό είναι αδρανές και δεν επηρεάζει το διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Καθώς το 

δείγμα φθάνει στο τέλος του πηκτώματος, το μπλε χρώμα της χρωστικής γίνεται 

κίτρινο. Το αναγωγικό διάλυμα έχει την ιδιότητα να ανάγει τη δευτεροταγή δομή 

της πρωτεΐνης (μετατρέπει τους δισουλφιδικούς δεσμούς σε ελεύθερες 

σουλφιδρυλικές ομάδες). Συνεπώς οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται μόνο βάση του 

μοριακού τους βάρους. Το SDS που υπάρχει στην πηκτή μεταδίδει στις 

πρωτεΐνες καθαρό θετικό φορτίο και έτσι κατευθύνονται από το πάνω μέρος της 

συσκευής προς τον αρνητικά φορτισμένο κάτω πόλο. Αφού προστεθούν τα δύο 

αυτά διαλύματα, προστίθεται επίσης δις απεσταγμένο νερό  μέχρι να φθάσει ο 

τελικός όγκος τα 20μl.  

 Ακολουθεί αποδιάταξη των πρωτεϊνών με θέρμανση για 10 λεπτά στους 75οC  

 Στη συνέχεια τα δείγματα φορτώνονται στην πηκτή. Στην αριστερή άκρη της 

πηκτής φορτώνεται μάρτυρας γνωστών μοριακών βαρών (Precision plus 

Protein Standards, Bio-Rad).  

 Παράλληλα με τη θέρμανση των δειγμάτων προετοιμάζουμε το διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης (Nu Page Mes Running Buffer, Invitrogen) που θα 

τοποθετηθεί στη συσκευή. To διάλυμα ηλεκτροφόρησης δημιουργεί ένα 

πρότυπο μετακίνησης των πρωτεϊνών. Η οξείδωση των πρωτεϊνών εμποδίζεται 

με την προσθήκη αντιοξειδωτικού (Nu Page antioxidant, Invitrogen).  

 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση στα 120V για 30-40 λεπτά. 

 Στη διάρκεια αυτή προετοιμάζονται τα διαλύματα και τα υλικά για την 

ανοσοαποτύπωση  των πρωτεϊνών (Western blot). 

 

B.1.8 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών RUNX2, FGF23, FGFR1c, VDR, Pit-1, Pit-

2, COL10A1, MMP-13, OPN, OC, total-ERK, phospho-ERK1/2, κασπάση-9, με 

την τεχνική Western Blot 

Η ανοσοαποτύπωση βασίζεται στη μεταφορά των αποδιαταγμένων 

πρωτεϊνών σε μία ειδική επιφάνεια και στην ανίχνευση των επιλεγμένων πρωτεϊνών 

με τη χρήση ειδικού αντισώματος. Η επιφάνεια αυτή είναι συνήθως μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης και επιτρέπει στις πρωτεΐνες να αντιδράσουν με το αντίσωμα. Το 

αντίσωμα που χρησιμοποιείται αναγνωρίζει την πρωτεΐνη σαν αντιγόνο και 
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δεσμεύεται σε αυτή. Το σύμπλοκο αντιγόνου – αντισώματος στην επιφάνεια μπορεί 

να ανιχνευτεί με την προσθήκη δεύτερου αντισώματος ειδικού για το πρώτο (π.χ. 

αντίσωμα αίγας που αναγνωρίζει αντίσωμα ποντικού). Μία ραδιενεργός σήμανση 

του δεύτερου αντισώματος δημιουργεί μία σκοτεινή γραμμή σε φιλμ ακτίνων Χ 

(αυτοραδιόγραμμα).  

Στη παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε δεύτερο αντίσωμα σημασμένο με το 

ένζυμο υπεροξειδάση της ραπανίδας (horseradish peroxidase, HRP) και η 

ανίχνευση γίνεται με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (enhanced 

chemiluminescence, ECL)  

Μετά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών απομακρύνεται η πηκτή από τη 

θήκη της προσεκτικά και ακολουθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη. 

Αναλυτικότερα: 

 Διάλυμα μεταφοράς (Nu Page Transfer Buffer, Invitrogen) 

 Φύλο μεμβράνης νιτροκυτταρίνης (Amersham) επωάζεται σε διάλυμα 

μεταφοράς. 

 6 σφουγγαράκια (Invitrogen) επωάζονται σε διάλυμα μεταφοράς 

 χαρτί Whitman (Bioline) τοποθετείται σε διάλυμα μεταφοράς. 

 Κατασκευάζεται στιβάδα με: 3 σφουγγαράκια  χαρτί Whitman  πηκτή  

μεμβράνη  χαρτί Whitman  3 σφουγγαράκια  

 Τοποθέτηση στο κουτί Xcell Blot Module (Invitrogen) 

 Το κουτί που περιέχει τη στιβάδα με την  πηκτή τοποθετείται στη συσκευή Xcell 

Surelock με διάλυμα μεταφοράς στη μέση και δις απεσταγμένο νερό γύρω-

γύρω. 

  Ακολουθεί μεταφορά για 1h και 30-40min στα 30Volt και 210mA 

  Αφού τελειώσει η μεταφορά των περιεχομένων της πηκτής στη μεμβράνη, 

αφαίρεση της μεμβράνης και χρώση με διάλυμα Ponceau S (Sigma) μέχρι να 

εμφανιστούν οι πρωτεΐνες με κόκκινο χρώμα, για να διαπιστωθεί η ισοφόρτωση 

των δειγμάτων και η επιτυχής μεταφορά των πρωτεϊνών στη μεμβράνη. 

  Επώαση της μεμβράνη σε διάλυμα πλύσης ΤBS που περιέχει PBS και 1% 

Tween-20 (BioRad) για 10 λεπτά και επανάληψη του σταδίου 2 φορές. 

  Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα κορεσμού 5% (Blotting Grade Blocker, 

BioRad) για 1,5-2h για τον κορεσμό των θέσεων δέσμευσης πρωτεϊνών της 

μεμβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος ώστε να αποφευχθούν μη 

εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις του αντισώματος με τη μεμβράνη και κατόπιν 

έκπλυση 3 φορές με TBS για 10min. 

  Αμέσως μετά η μεμβράνη επωάζεται ολονύκτια στους 4οC με το εκάστοτε 

αντίσωμα (Πίνακας 5) στην κατάλληλη αραίωση σε PBS-0,1% Tween 20 με 5% 

γάλα σε σκόνη υπό συνεχή ανάδευση στους 4οC  
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 Απομάκρυνση του πρώτου αντισώματος και έκπλυση της μεμβράνης με ΤBS 3 

φορές για 10min, έτσι ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του πρώτου 

αντισώματος 

 Επώαση της μεμβράνης με δεύτερο αντίσωμα, συζευγμένο με υπεροξειδάση, 

που αναγνωρίζει και προσδένεται στο πρώτο αντίσωμα,  στην κατάλληλη 

αραίωση σε PBS-0,1% Tween 20 με 5% γάλα σε σκόνη υπό συνεχή ανάδευση 

για 1h σε θερμοκρασία δωματίου.  

 Απομάκρυνση του δεύτερου αντισώματος και έκπλυση 3 φορές με TBS για 

10min. 

 Η ανίχνευση γίνεται με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας. 

  

Για την εμφάνιση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της 

ενισχυμένης χημειοφωταύγειας. Η μεμβράνη επωάστηκε για ένα λεπτό σε 10 ml 

διαλύματος λουμινόλης (1,25 mM σε 0,1 Μ Tris-Cl pH 8,5), στο οποίο προστέθηκαν 

10 μl 3% Η2Ο2 και 100 μl κουμαρικού οξέος (6,8 mM σε DMSO). Η συζευγμένη με 

το δεύτερο αντίσωμα υπεροξειδάση αντιδρά με το υπεροξείδιο δημιουργώντας ρίζες 

υπεροξειδίου, οι οποίες αντιδρούν με τον ενισχυτή της χημειοφωταύγειας 

κουμαρικό οξύ δημιουργώντας ρίζες κουμαρικού οξέος. Αυτές με τη σειρά τους 

οξειδώνουν της λουμινόλη σε 3-αμινο-φθαλικό, ουσία η οποία εκπέμπει φως. Στη 

συνέχεια η μεμβράνη καλύφθηκε με διαφανή μεμβράνη και ακολούθησε έκθεση σε 

φωτογραφικό φιλμ Hyperfilm ECL (Amersham). Το φιλμ εμφανίστηκε με τα 

αντιδραστήρια εμφάνισης (3 λεπτά επώαση στο διάλυμα ανάπτυξης (Κοdak), 3 

λεπτά στο διάλυμα σταθεροποίησης (Kodak) και 3 λεπτά σε νερό. 

 Ο ποσοτικός προσδιορισμός των αποτελεσμάτων που προέκυψαν από την 

ανοσοαποτύπωση πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του προγράμματος Image 

Quant 6. Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιεί μία διαδικασία ποσοτικοποίησης, κατά 

την οποία συγκρίνει τη σχετική ένταση διαφορετικών ζωνών πάνω σε μία 

σαρωμένη εικόνα ενός πηκτώματος ή μεμβράνης. Συνεπώς, οι μεμβράνες 

σαρώθηκαν και προσδιορίστηκε η ένταση των ζωνών πάνω στην εικόνα για όλες τις 

πρωτεΐνες ενδιαφέροντος. 

 

Β.1.9 Προσδιορισμός των εκκρινόμενων επιπέδων του FGF23 στο θρεπτικό 

υλικό καλλιεργειών χονδροκυττάρων με την ενζυμοσύνδετη 

ανοσοπροσροφητική μέθοδο – ELISA 

Η μέθοδος αυτή αποτελεί μία ανοσομέτρηση στερεάς φάσης για την 

ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των επιπέδων διαφόρων πρωτεϊνών, στον ορό, τα 

ούρα και κυτταρικά εκχυλίσματα, με χρήση ειδικών για την πρωτεΐνη αντισωμάτων. 

Αναλυτικά, το αντίσωμα το οποίο είναι ειδικό για την πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει, 
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σταθεροποιείται σε ένα πολυμερές υπόστρωμα, όπως μία επιφάνεια 

πολυβινυλοχλωριδίου. Μία σταγόνα κυτταρικού εκχυλίσματος ή δείγματος ορού ή 

ούρων τοποθετείται πάνω στην επιφάνεια και ξεπλένεται μετά τη δημιουργία ενός 

συμπλόκου αντισώματος – αντιγόνου. Μετά προστίθεται αντίσωμα ειδικό για μία 

άλλη θέση του αντιγόνου και η επιφάνεια ξαναξεπλένεται. Το δεύτερο αντίσωμα 

φέρει μία ραδιενεργό ή φθορίζουσα σήμανση, έτσι ώστε να ανιχνεύεται με υψηλή 

ευαισθησία. Το ποσό του δεύτερου αντισώματος που δεσμεύεται στην επιφάνεια 

είναι ανάλογο με την ποσότητα του αντιγόνου στο δείγμα. Η ευαισθησία της 

μέτρησης μπορεί να αυξηθεί ακόμα περισσότερο αν το δεύτερο αντίσωμα είναι 

δεσμευμένο με ένα ένζυμο, όπως η αλκαλική φωσφατάση. Αυτό το ένζυμο μπορεί 

γρήγορα να μετατρέψει ένα άχρωμο υπόστρωμα που προστίθεται σε ένα νέο 

προϊόν με έντονο φθορισμό (εικόνα 21). Με μια τέτοια μέτρηση που ονομάζεται 

ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική, και είναι γρήγορη και εύκολη, μπορεί να 

μετρηθεί άμεσα ακόμα και λιγότερο από 1ng μίας πρωτεΐνης. 

 

Εικόνα 23.  Ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική μέτρηση – ELISA 

 
Αναλυτικότερα, παραγματοποιήθηκε αποκόλληση των χονδροκυττάρων 

από καλλιέργειες ΟΑ και φυσιολογικών όπως περιγράφηκε σε προηγούμενη 

παράγραφο και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2000rpm για 15 λεπτά. Στο  τέλος της 

φυγοκέντρησης συλλέγεται το υπερκείμενο και φυλάσσεται στους -800C μέχρι να 

αναλυθεί, αλλά όχι παραπάνω από 3 εβδομάδες.  

Η συγκέντρωση του FGF23 στο κυτταρικό υπερκείμενο φυσιολογικών και 

οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων προσδιορίστηκε με τη χρήση του εμπορικά 

διαθέσιμου kit (Immunotopics, CA, USA), σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Η μέτρηση του FGF23 έγινε εις διπλούν για το κάθε δείγμα και 

υπολογίστηκε ο μέσος όρος των δύο τιμών. Ο ενδο- και δια-πειραματικός 

συντελεστής διακύμανσης (intra- and inter-assay coefficients of variation) ήταν  5% 
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και 7,3% αντίστοιχα ενώ το κατώτερο όριο ανίχνευσης (detection limit) ήταν ≤3 

U/mL. 

 

Πρωταρχικά 

Αντισώματα 
Εταιρεία Species 

Molecular 

Weight, MW 

(kDa) 

Αραίωση 

RUNX2 Santa Cruz (sc-8566) Goat 48 1:1000 

VDR R&D (PP-H4537-00) Mouse 50 1:1000 

FGF23 R&D (MAB2604) Mouse 26-27 1:1000 

FGFR1c Abcam (ab31324) Goat 75 1:1000 

MMP-13 Abcam (ab39012) Rabbit 54 1:3000 

COL10A1 Abcam (ab49945) Mouse 66 1:1000 

OPN Santa Cruz (sc-20788) Rabbit 66 1:1000 

OC Santa Cruz (sc-30044) Rabbit 35-37 1:1000 

total-ERK Abcam (ab82525) Mouse 44 1:10000 

phospho-ERK1/2 Abcam(50011) Mouse 42-44 1:2000 

caspase-9 Santa Cruz (sc-7885) Rabbit 46 1:500 

SLC20A1(Pit-1) Abcam (ab58181) Mouse 74 1:1000 

SLC20A2(Pit-2) Abcam (ab64412) Rabbit 70 1:1000 

GAPDH 
Santa Cruz (sc-

166545) 
Mouse 38 1:500 

Actin Santa Cruz (sc-1616) Goat 43 1:1000 

Δεύτερα 

Αντίσωματα 
Εταιρεία Σύζευξη 

Molecular 

Weight, MW 

(kDa) 

Αραίωση 

Mouse-anti-goat Santa Cruz (sc-2354) HRP - 1:5000 

Goat-anti-rabbit Zymed (65-6120) HRP - 1:5000 

Goat-anti-mouse Zymed (81-6520) HRP - 1:5000 

Goat-anti-rabbit Santa Cruz (sc-2012) FITC - 1:150 

 
Πίνακας 5. Αναλυτικά στοιχεία των αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοανίχνευση των 

πρωτεϊνών RUNX2, FGF23, FGFR1c, VDR, Pit-1, Pit-2, COL10A1, MMP-13, OPN, OC, total-ERK, 

phospho-ERK1/2, caspase-9, caspase-3 

 

Β.1.10 Ανοσοκατακρήμνιση των πρωτεϊνών (Protein Immunoprecipitation, IP) 

FGF23-FGFR1c και VDR-RUNX2 σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα  

Με την ανοσοκατακρήμνιση είναι δυνατή η απομόνωση μιας πρωτεΐνης από 

εκχυλίσματα κυττάρων με τη χρήση ενός ειδικού αντισώματος έναντι της εν λόγω 
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πρωτεΐνης. Το αντίσωμα που έχει δεσμεύσει την πρωτεΐνη μπορεί στη συνέχεια να 

απομονωθεί με τη χρήση σφαιριδίων σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α (Protein A-

Sepharose), λόγω της ικανότητας της πρωτεΐνης Α του Staphylococcus aureus να 

δεσμεύεται στην σταθερή περιοχή των IgG αντισωμάτων. Έτσι με τον τρόπο αυτό 

επιτυγχάνουμε τον εξειδικευμένο διαχωρισμό/καθαρισμό μιας πρωτεΐνης μέσα από 

ένα μίγμα πρωτεϊνών. Επίσης είναι δυνατόν κάτω από κατάλληλα διαμορφωμένες 

συνθήκες εφαρμογής της τεχνικής, να συγκαθαριστούν και πρωτεΐνες οι οποίες 

δεσμεύονται ισχυρά πάνω στην πρωτεΐνη-στόχο (υποστρώματα, ρυθμιστές, κ.α.), 

προσφέροντας μια γενική εικόνα των αλληλεπιδράσεων στο φυσιολογικό 

περιβάλλον της πρωτεΐνης.  

Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν τα αντισώματα έναντι των πρωτεϊνών 

FGF23, FGFR1c, VDR και RUNX2. Τα σφαιρίδια (Protein A or G 

Agarose/Sepharose, ams Biotechnology, Europe Ltd) εξισορροπούνται με 3 

πλύσεις των 10 λεπτών η καθεμία, σε ρυθμιστικό διάλυμα 25 mM Tris-ΗCl pH 7.5, 

1% Triton X-100, 0.15 M NaCl και 2 μΜ MgCl2 και παραλαμβάνονται μετά από 

σύντομη φυγοκέντρηση, με απομάκρυνση του ρυθμιστικού διαλύματος. Παράλληλα 

κατάλληλος όγκος από τα κυτταρικά εκχυλίσματα (ανάλογα με το πείραμα) 

επωάζονται με 5-10 μl αντιορού, υπό ανακίνηση για χρονικό διάστημα 2 ωρών 

στους 4° C ώστε να αλληλεπιδράσουν τα αντισώματα με τις αντίστοιχες πρωτεΐνες 

που αναγνωρίζουν. Μετά το πέρας της διαδικασίας στα σωληνάκια προστίθενται τα 

εξισορροπημένα σφαιρίδια Protein A-G Agarose/Sepharose. Η δέσμευση του 

αντισώματος στα σφαιρίδια διαρκεί 4 ή 16 ώρες και ακολουθούν 3 πλύσεις των 15 

λεπτών με το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα, ώστε να αποφευχθούν οι τυχόν ασθενείς 

αλληλεπιδράσεις με πρωτεΐνες των εκχυλισμάτων. Οι δεσμευμένες πρωτεΐνες 

εκλούονται σε αναγωγικό διάλυμα, θερμαίνονται για 10 λεπτά στους 95°C, 

αναλύονται με SDS-PAGE και ακολουθεί ανοσοαποτύπωση. Αναλυτικότερα 

εφαρμόστηκε το ακόλουθο πρωτόκολλο: 

 Συλλογή κυττάρων από μία γεμάτη φλάσκα (75ml) με προσθήκη κρύου 

διαλύματος λύσης (1ml) με ανάλογη ποσότητα αναστολέων πρωτεασών (10 μl). 

 Αποκόλληση κυττάρων και επώαση 20 λεπτά στον πάγο. 

 Συλλογή κυττάρων σε φιαλίδιο των 2ml, έντονη ανάδευση για να σπάσουν οι 

μεμβράνες και φυγοκέντρηση στις 10000rpm για 10 λεπτά στους 4ºC. 

 Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέο φιαλίδιο, προσθήκη του 1ου αντισώματος 

(Πίνακας 5) (10μl : θέλουμε 0,2-10 μg/μl) και τοποθέτηση του δείγματος σε 

συσκευή περιστροφής (rotator) για 2 ώρες στους 4 ºC. 

 Με την ολοκλήρωση της επώασης ακολουθεί προσθήκη  20 μ l A-G 

agarose/sepharose beads για κάθε 500 μl δείγματος. Προηγείται πολύ καλή 

ανάδευση των σφαιριδίων. Είναι απαραίτητο να γίνει τομή του ρύγχους της 
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πιπέτας 1-2cm, γιατί το διάλυμα των σφαιριδίων είναι παχύρευστο. Ρυθμίζουμε 

την πιπέτα μερικά μl παραπάνω. 

 Επώαση ολονύκτια στους 4ºC στη συσκευή περιστροφής για 4-16 ώρες και 

φυγοκέντρηση στις 10000rpm για 10 λεπτά στους 4ºC. 

 Αφαίρεση υπερκειμένου με αποφυγή λήψης σφαιριδίων, προσθήκη 1ml 

διαλύματος έκπλυσης (διάλυμα λύσης με αναστολείς πρωτεασών) και 

περιστροφή στη συσκευή για 15 λεπτά στους 4ºC. Επανάληψη του σταδίου 2 

φορές.  

 Αφαίρεση υπερκειμένου και συλλογή ιζήματος με τα σφαιρίδια. 

 Προσθήκη ίσου όγκου αναγωγικού διαλύματος με χρωστική (Reducing Sample 

Buffer, RSB) πάνω στην επιφάνεια των σφαιριδίων και ήπια ανάδευση με το 

χέρι. 

 Ανοσοανίχνευση των πρωτεϊνών με western blot όπως περιγράφηκε σε 

προηγούμενη παράγραφο. 

Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε αντιορός IgG ίδιου είδους με τα 

αντισώματα που εξετάστηκαν (IgG Mouse και IgG Goat). 

 

B.1.11 Ανίχνευση της πρωτεΐνης VDR με ανοσοφθορισμό 

Η πρωτεϊνική έκφραση του VDR στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα εκτιμήθηκε 

με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού. Στον ανοσοφθορισμό γίνεται χρήση 

σημασμένων ειδικών αντισωμάτων έναντι του υπό εξέταση μορίου (πρωτογενές 

αντίσωμα – primary antibody) καθώς και ενός δευτέρου αντισώματος (secondary 

antibody) το οποίο είναι συνδεδεμένο με φθορίζουσες χρωστικές, σχεδιασμένο 

ώστε να ανιχνεύει και να ενώνεται με το πρωτογενές αντίσωμα.  

  Στη μελέτη μας έγινε χρήση ενός ειδικού πρωταρχικού αντισώματος έναντι 

των αμινοξέων 91-210 του VDR (PP-H4537-00, R&D Systems, UK & Europe) 

(Πίνακας 5). Σαν δεύτερο αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα αντι-ποντικού ΙgG 

συνδεδεμένο με FITC (Santa Cruz Biotechnology, Inc) καθώς και το 

σταθεροποιητικό Mounting Medium (UltraCruzTM Mounting Medium, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc).  Επίσης παρασκευάστηκαν τα ακόλουθα διαλύματα: 

 0.2M και 0.1Μ pH:7.4 Διάλυμα διαπερατότητας (permeabilization buffer, PB)  

 2% pH:7.4 παραφορμαλδεϋδη, (paraformaldehyde, PFA)  

 0.1 M TBS pH:7.4 

Τα χονδροκύτταρα των πρωτογενών καλλιεργειών αναπτύχθηκαν επάνω σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες οι οποίες είχαν προσαρμοστεί σε ειδικά τρυβλία 

διαμέτρου 10cm2. Έγινε έκπλυση των πλακών δύο φορές για 2 λεπτά η κάθε μία, 

αρχικά με 0.1M TBS και κατόπιν με 0.1M PB. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

μονιμοποιήθηκαν με 2% PFA σε θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά, και 
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ακολούθησε έκπλυση με διάλυμα 0.1M TBS (δύο φορές x 2 λεπτά). Τα κύτταρα 

επωάστηκαν σε 3.3% φυσιολογικό ορό αίγας (Normal Goat Serum, NGS) σε 0.1M 

TBS για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ακολούθως έγινε έκπλυση με 0.1Μ 

TBS (3 φορές x 3 λεπτά) και στη συνέχεια ολονύκτια επώαση με το πρωτογενές 

αντίσωμα σε διάλυμα ορού αλβουμίνης βόος 1%  (Bovine Serum Albumin, BSA) σε 

PBS, σε ειδική δεξαμενή για τη διατήρηση υγρασίας. Την επόμενη ημέρα, αφού 

πρώτα έγινε έκπλυση με 0.1Μ TBS (3 φορές x 3 λεπτά), τα κύτταρα επωάστηκαν 

με το δεύτερο αντίσωμα για 90 λεπτά. Ακολούθησε έκπλυση με 0.1Μ TBS (δύο 

φορές x 2 λεπτά) και σταθεροποίηση με 40μl Μounting Medium.  Η παρατήρηση 

έγινε σε ειδικό μικροσκόπιο (Zeiss axoplan fluorescence microscope) σε σκοτεινό 

θάλαμο και οι εικόνες φωτογραφήθηκαν με ειδική ψηφιακή κάμερα. 

 

Β.1.12 Επίδραση σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων με αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις hrFGF23, 1,25(OH)2D3, φωσφόρου, φωσφονοφορμικού οξέος 

Οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα, καλλιεργήθηκαν με τη 

μέθοδο που ήδη περιγράφηκε, όμως για το σκοπό των πειραματικών επιδράσεων 

τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε ειδικές πλάκες με 6 πηγαδάκια (six-well plates). Όταν 

τα κύτταρα κάλυψαν το 100% του χώρου (confluent plate), το πλήρες θρεπτικό 

υλικό αντικαταστάθηκε από θρεπτικό υλικό DMEM/F-12 χωρίς FBS και εκεί έγινε η 

επίδραση με τις συνθήκες και τις ουσίες που ακολουθούν. Κάθε δείγμα εξετάστηκε 

εις τριπλούν προκειμένου να διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα της μεθόδου.  Με το 

πέρας του κάθε χρονικού διαστήματος επίδρασης ακολούθησε συλλογή των 

κυττάρων, απομόνωση RNA και κυτταρικού εκχυλίσματος όπως περιγράφηκε 

προηγουμένως. 

 

I. Επιδράσεις με αυξητικό παράγοντα ινοβλαστών (hrFGF23) σε καλλιέργειες 

φυσιολογικών χονδροκυττάρων  

Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις 

(20, 50 και 100 ng/ml) με ανασυνδυασμένο αυξητικό παράγοντα ινοβλαστών 

(human recombinant Fibroblast Growth Factor, hrFGF-23) που προέκυψαν από 

σειριακή αραίωση του αρχικού (hrFGF-23, CYT-374, Biosupply, Bradford, UK) και η 

επώαση διήρκεσε συγκεκριμένο χρονικό διάστημα (24h και 48h).  

 

ΙI. Επίδραση με 1,25(OH)2D3 σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων  

Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις 

(0, 10-7, 10-6M) 1,25(OH)2D3 που προέκυψαν από σειριακή αραίωση του αρχικού 

(1,25(OH)2D3, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) και η επώαση διήρκεσε συγκεκριμένο 

χρονικό διάστημα (24h, 48h, και 72h).  
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ΙIΙ. Επιδράσεις με φωσφονοφορμικό οξύ σε καλλιέργειες οστεοαρθριτικών 

χονδροκυττάρων  

Σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα προστέθηκαν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (0, 10, 50, 100, 1000μΜ) φωσφονοφορμικού οξέος 

(Phosphonoformic acid, PFA) που προέκυψαν από σειριακή διάλυση του αρχικού 

(PFA, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) και η επώαση διήρκησε συγκεκριμένο χρονικό 

διάστημα (48h).  

 

ΙV. Επιδράσεις με φώσφορο και φωσφονοφορμικού οξέος σε καλλιέργειες 

φυσιολογικών χονδροκυττάρων  

Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις 

φωσφόρου (1, 3, 5, 7mM) που προέκυψαν από σειριακή αραίωση του αρχικού 

(NaH2PO4, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) και η επώαση διήρκεσε συγκεκριμένο 

χρονικό διάστημα (48h). Επειδή η πραγματική συγκέντρωση φωσφόρου στο 

θρεπτικό υλικό (χωρίς FBS) ήταν 1mM, η τιμή αυτή υπολογίστηκε ως η 

συγκέντρωση ελέγχου (control concentration). 

Το πείραμα επαναλήθφηκε με την προσθήκη PFA, το οποίο αποτελεί έναν 

ισχυρό ανταγωνιστικό αναστολέα της αντλίας Na/Pi τύπου III, προκειμένου να 

διαπιστωθεί εάν τα προκαλούμενα από το φώσφορο αποτελέσματα, απαλείφονται 

παρουσία του αναστολέα του. Οι συνθήκες του πειράματος ήταν ακριβώς ίδιες, 

μόνο που σε κάθε συγκέντρωση φωσφόρου προστέθηκε 1mM PFA,  δηλαδή (1, 3, 

5, 7mM Pi + 1mM PFA). 

 

B.1.13 Ανίχνευση στοιχείων δέσμευσης του υποδοχέα της βιταμίνης D 

(Vitamin D receptor Responsive Elements, VDREs) στους υποκινητές των 

γονιδίων FGF23 και RUNX2 με την τεχνική της ανοσοκατακρήμνησης της 

χρωματίνης 

 Ο προσδιορισμός των στοιχείων δέσμευσης του VDR στους υποκινητές των 

FGF23 και πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του kit ανοσοκατακρήμνισης της 

χρωματίνης (Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay kit) (Upstate Inc., 

Charlottesville, VA, USA).  

 Με τη συγκεκριμένη δοκιμασία, τα κύτταρα μονιμοποιούνται έτσι ώστε οι 

μεταγραφικοί παράγοντες να παραμείνουν προσκολλημένοι στον υποκινητή. Τα 

κύτταρα υφίστανται λύση, το DNA τους κόβεται σε τμήματα των 200-1000 βάσεων, 

στη συνέχεια πραγματοποιείται κατακρήμνιση των μεταγραφικών παραγόντων με 

τα αντίστοιχα αντισώματα, απομόνωση DNA στα δείγματα και έλεγχος της 
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παρουσίας ή μη του τμήματος του υποκινητή με τη βοήθεια της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης και τη χρήση κατάλληλων υποκινητών. 

Πιο αναλυτικά, η διαδικασία είναι η εξής: 

1. Φυσιολογικά χονδροκύτταρα (περίπου 106) στα οποία έχει γίνει επίδραση με 10-

6Μ 1,25(OH)2D3 και ΟΑ χονδροκύτταρα στα οποία έγινε αναστολή του VDR, 

όπως περιγράφηκε προηγουμένως, αποκολλώνται από τη φλάσκα με τη βοήθεια 

θρυψίνης. Όπως περιγράφηκε πιο πάνω, η δράση της θρυψίνης σταματά με την 

προσθήκη δεκαπλάσιας ποσότητας πλήρους θρεπτικού υλικού. Τα κύτταρα 

μεταφέρονται σε σωληνάριο των 15 ml και φυγοκεντρούνται στις 2000 στροφές 

για 7 λεπτά. 

2. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα 

επαναδιαλύονται σε 10 ml προθερμασμένου στους 37°C πλήρους θρεπτικού 

υλικού, στο οποίο προστίθενται 270μl φορμαλδεϋδης 37%. Τα σωληνάρια 

τοποθετούνται στους 37°C για 10 λεπτά. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η 

μονιμοποίηση των κυττάρων και η μονιμοποίηση των ιστονών και των 

υπόλοιπων μεταγραφικών παραγόντων στο DNA. 

3. Τα σωληνάρια φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 800 στροφές. 

4. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται 2 φορές με 

παγωμένο PBS που περιέχει αναστολείς πρωτεασών. Οι αναστολείς των 

πρωτεασών προστίθενται στο PBS λίγο πριν από τη χρησιμοποίηση του 

διαλύματος για το ξέπλυμα των κυττάρων, καθώς η διάρκεια ημίσειας ζωής τους 

είναι περίπου 30 λεπτά μέσα σε υδατικά διαλύματα. Τα πλυσίματα των κυττάρων 

συνοδεύονται από φυγοκεντρήσεις των 2000 στροφών για 7 λεπτά. 

5. Μετά από την τελευταία φυγοκέντρηση, τα κύτταρα διαλύονται σε 200μl ζεστού 

διαλύματος λύσης των κυττάρων που περιέχει SDS και το οποίο εμπεριέχεται 

στο kit. 

6. Ακολουθεί επώαση στον πάγο για 10 λεπτά. Μετά από το στάδιο αυτό, τα 

δείγματα μπορούν να τοποθετηθούν στους -80°C και να αποθηκευτούν εκεί για 

μεγάλο χρονικό διάστημα. 

7. Ακολουθεί κατάτμηση του DNA με τη χρήση υπερήχων. Χρησιμοποιείται για το 

λόγο αυτό συσκευή παραγωγής υπερήχων (UP50H, Hielscher Ultrasonics 

GmbH, Germany). Ανάλογα με τις δυνατότητες της συσκευής, διαφέρει ο αριθμός 

των επαναλήψεων καθώς και η ένταση των υπερήχων και η διάρκεια της 

επίδρασης. Αυτό το στάδιο χρήζει ιδιαίτερης προσοχής και πρέπει να 

επαναπροσδιορίζεται για τον κάθε τύπο κυττάρων. Για το λόγο αυτό, το δείγμα, 

χρειάστηκε να γίνει έλεγχος της αποτελεσματικότητας και επαναληψιμότητας της 

μεθόδου κατάτμησης του DNA με την εφαρμογή υπερήχων, ώστε μετά από 

απομόνωση του DNA με τη μέθοδο φαινόλης/χλωροφορμίου (η οποία 
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περιγράφεται πιο κάτω) και μετά από ηλεκτροφόρηση του DNA σε πηκτή 

αγαρόζης 1%, το DNA έχει κοπεί σε τμήματα των 200-1000 βάσεων. Η εφαρμογή 

των υπερήχων στα δείγματα, προκαλεί θέρμανση αυτών, για το λόγο αυτό, είναι 

απαραίτητη η διατήρηση των δειγμάτων στον πάγο καθ’ όλη τη διάρκεια της 

επίδρασης των υπερήχων. Για τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν στη 

συγκεκριμένη μελέτη, ένα σύνηθες πρωτόκολλο υπερήχων που εφαρμόστηκε 

ήταν 15 επαναλήψεις διάρκειας 15 δευτερολέπτων. 

8. Μετά από την εφαρμογή των υπερήχων και την κατάτμηση του DNA, τα δείγματα 

φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά, στις 13000 στροφές σε θερμοκρασία 4°C. 

9. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο 

σωληνάριο των 2 ml. 

10. Για τη μείωση της μη ειδικής πρόσδεσης των αντισωμάτων που θα 

χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια, στο υπερκείμενο προστίθενται 75 μl Protein A 

Agarose/ DNA σπέρματος σολωμού (50% Slurry) το οποίο συμπεριλαμβάνεται 

στο kit, και τα φιαλίδια τοποθετούνται στους 4°C, με ήπια ανάδευση για 30 λεπτά. 

11. Τα φιαλίδια φυγοκεντρούνται στις 1000 στροφές για 1 λεπτό και το υπερκείμενο 

μεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο 

12. Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται το αντίσωμα που χρησιμοποιείται για την 

ανοσοκατακρήμνιση. Το αντίσωμα, καθώς και η ποσότητα που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν: 2 μl anti-VDR (R&D Systems, UK & Europe)  

13. Τα φιαλίδια επωάζονται ολονύκτια στους 4°C με ήπια ανάδευση. Προκειμένου να 

υπάρχει αρνητικό δείγμα ελέγχου, σε ένα από τα δείγματα πραγματοποιείται 

κατακρήμνιση χωρίς προσθήκη αντισώματος. Το υπερκείμενο αυτού του 

δείγματος επωάζεται μόνο με 60 μl Protein A Agarose/ DNA σπέρματος 

σολωμού (50% Slurry), για μία ώρα στους 4°C με ήπια ανάδευση και η 

διαδικασία για το δείγμα αυτό συνεχίζεται στο σημείο 15. 

14. Μετά το πέρας της επώασης, στα δείγματα προστίθενται 60 μl Protein A 

Agarose/ DNA σπέρματος σολωμού (50% Slurry), και επακολουθεί επώαση για 

μία ώρα στους 4°C με ήπια ανάδευση ώστε να δημιουργηθούν σύμπλοκα 

αντισωμάτων και πρωτεϊνών. 

15. Η αγαρόζη κατακρημνίζεται τόσο για τα δείγματα που επωάζονται με αντίσωμα 

όσο και για το αρνητικό δείγμα ελέγχου, με φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 

1 λεπτό. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο, το οποίο περιέχει 

μη συνδεδεμένο, μη ειδικό DNA, απομακρύνεται προσεκτικά. Το σύμπλοκο 

πρωτεΐνης Α αγαρόζης/αντισώματος/μεταγραφικού παράγοντα ξεπλένεται για 3 

λεπτά με ήπια ανάδευση με 1 ml από τα ακόλουθα διαλύματα τα οποία 

συμπεριλαμβάνονται στο kit: 
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 Διάλυμα έκπλυσης του συμπλόκου του αντισώματος χαμηλής 

περιεκτικότητας σε άλατα 

 Διάλυμα έκπλυσης του συμπλόκου του αντισώματος υψηλής 

περιεκτικότητας σε άλατα 

 Διάλυμα έκπλυσης του συμπλόκου του αντισώματος LiCl 

 Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ, 2 πλυσίματα  

Μετά από αυτό το στάδιο, τα δείγματα βρίσκονται στη μορφή πρωτεΐνης 

Α/αντισώματος/μεταγραφικού παράγοντα ή ιστόνης/DNA. 

16. Προετοιμάζεται το διάλυμα αποδέσμευσης (1% SDS, 0.1M NaHCO3). 

17. Τα φιαλίδια φυγοκεντρούνται στις 1000 στροφές για ένα λεπτό, το 

ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ απομακρύνεται προσεκτικά και στα φιαλίδια προστίθενται 

250 μl από το διάλυμα αποδέσμευσης. Τα φιαλίδια αναδεύονται για μερικά 

δευτερόλεπτα σε vortex και επωάζονται για 15 λεπτά σε συσκευή περιστροφής 

σε θερμοκρασία δωματίου. 

18. Επακολουθεί κατακρήμνιση της αγαρόζης με φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 

1000 στροφές και το υπερκείμενο του κάθε φιαλιδίου μεταφέρεται σε νέο 

φιαλίδιο. Η διαδικασία της αποδέσμευσης επαναλαμβάνεται και τα υπερκείμενα 

ενώνονται σε κοινό φιαλίδιο σε τελικό όγκο 500 μl. 

19. Στο κάθε φιαλίδιο προστίθενται 20 μl 5M NaCl και τα φιαλίδια επωάζονται 

στους 65°C για 4 ώρες με στόχο την αποδέσμευση του DNA από τις ιστόνες ή 

τους μεταγραφικούς παράγοντες. Σε αυτό το στάδιο, μετά την επώαση, τα 

δείγματα μπορούν να αποθηκευτούν στους -20°C. 

20. Στο κάθε δείγμα προστίθενται 10 μl 0.5M EDTA, 20μl 1M Tris-HCl και 2μl 

πρωτεϊνάσης Κ με συγκέντρωση 10 mg/ml, τα οποία συμπεριλαμβάνονται στο 

kit, και επακολουθεί επώαση για μία ώρα στους 45°C. 

21. Επακολουθεί απομόνωση του κατακρημνισμένου DNA με τη μέθοδο 

φαινόλης χλωροφορμίου, η οποία περιγράφεται στη συνέχεια : 

 Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης, ενώ ακολουθεί πολύ 

καλή ανάδευση σε vortex. 

 Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε 

θερμοκρασία 4°C. 

 Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο 

φιαλίδιο. 

 Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης-χλωροφορμίου και ακολουθεί καλή 

ανάδευση σε vortex. 

 Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε 

θερμοκρασία 4°C. 
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 Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο 

φιαλίδιο. 

 Προστίθεται ίσος όγκος χλωροφορμίου και ακολουθεί καλή ανάδευση σε 

vortex. 

 Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε 

θερμοκρασία 4°C. 

 Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο 

φιαλίδιο. 

 Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται διπλάσιος όγκος παγωμένης αιθανόλης 

100% και 1/10 του όγκου CH3COONa. 

 Τα δείγματα τοποθετούνται στους -20°C για τουλάχιστον 24 ώρες. 

 Την επόμενη ημέρα, τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 

στροφές σε θερμοκρασία 4°C. 

 Αμέσως μετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο των φιαλιδίων 

απομακρύνεται και στα φιαλίδια απομένει μικρό λευκό ίζημα. 

 Στα φιαλίδια προστίθεται 1 ml αιθανόλης 70%, για ξέπλυμα του DNA και τα 

φιαλίδια φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε 

θερμοκρασία 4°C. 

 Το υπερκείμενο αφαιρείται προσεκτικά, τα φιαλίδια καλύπτονται με 

τρυπημένο parafilm και τοποθετούνται στους 4°C, μέχρι να εξατμιστεί 

εντελώς η εναπομένουσα αιθανόλη. 

 Στα δείγματα προστίθεται ddH2O για τη διαλυτοποίηση του DNA, σε 

ποσότητα ανάλογη με την ποσότητα του ιζήματος. 

 Για να ελεγχθεί η ποσότητα του DNA πραγματοποιείται φωτομέτρηση σε 

κάθε δείγμα. Αραιώσεις κάθε δείγματος (1:100) φωτομετρούνται στα 260 και 

280 nm. Υπολογίζεται ο λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του DNA 

ως εξής: 

 συγκέντρωση RNA = αραίωση x OD260 x 50 (mgr/ml) 

 Για να ελεγχθεί η ποιότητα του DNA πραγματοποιείται σε κάθε δείγμα 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. 

22. Στα δείγματα επακολουθεί αντίδραση PCR για τους υποκινητές των γονιδίων 

του FGF23 και RUNX2. Επιλέχθηκαν 2 από τα πιο συντηρημένα VDREs της 

βιβλιογραφίας και οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυμεράσης σχεδιάστηκαν σε 4 ζεύγη και με μικρές 

επικαλύψεις νουκλεοτιδίων, έτσι ώστε να καλύπτουν όλο τον υποκινητή του 

κάθε γονιδίου. Ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η οστεοκαλσίνη, η οποία 

είναι γνωστό ότι αποτελεί στόχο του συμπλόκου 1,25(OH)2D3 - VDR. Οι 
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αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τον κάθε υποκινητή 

ήταν οι εξής φαίνονται στον πίνακα 6. 

 

Για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, χρησιμοποιήθηκε το kit Multiplex PCR 

της εταιρείας Qiagen για τη ενίσχυση δύο ή παραπάνω τμημάτων DNA στην ίδια 

αντίδραση. Συγκεκριμένα για το κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν : 

 12,5 μl 2x Multiplex PCR Master Mix 

 3 μl δις απεσταγμένο νερό 

 1 μl Forward primer Α 

 1 μl Reverse primer Α 

 1 μl Forward primer Β 

 1 μl Reverse primer Β 

 2,5μl 5x Q solution 

 3 μl από το DNA 

 

 Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  

 Αρχική αποδιάταξη 95oC για 15 λεπτά 

 Αποδιάταξη 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

 35 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της 

αλληλουχίας-στόχου σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στη θερμοκρασία του Τm 

των εκκινητών για 90 δευτερόλεπτα 

-επιμήκυνση στους 72oC για 30 δευτερόλεπτα 

 επιμήκυνση 72oC για 10 λέπτα, ότι μονόκλωνο τμήμα DNA έχει 

απομείνει μετατρέπεται σε δίκλωνο 

 

 Για την οστεοκαλσίνη: 

 Αρχική αποδιάταξη 95oC για 15 λεπτά 

 Αποδιάταξη 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

 35 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της 

αλληλουχίας-στόχου σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 60oC για 20 

δευτερόλεπτα 

-επιμήκυνση στους 72oC για 15 δευτερόλεπτα. 

 τελική επιμήκυνση 72oC για 10 λεπτά, ότι μονόκλωνο τμήμα DNA 

έχει απομείνει μετατρέπεται σε δίκλωνο 
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Γονιδίο Εκκινητές 

Μέγεθος 

Προϊόντος 

(bp) 

Tm 

οC 
F

G
F

2
3
 

1 
F 

R 

5’-TTCGGGTGTGTGTTCCAGTA-3’ 

5’-ACAGGGTGTCCCCACATTTA-3’ 
172 60 

2 
F 

R 

5’-AGGCAGATGGCATCCTCTAA-3’ 

5’-TTGCCCTCGATAGTCCAAAC-3’ 
234 60 

3 
F 

R 

5’-TCTGCCTGATGGTGTCATGT-3’ 

5’-CACTCTGGGCTGTCTGTTGA-3’ 
248 60 

4 
F 

R 

5’-AGCGTTGGCTTGAAATTGAG-3’ 

5’-TGCAAGTAGCTGGTGTGAGG-3’ 
215 60 

RUNX2 1 
F 

R 

5’- AGGCCTTACCACAAGCCTTT -3’ 

5’- AGAAAGTTTGCACCGCACTT -3’ 
247 60 

OC 1 
F 

R 

5’- CCTTTCTCCTGTCCGGATG-3’ 

5’- GCGGGGATCAGAGACCTAA-3’ 
215 60 

 
Πίνακας 6. Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση των τμημάτων DNA για 

την ανίχνευση στοιχείων πρόσδεσης του υποδοχέα της βιταμίνης D (VDREs) στους υποκινητές των 

γονιδίων FGF23, RUNX2. Η οστεοκαλσίνη (OC) χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς  

 

Β.1.14 Αποσιώπηση του mRNA των γονιδίων VDR και FGF23 

Η εξειδικευμένη καταστολή της έκφρασης ενός γονιδίου αποτελεί ένα 

σημαντικό εργαλείο για τη σύγχρονη έρευνα. Πρόσφατα, αναπτύχθηκαν 

πειραματικές μεθοδολογίες που στηρίζονται σε βιολογικές διαδικασίες, όπως η 

μετα-μεταγραφική γονιδιακή αποσιώπηση (postranscriptional gene silencing, 

RNAi), καθώς και η τεχνολογία παρεμβατικών μορίων RNA (RNA interference), οι 

οποίες επιτρέπουν την εξειδικευμένη παρεμπόδιση της γονιδιακής έκφρασης. Αν 

και η φυσιολογική λειτουργία των μηχανισμών αυτών δεν έχει πλήρως 

αποσαφηνιστεί, ιδιαίτερα η RNAi χρησιμοποιείται πρόσφατα ευρέως για τη μελέτη 

της γονιδιακής λειτουργίας [325-329]. Ο μηχανισμός της RNAi είναι συντηρημένος 

μεταξύ των ειδών (φυτά, μύκητες, ζώα) και πιθανολογείται ότι λειτουργεί ως το 

“ανοσοποιητικό σύστημα” του γονιδιώματος ενάντια στην εισβολή εξωγενούς 

γενετικού υλικού, εφόσον παρουσιάζει δύο βασικά χαρακτηριστικά του 

ανοσοποιητικού, δηλαδή την ικανότητα να διακρίνει το δικό του από το ξένο και την 

υψηλότατη εξειδίκευση [330]. 

Η διαδικασία της RNAi ενέχει την παρουσία δίκλωνου RNA (dsRNA) το 

οποίο τεμαχίζεται ενζυμικά σε μικρότερα κομμάτια μεγέθους 20-25 νουκλεοτιδίων, 

τα πρωτογενή siRNAs (short interfering RNAs), τα οποία μεσολαβούν στην 

εξειδικευμένη αναγνώριση του μονόκλωνου RNA στόχου (mRNA). Το ένζυμο που 
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είναι υπεύθυνο για τον τεμαχισμό του αρχικού dsRNA ονομάζεται Dicer και 

πρόκειται για μια εξειδικευμένη RNAάση ΙΙΙ. 

Τα siRNAs είναι ιδιαίτερα σταθερά μόρια που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

πολλές φορές, ενώ στο 3΄ άκρο τους έχουν προεξέχουσες, μονόκλωνες 

αλληλουχίες (2-3 ουρακίλες). Στη συνέχεια ο μη πληροφοριακός κλώνος των 

siRNAs συνεργαζόμενος με κυτταρικές πρωτεΐνες σχηματίζει το ενεργό siRNA 

σύμπλεγμα το οποίο αναγνωρίζει το mRNA στόχο. Με τη βοήθεια του ενεργού 

συμπλέγματος και με μόριο-εκκινητή το siRNA συντίθεται ο συμπληρωματικός 

κλώνος (για μερικές εκατοντάδες bp) από μια RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση 

(RNA dependent RNA polymerase). Στο δίκλωνο αυτό κομμάτι RNA επιδρά και 

πάλι η Dicer και το τεμαχίζει στα δευτερογενή siRNAs (transitive RNA interference). 

Εκτός όμως από αυτή τη διαδικασία, η σύνδεση του ενεργού συμπλέγματος στο 

mRNA στόχο μπορεί να προκαλέσει και τη σύνδεση στην περιοχή του υβριδισμού 

ενός συμπλέγματος RISC (dsRNA induced silencing complex) το οποίο επάγει την 

κατάτμηση του mRNA από κάποια ενδονουκλεάση και την περαιτέρω 

αποικοδόμησή του από εξωνουκλεάσες. Οι παραπάνω διαδικασίες μπορούν να 

επαναληφθούν για πολλούς συνεχόμενους κύκλους (ξεκινώντας ακόμα και από 

πολύ μικρή ποσότητα dsRNA) με μεγάλη σταθερότητα και γι’ αυτό η RNAi 

χαρακτηρίστηκε και ως “αποικοδομητικό PCR” [325, 326, 328, 331]. Στην εικόνα 24 

παρουσιάζεται το μοντέλο που συνοψίζει τα μοριακά βήματα στο μηχανισμό της 

RNAi.  

 

 Εικόνα 24. Μοντέλο μοριακών βημάτων της RNA interference [330] 

Ο μηχανισμός που περιγράφηκε έχει παρατηρηθεί σε ένα ευρύ φάσμα 

ειδών, η απόδειξη όμως μιας τέτοιου είδους απόκρισης στα κύτταρα των 

θηλαστικών παρεμποδίζεται από την ύπαρξη επαγόμενων από δίκλωνα RNA 

μονοπατιών, τα οποία επιδρούν στη γονιδιακή έκφραση με μη ειδικό τρόπο. Τα πιο 

καλά καθορισμένα μονοπάτια που ενεργοποιούνται από dsRNA στα θηλαστικά 

είναι: i) η dsRNA εξαρτώμενη κινάση PKR και το μονοπάτι της ιντερφερόνης το 
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οποίο οδηγεί σε γενικευμένη καταστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης και απόπτωση 

[332], ii) η dsRNA επαγόμενη σύνθεση 2΄-5΄πολυαδενυλικού οξέος το οποίο οδηγεί 

σε ενεργοποίηση της μη εξειδικευμένης RNAάσης L [325, 332]. 

Ωστόσο, τα δύο προηγούμενα μονοπάτια δεν ενεργοποιούνται από dsRNA 

μικρότερο από 30 νουκλεοτίδια και έτσι με βάση αυτό το δεδομένο οι τελευταίες 

έρευνες στρέφονται στη χρήση μικρών συνθετικών μονόκλωνων ή  δίκλωνων RNA 

(που είναι πιο αποτελεσματικά και σταθερά), είτε ακόμα στη χρήση πλασμιδίων που 

εκφράζουν μικρά dsRNA ή shRNA (short hairpin RNA), ώστε να αποφεύγονται τα 

μη ειδικά μονοπάτια [333-337]. 

Η διαδικασία διαμόλυνσης των κυττάρων με siRNAs για τα γονίδια των 

FGF23, VDR, έγινε με τη βοήθεια του αντιδραστηρίου λιποφεκταμίνη (Invitrogen). Η 

λιποφεκταμίνη είναι μία ουσία που χρησιμοποιείται για τη διαμόλυνση νουκλεϊκών 

οξέων (DNA ή RNA) σε ευκαρυωτικά κύτταρα και προσφέρει τα ακόλουθα 

πλεονεκτήματα : 

 Μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα της διαμόλυνσης σε πολλούς κυτταρικούς 

τύπους και σε διαφορετικά είδη καλλιέργειας (φλάσκες, πλάκες με ειδικές 

υποδοχές κ.ο.κ.) 

 Τα σύμπλοκα νουκλεϊκών οξέων και λιποφεκταμίνης μπορούν να 

χορηγηθούν απευθείας στο θρεπτικό υλικό στο οποίο καλλιεργούνται τα 

κύτταρα, παρουσία ή απουσία ορού. 

 Δεν είναι απαραίτητο να απομακρυνθούν τα σύμπλοκα ή να αλλαχθεί το 

θρεπτικό υλικό μετά από τη διαμόλυνση, ωστόσο τα σύμπλοκα μπορούν να 

απομακρυνθούν μετά από 4-6 ώρες. 

 

Το πρώτο στάδιο στην εφαρμογή του πρωτοκόλλου διαμόλυνσης είναι ο 

προσδιορισμός της ιδανικής συγκέντρωσης του siRNA που πρέπει να χορηγηθεί 

στον κάθε τύπο κυττάρου, προκειμένου να επιτευχθεί ταυτόχρονα η μέγιστη δυνατή 

αποσιώπηση και η ελάχιστη δυνατή τοξικότητα για τα κύτταρα. Ο έλεγχος του 

ποσοστού αποσιώπησης των γονιδίων ενδιαφέροντος γίνεται αφενός με 

ποσοτικοποίηση των RNA μεταγράφων του γονιδίου μετά από τη χορήγηση siRNA, 

σε σχέση με κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει χορήγηση, καθώς και με 

ανοσοαποτύπωση κατά Western της πρωτεΐνης που προκύπτει από το 

συγκεκριμένο μετάγραφο mRNA μετά από τη χορήγηση siRNA, σε σχέση με 

κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει χορήγηση. Και στις δύο περιπτώσεις, η χορήγηση 

του siRNA πρέπει να συμπίπτει με μείωση των μεταγράφων mRNA καθώς και της 

πρωτεΐνης. Σε περιπτώσεις όπου ο κύριος τρόπος ρύθμισης της ποσότητας μίας 

πρωτεΐνης στο κύτταρο είναι η μετα-μεταγραφική ρύθμιση, τότε η διαμόλυνση των 

κυττάρων με siRNA δεν καθιστά αποτελεσματικό τρόπο αποσιώπησης και 
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ενδείκνυται να χρησιμοποιηθεί η μετα-μεταγραφική γονιδιακή αποσιώπηση PTGS 

(postranscriptional gene silencing). 

Στις περιπτώσεις των γονιδίων VDR (HSS187669, Invitrogen) και FGF23 

(s15590, Ambion) που αποσιωπήθηκαν στη συγκεκριμένη μελέτη, ο 

προσδιορισμός της ιδανικής ποσότητας από το siRNA που θα έπρεπε να 

χρησιμοποιηθεί στα κύτταρα της μελέτης έγινε μετά από χορήγηση 3 διαφορετικών 

δόσεων από το siRNA σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε πλάκες με 6 πηγαδάκια. 

Η επιλογή αυτών των πλακών έγινε με στόχο να διαμολυνθούν αρκετά σε αριθμό 

κύτταρα, προκειμένου να μπορέσουν να εκχυλισθούν από αυτά ικανοποιητικές 

ποσότητες mRNA και πρωτεϊνών, προς επιβεβαίωση της επιτυχούς διαμόλυνσης. 

Σε αυτές τις πλάκες οι δόσεις που χορηγήθηκαν στα κύτταρα από το κάθε siRNA 

ήταν 100, 300 και 500 pmol με συν-χορήγηση 5, 15 και 25 μl λιποφεκταμίνης 

αντίστοιχα. 

Αναλυτικά, η διαδικασία διαμόλυνσης των κυττάρων με siRNA που 

πραγματοποιήθηκε είναι η εξής: 

1. Μία ημέρα πριν από τη διαμόλυνση, τα κύτταρα εμβολιάζονται σε πλάκες ή 

φλάσκες, ανάλογα με το πείραμα, σε πλήρες θρεπτικό υλικό χωρίς 

αντιβιοτικά, έτσι ώστε η περιεκτικότητα των πηγαδιών της πλάκας ή των 

καλλιεργητικών φλασκών να κυμαίνεται μεταξύ 30 και 50% τη στιγμή της 

διαμόλυνσης. Η χαμηλή συγκέντρωση των κυττάρων κατά τη χρονική στιγμή 

της διαμόλυνσης επιτρέπει τη μεσολάβηση μεγαλύτερου χρονικού 

διαστήματος μεταξύ διαμόλυνσης και συλλογής των κυττάρων. Επιπλέον 

περιορίζει τη μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας από υπεραύξηση των 

κυττάρων. 

2. Για το κάθε δείγμα, τα σύμπλοκα λιποφεκταμίνης-ολιγομερούς 

προετοιμάζονται ως εξής: 

 Η ποσότητα από το siRNA που πρόκειται να χορηγηθεί στα κύτταρα 

διαλύεται σε θρεπτικό υλικό Opti-MEM I Reduced Serum Medium 

(Invitrogen) χωρίς προσθήκη ορού εμβρύου βοός. Επακολουθεί ήπια 

ανάδευση. 

 Η λιποφεκταμίνη αναδεύεται καλά πριν από τη χρήση της και διαλύεται 

επίσης σε θρεπτικό υλικό Opti-MEM I Reduced Serum Medium. 

Επακολουθεί ήπια ανάδευση και επώαση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

 Τα δύο ανωτέρω διαλύματα ενώνονται σε κοινό φιαλίδιο, αναδεύονται 

ήπια και επωάζονται για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να 

σχηματιστούν τα σύμπλοκα λιποφεκταμίνης-ολιγομερούς. 
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3. Τα σύμπλοκα προστίθενται στα κύτταρα και ακολουθεί καλή ανάδευση της 

πλάκας ή της φλάσκας ώστε να εξασφαλιστεί η ομοιογενής διασπορά τους. 

4. Τα κύτταρα επωάζονται σε κλίβανο στους 37°C. Το θρεπτικό τους αλλάζεται 

6 ώρες μετά από τη διαμόλυνση, και αντικαθίσταται από πλήρες θρεπτικό 

υλικό, χωρίς αντιβιοτικά. 

Ως αρνητικά δείγματα ελέγχου χρησιμοποιούνται δείγματα στα οποία 

χορηγούνται ακριβώς οι ίδιες ποσότητες από τα ίδια αντιδραστήρια και υπό τις ίδιες 

συνθήκες, με μόνη εξαίρεση την αντικατάσταση του siRNA από Stealth RNAi 

Negative Control Duplex (Invitrogen). Το RNA αυτό είναι έτσι σχεδιασμένο ώστε να 

έχει παρόμοιο περιεχόμενο σε βάσεις GC με το siRNA που χρησιμοποιούμε. Η 

οποιαδήποτε μείωση σε ποσοστά έκφρασης mRNA και πρωτεϊνών, καθώς και οι 

αλλαγές στη βιωσιμότητα των κυττάρων, στα δείγματα στα οποία έχει χορηγηθεί 

siRNA, γίνονται σε σύγκριση με το αρνητικό δείγμα ελέγχου, το οποίο με τη σειρά 

του, δε θα πρέπει να έχει μεγάλες έως και καθόλου διαφορές στα επίπεδα 

έκφρασης και βιωσιμότητας σε σχέση με κύτταρα στα οποία δεν έχει χορηγηθεί 

τίποτα. Υπό αυτές τις συνθήκες και εφόσον τα ποσοστά αποσιώπησης των 

γονιδίων ενδιαφέροντος είναι υψηλά μετά από τη χορήγηση συγκεκριμένης δόσης 

siRNA, η μέθοδος θεωρείται επιτυχής. 

Οι ποσότητες siRNA, λιποφεκταμίνης και θρεπτικού υλικού που χορηγούνται 

στα κύτταρα, ανάλογα με το μέγεθος των πηγαδιών της πλάκας ή της φλάσκας, 

ενδεικτικά για τη συγκέντρωση των 100 pmol (για τη διαμόλυνση 6-well plates) 

φαίνονται στον πίνακα 7. 

Καλλιεργητικό 

μέσο 

Επιφάνεια 

καλλιεργητικού 

μέσου 

Όγκος 

θρεπτικού 

υλικού 

Όγκος θρεπτικού 

υλικού για 

διάλυση 

αντιδραστηρίων 

siRNA Λιποφεκταμίνη 

96-well 0,3 cm
2
 100 μl 2x25 μl 5 pmol 0,25 μl 

24-well 2 cm
2
 500 μl 2x50 μl 20 pmol 1,0 μl 

12-well 4 cm
2
 1 ml 2x100 μl 40 pmol 2,0 μl 

6-well 10 cm
2
 2 ml 2x250 μl 100 pmol 5 μl 

60-mm 20 cm
2
 5 ml 2x0,5 ml 200 pmol 10 μl 

10-cm 60 cm
2
 15 ml 2x1,5 ml 600 pmol 30 μl 

 
Πίνακας 7. Αναλυτικός πίνακας όγκων θρεπτικού υλικού, siRNA και λιποφεκταμίνης ανάλογα με το 

καλλιεργητικό μέσο και την επιφάνειά του. 

 
Β.1.15 Έλεγχος της απόπτωσης των χονδροκυττάρων με κυτταρομετρία 

ροής  

Για τη μελέτη της απόπτωσης των χονδροκυττάρων χρησιμοποιήθηκε ένα 

εμπορικά διαθέσιμο kit  (Annexin V-FITC/ 7-AAD kit, Beckman Coulter, France). Ο 
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προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος ή απόπτωση, είναι μια διαδικασία που 

χαρακτηρίζεται από έναν αριθμό ενδοκυττάριων φαινομένων, όπως διαταραχές στη 

δομή της μεμβράνης, συμπύκνωση χρωματίνης και κατάτμηση του κυτταρικού 

DNA. Η Annexin V επιτρέπει τον εντοπισμό αλλαγών στην κυτταρική μεμβράνη που 

συμβαίνουν στα αρχικά στάδια της διαδικασίας απόπτωσης με τη μέθοδο της 

κυτταρομετρίας ροής. Στην αρχική φάση της απόπτωσης, η φωσφατιδυλοσερίνη 

εκτίθεται από την έσω πλευρά της κυτταροπλασματικής μεμβράνης στην εξωτερική. 

Πρόκειται για μια διαδικασία καθοριστική για τον γρήγορο εντοπισμό των κυττάρων 

που εισέρχονται σε φάση απόπτωσης από τα μακροφάγα του οργανισμού, 

επιτρέποντας έτσι την ταχεία φαγοκυττάρωσή τους. Η ικανότητα της Annexin V να 

συνδέεται με την φωσφατιδυλοσερίνη είναι μεν αντιστρεπτή αλλά ιδιαίτερα σταθερή 

κάνοντας την ιδανική για την ανίχνευση μεμβρανικών αλλαγών που συνδέονται με 

την απόπτωση.   

Συγκεκριμένα, η μελέτη της απόπτωσης σε χονδροκύτταρα με δοκιμασία ανεξίνης 

πραγματοποιήθηκε για τις εξής περιπτώσεις: 

 οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε αναστολή του υποδοχέα της 

1,25(ΟΗ)2D3, VDR 

 οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε επίδραση με PFA, αναστολέα 

της αντλίας Na/Pi τύπου ΙΙΙ (όπως έχει ήδη περιγραφεί) 

 οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε αναστολή του VDR και 

ταυτόχρονη επίδραση με PFA (όπως έχει ήδη περιγραφεί) 

 φυσιολογικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε επίδραση με Pi, (όπως έχει ήδη 

περιγραφεί) 

 φυσιολογικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε επίδραση με Pi ταυτόχρονα με 

PFA (όπως έχει ήδη περιγραφεί) 

 

 Αναλυτικότερα, το κυτταρικό ίζημα διαλύθηκε σε 100μ l διαλύματος και 

προστέθηκαν 10μl φθορίζουσας Annexin V σημασμένης με ισοθειοκυανικό (για την 

ανίχνευση της φωσφατιδυλοσερίνης στην επιφάνεια των κυττάρων που βρίσκονται 

σε φάση απόπτωσης) και 10μl 7-αμινοακτινομυκίνη (7-AAD) (για χρώση των 

νεκρών κυττάρων) και ακολούθησε επώαση στο σκοτάδι. Η ανάλυση έγινε σε 

μετρητή EPICS XL-MCL Counter (Beckman Coulter, USA) και η ανάλυση των 

στοιχείων έγινε με τη χρήση ειδικού λογισμικού CellQuest data acquisition and 

analysis software. Τα στοιχεία που αναλύθηκαν προέκυψαν από τουλάχιστον 

10.000 συμβάντα για κάθε δείγμα.  
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Β.1.16 Στατιστική ανάλυση 

Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το 

στατιστικό πρόγραμμα SPSS Statistics 17 και αναλυτικότερα χρησιμοποιήθηκαν οι 

ακόλουθες δοκιμασίες: unpaired t test, paired t test, Mann Whitney U test, ANOVA 

(analysis of variance) με Tukey’s Honestly Significant Different (HSD) ως post hoc 

test. Οι δοκιμασίες συσχέτισης έγιναν με υπολογισμό του Pearson rank correlation 

και του Spearman rank correlation. Ως όριο στατιστικής σημαντικότητας θεωρήθηκε 

η τιμή p<0.05 και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές με την τυπική 

απόλιση (mean + standard deviation, SD). 
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B.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Β.2.1 Δείγματα αρθρικού χόνδρου 

 Στην παρούσα μελέτη τα δείγματα αρθρικού χόνδρου ασθενών με ΟΑ 

γόνατος είχαν K/L score ≥ 3, ενώ όλα τα δείγματα των φυσιολογικών αρθρικών 

χόνδρων είχαν  K/L score = 0. Σε όλα τα δείγματα οστεοαρθριτικού χόνδρου 

υπήρχαν οστεόφυτα.  

 

 

B.2.2 Ταυτοποίηση της υπερτροφίας στα οστεοαρθριτικά δείγματα χόνδρου 

με μελέτη της έκφρασης του COL10A1 

Προκειμένου να εξασφαλιστεί ότι στη μελέτη μας συμπεριλήφθησαν 

αποκλειστικά υπερτροφικά χονδροκύτταρα από ΟΑ χόνδρο, εκτός από την 

μακροσκοπική ταυτοποίηση της υπερτροφίας με τη παρατήρηση οστεοφύτων, η 

λήψη του αρθρικού χόνδρου έγινε από την υποκείμενη περιοχή όπου υπήρχε το 

οστεόφυτο. Από τα δείγματα απομονώθηκε RNA και πρωτεΐνη και μελετήθηκε η 

έκφραση του COL10A1 μεταγραφικά και πρωτεϊνικά. Παρατηρήθηκε ότι το 

COL10A1 εμφανίζει στατιστικά σημαντική αύξηση στα επίπεδα mRNA και 

πρωτεΐνης στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά που αποτελούσαν 

την ομάδα ελέγχου (p<0.0001) (εικόνα 25).  

 

 

Εικόνα 25. Τα επίπεδα έκφρασης Α. του mRNA ομαλοποιημένα ως προς την έκφραση του γονιδίου 

αναφοράς GAPDH και B. της πρωτεΐνης του COL10A1 ομαλοποιημένα ως προς την έκφραση της 

πρωτεΐνης β-actin, μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικών χονδροκυττάρων.  

 

 

Β.2.3 Μελέτη της έκφρασης του VDR και του κυτταρικού εντοπισμού του σε 

φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα 

 Στη συνέχεια διερευνήθηκε ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D3 στην υπερτροφία στα 

ΟΑ χονδροκύτταρα με τη μελέτη της πρωτεΐνικής έκφρασης του VDR σε 

φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι ο VDR εμφανίζει σημαντικά 

p<0.0001 
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μεγαλύτερη πρωτεϊνική έκφραση στα ΟΑ χονδροκύτταρα απ’ ότι στα φυσιολογικά 

(εικόνα 26Α).  

 Επιπλέον με την τεχνική του ανοσοφθορισμού μελετήθηκε η κατανομή του 

VDR στα ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν 

υποδεικνύουν ότι ο VDR εντοπίζεται τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον 

πυρήνα ΟΑ χονδροκυττάρων, ενώ στα φυσιολογικά η έκφραση του περιορίζεται 

κυρίως στο κυτταρόπλασμα, γεγονός που υποδεικνύει αυξημένη μεταγραφική 

δραστηριότητα του VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα (εικόνα 26Β).  

 

 

Εικόνα 26. Πρωτεϊνική έκφραση και κυτταρική κατανομή του VDR στα ΟΑ και φυσιολογικά 

χονδροκύτταρα. Α. Πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης του VDR ομαλοποιημένα ως προς την πρωτεΐνη 

αναφοράς β-actin. Β. Εντοπισμός του VDR στο κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα ΟΑ και φυσιολογικών 

χονδροκυττάρων. Έγινε χρήση ειδικού αντισώματος κατά του VDR που φθορίζει με κόκκινο χρώμα και 

το σήμα ελήφθη από ειδικό φίλτρο μικροσκοπίου φθορισμού και αποτυπώθηκε με ψηφιακή κάμερα.  

 

 

B.2.4 Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων PiT-1 και PiT-2 σε καλλιέργειες 

φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων 

Γνωρίζοντας ότι στη μεμβράνη των χονδροκυττάρων εκφράζονται οι αντλίες 

PiT-1 και PiT-2 και το Pi εισέρχεται στα χονδροκύτταρα μέσω αυτών η μελέτη 

συνεχίστηκε με τη διερεύνηση της έκφρασης των PiT-1 και PiT-2 σε ΟΑ και 

φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν υποδεικνύουν την 
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ενισχυμένη μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση των PiT-1 και PiT-2 στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά  (p <0.0001) (εικόνα 27Α-Β). 

 

Εικόνα 27. Μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση των PiT-1 και PiT-2 σε οστεοαρθριτικά και 

φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Επίπεδα μεταγραφικής (αριστερά) και πρωτεϊνικής (δεξία) έκφρασης Α. 

του PiT-1 και B. του PiT-2. Τα επίπεδα mRNA των γονιδίων PiT-1 και PiT-2 είναι ομολοποιημένα ως 

προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH, ενώ τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης είναι ομολοποιημένα ως 

προς την πρωτεΐνη αναφοράς β-actin.  

 

 

Β.2.5 Μελέτη της έκφρασης του RUNX2 σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά 

και χονδροκύτταρα 

Διερευνήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης mRNA των μεταγραφικού παράγοντα 

RUNX2 που κατευθύνει τα χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας στην 

υπερτροφία στα ΟΑ και στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι τα 

οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα εκφράζουν στατιστικώς σημαντικά υψηλά επίπεδα 

mRNA του RUNX2 σε σχέση με τα φυσιολογικά (p<0.0001) (εικόνα 28).  

 

Εικόνα 28. Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA του RUNX2 ομαλοποιημένα ως προς την έκφραση του 

γονιδίου αναφοράς GAPDH συγκρίθηκαν μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικών χονδροκυττάρων. Τα 

p<0.0001 

p<0.0001 

* p<0.0001 
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ιστογράμματα αντιπροσωπεύουν την αύξηση ή μείωση της μεταγραφικής έκφρασης του RUNX2 στα 

ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά.  

 

 

Β.2.6. Μελέτη της μεταγραφικής και πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης μεταξύ του 

RUNX2 και του VDR 

 Στη συνέχεια μελετήθηκε η μεταγραφική και πρωτεΐνική αλληλεπίδραση των 

μεταγραφικών παραγόντων RUNX2 και VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα και η 

συμμετοχή τους στην υπερτροφία. Στα ΟΑ χονδροκύτταρα στα οποία προήγηθηκε 

αναστολή του VDR ή σε φυσιολογικά στα οποία έγινε επίδραση με 10 -6Μ 

1,25(ΟΗ)2D3, ακολούθησε ανάλυση του υποκινητή του RUNX2 για την ανεύρεση 

ενός διατηρημένου VDRE. Παρατηρήθηκε ότι απουσία του VDR δεν ανιχνεύεται ο 

υποκινητής του RUNX2, ενώ παρουσία 1,25(ΟΗ)2D3 παρατηρείται πρόσδεση του 

VDR στον υποκινητή και κανονική ενίσχυση της περιοχής που εδράζει το VDRE 

(εικόνα 29Α). 

 Επιπλέον διερευνήθηκε η πρωτεϊνική τους αλληλεπίδρασης σε φυσιολογικά 

χονδροκύτταρα στα οποία προηγήθηκε επίδραση με 10-7Μ ή 10-6Μ 1,25(ΟΗ)2D3 και 

διαπιστώθηκε ότι καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση της 1,25(ΟΗ)2D3 ενισχύεται η 

δημιουργία συμπλόκου μεταξύ του VDR και RUNX2 (εικόνα 29Β). 

 

Εικόνα 29. A. Ανάλυση του υποκινητή του RUNX2 για την παρουσία VDREs με την τεχνική της 

ανοσοκατακρήμνισης τα χρωματίνης (ChIP) σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε 

αναστολή του VDR και σε φυσιολογικά στα οποία έγινε επίδραση με 10
-6

M 1,25(ΟΗ)2D3. Η περιοχή 

πρόσδεσης ανιχνεύθηκε με τη χρήση ειδικού αντισώματος κατά του VDR και ειδικών εκκινητών για την 

ενίσχυση των θραυσμάτων DNA με την τεχνική PCR. Ως θετικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε ο 

υποκινητής της OC, στον οποίο υπάρχουν VDREs, ενώ ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε 

μη ειδικό αντίσωμα για τις ανοσοσφαιρίνες IgG. Στην πρώτη γραμμή απεικονίζεται μία περιοχή με 
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VDREs στον υποκινητή του RUNX2 Στη δεύτερη γραμμή απεικονίζεται μία γνωστή περιοχή με VDREs 

στον υποκινητή της OC στη θέση -547 και εξυπηρετεί ως θετικό δείγμα για τον έλεγχο της 

αποτελεσματικότητας της μεθόδου. Όπως φαίνεται στη τρίτη στήλη, απουσία του VDR δε ανιχνεύεται 

ο υποκινητής του RUNX2, ενώ παρουσία 1,25(ΟΗ)2D3 παρατηρείται πρόσδεση του VDR στον 

υποκινητή και κανονική ενίσχυση του θραύσματος. B. Δημιουργία συμπλόκου μεταξύ VDR και του 

RUNX2 σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα στα οποία έγινε επίδραση με 1,25(ΟΗ)2D3. Στην πρώτη 

γραμμή η ανοσοκατακρήμνιση (IP) έγινε με αντίσωμα ειδικό για το RUNX2 και η ανοσοαποτύπωση 

(IB) με αντίσωμα ειδικό για τον VDR. Στη δεύτερη γραμμή η ανοσοκατακρήμνιση (IP) έγινε με 

αντίσωμα ειδικό για τον VDR και η ανοσοαποτύπωση (IB) με αντίσωμα ειδικό για τον RUNX2. Ως 

αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα ειδικό για τις ανοσοσφαιρίνες IgG.  

 

 

Β.2.7 Μελέτη της έκφρασης του FGF23 και προσδιορισμός των εκκρινόμενων 

επιπέδων του σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά και χονδροκύτταρα  

Με δεδομένο ότι ο FGF23 είναι ένας αυξητικός παράγοντας που επάγει την 

πρώιμη είσοδο των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας στη φάση της 

υπερτροφίας, προσδιορίστικε η έκφραση του σε ΟΑ και φυσιολογικά 

χονδροκυττάρα. Παρατηρήθηκε σημαντικά αυξημένη μεταγραφική και πρωτεϊνική 

έκφραση του FGF23 στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά 

(p<0.001) (εικόνα 30Α-Β). 

Λόγω του ότι ο FGF23 είναι ένας φωσφατουρικός παράγοντας που 

εκκρίνεται από τα κύτταρα, μελετήθηκε επιπλέον η πρωτεϊνική έκφραση της 

εκκρινόμενης μορφής του στο θρεπτικό υλικό από καλλιέργειες οστεοαρθριτικών και 

φυσιολογικών χονδροκυττάρων. Προέκυψε ότι τα εκκρινόμενα επίπεδα του FGF23 

είναι αυξημένα στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά 

(p<0.001) (εικόνα 30C). 

 

 

* p<0.0001 
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Εικόνα 30. A. Επίπεδα έκφρασης του mRNA του FGF-23 ομαλοποιημένα ως προς την έκφραση του 

γονιδίου αναφοράς GAPDH σε ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκυττάρα Β. Πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης 

του FGF23 σε οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα ομολοποημένα ως προς την πρωτεΐνη 

αναφοράς β-actin και C. σε θρεπτικό υλικό καλλιεργειών οστεοαρθριτικών και φυσιολογικών 

χονδροκύτταρων.  

 

 

 
B.2.8 Μελέτη της σχέσης ρύθμισης μεταξύ του FGF23 και του RUNX2 

Με βάση το εύρημα ότι η έκφραση του FGF23 είναι χαμηλότερη στα 

φυσιολογικά χονδροκύτταρα και προκειμένου να διερευνηθεί η σχέση του αυξητικού 

παράγοντα FGF-23 με τον μεταγραφικό παράγοντα RUNX2, έγινε επαγωγή 

διαφορετικών συγκεντρώσεων (20ng/ml, 50ng/ml και 100ng/ml), ανθρώπινης 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης (human recombinant FGF-23, hrFGF23) για 48 ώρες 

σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων. Η προσθήκη διαφορετικών 

συγκεντρώσεων hrFGF23 είχε σαν αποτέλεσμα την ενίσχυση της μεταγραφικής 

έκφρασης του RUNX2 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε δοσο-

εξαρτώμενη σχέση μεταξύ hrFGF23 και RUNX2, με μέγιστη αύξηση των mRNA 

επιπέδων του RUNX2 μετά από επίδραση με 100ng/ml hrFGF23 (p<0.0001) 

(εικόνα 31Α). 

Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ρύθμιση που ασκεί ο FGF-23 στην έκφραση 

του RUNX2, επιλέχθηκαν καλλιέργειες οστεοαρθριτικών χονδροκύτταρων στις 

οποίες έγινε αναστολή του FGF-23 με ειδικό siRNA κατά του FGF-23 για 48 ώρες. 

Παρατηρήθηκε ότι  η αναστολή του FGF23 είχε σαν αποτέλεσμα την έως και 80% 

αναστολή της έκφρασης του RUNX2 (p<0.0001) (εικόνα 31Β).  

p<0.0001 
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Εικόνα 31. Τα επίπεδα mRNA του RUNX2 ομολοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH Α. 

έπειτα από 0, 20, 50 και 100ng/ml hrFGF23 σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων για 48 

ώρες. Β. έπειτα από 48ωρή αναστολή του FGF23 σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Ως αρνητικό 

δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες στις οποίες δεν έγινε αναστολή (untrasfected) και 

καλλιέργειες στις οποίες προστέθηκε siRNA-scrambled.  

 
 

Β.2.9 Μελέτη της έκφρασης του FGFR1c και της δημιουργίας συμπλόκου 

μεταξύ FGF23 και FGFR1c 

Γνωρίζοντας τη διαφοροποίηση της έκφρασης του FGF23 μεταξύ 

φυσιολογικών και οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων από προηγούμενα πειράματα, 

ήταν σκόπιμο να διερευνηθεί η έκφραση του υποδοχέα του FGFR1c στους δύο 

κυτταρικούς πληθυσμούς. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μέθοδο PCR 

πραγματικού χρόνου και από την τεχνική western blot υποδεικνύουν αυξημένη 

μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση του FGFR1c στα οστεοαρθριτικά 

χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά (p<0.05) (εικόνα 32Α-Β). 

Ο FGF23 έχει την ικανότητα να προσδένεται με μεγάλη ικανότητα στον 

FGFR1c και η πρόσδεση αυτή οδηγεί στην ενεργοποίηση σηματοδοτικών 

μονοπατιών στα κύτταρα στόχους με σκοπό τη μεταγραφική ρύθμιση γονίδιων που 

ενέχονται στη ρύθμιση του μεταβολισμού του φωσφόρου. Με βάση τα παραπάνω 

και με κίνητρο τις διαφορές που προέκυψαν στην έκφραση των FGF23 και FGFR1c 

p<0.0001 

p<0.0001 

* 

* 

* 

* 
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μεταξύ οστεοαρθριτικών και φυσιολογικών χονδροκύτταρων η μελέτη συνεχίστηκε 

με τη διερεύνηση της δημιουργίας συμπλόκου μεταξύ FGF23 και FGFR1c στα 

οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Με τη μέθοδο της πρωτεϊνικής 

ανοσοκατακρήμνισης σε κυτταρικό εκχύλισμα φυσιολογικών και οστεοαρθριτικών 

χονδροκυττπάρων προέκυψε ότι ο FGF23 και ο FGFR1c δημιουργούν σύμπλοκο 

στα χονδροκύτταρα και η ικανότητα πρόσδεσης του FGF23 στον υποδοχέα του 

είναι ισχυρότερη στα οστεοαρθριτικά συγκριτικά με τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα 

(εικόνα 32C).  

 

 

 

 

 

Εικόνα 32. Α. Μεταγραφική και B. πρωτεϊνική έκφραση του FGFR1c σε οστεοαρθριτικά και 

φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το GAPDH (p<0.001) και ως 

πρωτεΐνη αναφοράς η β-actin. C. Δημιουργία συμπλόκου μεταξύ FGF23 και FGFR1c στα 

οστεοαρθριτικά συγκριτικά με τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Στην πρώτη γραμμή η 

ανοσοκατακρήμνιση (IP) έγινε με αντίσωμα ειδικό για τον FGF23 και η ανοσοαποτύπωση (IB) με 

αντίσωμα ειδικό για τον FGFR1c. Στη δεύτερη γραμμή η ανοσοκατακρήμνιση (IP) έγινε με αντίσωμα 

ειδικό για τον FGFR1c και η ανοσοαποτύπωση (IB) με αντίσωμα ειδικό για τον FGF23. Ως αρνητικό 

δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα ειδικό για τις ανοσοσφαιρίνες IgG.  

 

 

Β.2.10 Επίδραση σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων με 1,25(ΟΗ)2D3 

Η επίδραση με 1,25(ΟΗ)2D3 σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων 

έγινε με σκοπό να διερευνηθεί ο ρόλος της: 

 στην έκφραση του υποδοχέα της VDR, 

p<0.0001 
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 στην έκφραση του FGF23 και του FGFR1c και την επαγωγή του μονοπατιού των 

MAP κινασών με τον έλεγχο των φωσφορυλιωμένων επιπέδων της κινάσης 

ERK1/2, 

 στη ρύθμιση της έκφρασης καταβολικών ενζύμων όπως η ΜΜΡ-13,  

 στην έκφραση γονιδίων σχετιζόμενων με τον υπερτροφικό φαινότυπο των 

οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων όπως RUNX2, COL10A1, OPN και OC,  

 στην επαγωγή αποπτωτικών μορίων όπως η κασπάση-9. 

Σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων έγινε επίδραση με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D3 (10-7Μ, 10-6Μ) σε τρεις χρονικές 

περιόδους, 24h, 48h, 72h, και διερευνήθηκε η έκφραση των VDR, FGF23, FGFR1c, 

RUNX2, COL10A1, MMP13, OPN και OC και των πρωτεϊνών ERK1/2 και 

κασπάση-9. Παρατηρήθηκε ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 προκαλεί αύξηση της μεταγραφικής 

και πρωτεϊνικής έκφρασης των VDR, FGF23, FGFR1c, RUNX2, COL10A1, 

MMP13, OPN και OC καθώς και αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της 

φωσφορυλιωμένης ERK1/2 και της κασπάσης-9 (εικόνα 33 Α-Ε). Η ενίσχυση της 

μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης των γονιδίων συμβαίνει με δοσο-

εξαρτώμενο τρόπο και εμφανίζουν μέγιστη ενίσχυση στη μεγαλύτερη συγκέντρωση 

10-6Μ 1,25(ΟΗ)2D3 στις 72h, με εξαίρεση του RUNX2 το οποίο αποκτά τη μέγιστη 

έκφραση στις 48h (p<0.001).   

 

 

 
 

p<0,0001 
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Εικόνα 33. Επίπεδα mRNA των Α. VDR, Β. FGF23, C. FGFR1c, D. RUNX2 E. COL10A1, MMP13, 

OPN και OC μετά από επίδραση 10
-7

Μ ή 10
-6

Μ 1,25(ΟΗ)2D3 σε καλλιέργειες φυσιολογικών 

χονδροκυττάρων για 24, 48 και 72 ώρες ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. Ως 

αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η 0M συγκέντρωση της 1,25(ΟΗ)2D3. F. Πρωτεϊνικά 

επίπεδα έκφρασης των VDR, FGF23, FGFR1c, COL10A1, MMP13, OPN, OC και κασπάση-9 

ομαλοποιμένα ως προς την πρωτεΐνη β-actin και πρωτεϊνικά επίπεδα της pERK1/2 ομαλοποιημένα ως 

προς τη tERK1/2 μετά από επίδραση 10
-7

Μ ή 10
-6

Μ 1,25(ΟΗ)2D3 σε καλλιέργειες φυσιολογικών 

χονδροκυττάρων για 72 ώρες. Ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η 0M συγκέντρωση της 

1,25(ΟΗ)2D3.  

 

 

B.2.11 Αναστολή της έκφρασης του VDR σε καλλιέργειες ΟΑ 

χονδροκυττάρων 

Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την 

επίδραση της 1,25(OH)2D3 σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα ακολούθησε αναστολή 

της έκφρασης του VDR σε ΟΑ χονδροκύτταρα με τη τεχνολογία των siRNAs και τη 

τη χρήση λιποφεκταμίνης. Αρχικά επιβεβαιώθηκε η επιτυχία αναστολής του VDR με 

p<0,0001 
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έλεγχο της μεταγραφικής και πρωτεϊνικής του έκφρασης. Η χρήση siRNA κατά του 

VDR οδήγησε σε 97% μείωση των επιπέδων mRΝΑ και 38% των πρωτεϊνικών 

επιπέδων του VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα (εικόνα 34Α-Β). Στη συνέχεια 

εξετάστηκε η έκφραση του FGF23 και του FGFR1c και διαπιστώθηκε ότι η 

αναστολή του VDR σε ΟΑ χονδροκύτταρα οδηγεί σε μείωση της μεταγραφικής και 

πρωτεϊνικής τους έκφρασης (p<0.0001). Κατ’ επέκταση διαπιστώθηκε ότι τα 

επίπεδα της φωσφορυλιωμένης ERK1/2 ελαττώθηκαν σχεδόν 100% σε σχέση με 

την ολική μορφή της, Επιπλέον εξετάστηκαν ο μεταγραφικός παράγοντας και οι 

δείκτες υπερτροφίας RUNX2, COL10A1, OPN, OC και η αποπτωτική πρωτεΐνη 

κασπάση-9 και διαπιστώθηκε ότι η αναστολή του VDR οδήγησε σε μειωμένη 

έκφραση όλων των ανωτέρω δεικτών στα ΟΑ χονδροκύτταρα (εικόνα 34Α-Β). 

Τέλος, παρατηρήθηκε με κυτταρομετρία ροής και με τη δοκιμασία ανεξίνης, 

μειωμένος αποπτωτικός ρυθμός στα ΟΑ χονδροκύτταρα τα οποία παρήγαγαν 

μειωμένες ποσότητες VDR (p<0.0001) (εικόνα 34C). 

 

 
 

* p<0,0001 
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Εικόνα 34. Αναστολή της έκφρασης του VDR σε ΟΑ χονδροκύτταρα με τη χρήση ειδικού siRNA κατά 

του VDR. Ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων στις 

οποίες δεν έγινε αναστολή (untrasfected) και καλλιέργειες στις οποίες προστέθηκε siRNA-scrambled. 

A. Μεταγραφική έκφραση των VDR, FGF23, FGFR1c, COL10A1, MMP13, OPN, OC και RUNX2, 

ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. Β. Πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης των VDR, 

FGF23, FGFR1c, COL10A1, MMP13, OPN, OC και της κασπάσης-9 ομαλοποιημένα ως προς την 

πρωτεΐνη αναφοράς β-actin και πρωτεϊνικά επίπεδα της pERK1/2 ομαλοποιημένα ως προς την 

tERK1/2. C. Ποσοστό απόπτωσης έπειτα από 48 ώρες αναστολής του VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα. 

Τα αποτέλεσμα προέκυψαν με τη δοκιμασία ανεξίνης V σε κυτταρόμετρο ροής.  

 

 

Β.2.12 Ανάλυση του υποκινητή του FGF23 για την ύπαρξη ειδικών θέσεων 

πρόσδεσης της βιταμίνης D 

Η διερεύνηση για την ύπαρξη ειδικών θέσεων πρόσδεσης για τη βιταμίνη D 

(VDREs) στον υποκινητή του FGF23 έγινε με στόχο τη μελέτη της άμεσης 

επαγωγής της έκφρασης του από την 1,25(ΟΗ)2D3. Σε οστεοαρθριτικά 

χονδροκύτταρα  εφαρμόστηκε η μέθοδος της ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης 

με ειδικό αντίσωμα για τον VDR. Παρατηρήθηκε ότι στον υποκινητή του FGF23 

υπάρχουν τουλάχιστον δύο περιοχές που αναγνωρίζουν το σύμπλοκο 1,25(ΟΗ)2D3 

– VDR στις περιοχές –589 εώς -823 και -921 εώς -1092 από το κωδικόνιο έναρξης 

ATG. Για την αποτελεσματικότητα και εγκυρότητα της μεθόδου έγινε έλεγχος της 

έκφρασης του γονίδιου οστεοκαλσίνη, το οποίο είναι γνωστό ότι διαθέτει ειδικά 

στοιχεία πρόσδεσης του συμπλόκου 1,25(ΟΗ)2D3 – VDR και επιβεβαιώθηκε η 

πρόσδεση του συμπλόκου στη θέση -547 (εικόνα 35).  

p<0,0001 
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Εικόνα 35. Ανάλυση του υποκινητή του FGF23 για την παρουσία VDREs με την τεχνική της 

ανοσοκατακρήμνισης τα χρωματίνης (ChIP) σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Οι περιοχές 

πρόσδεσης ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικού αντισώματος κατά του VDR και ειδικών εκκινητών για 

την ενίσχυση των θραυσμάτων DNA με την τεχνική PCR. Ως θετικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε 

ο υποκινητής της OC, στον οποίο υπάρχουν VDREs, ενώ ως αρνητικό δείγμα ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκε μη ειδικό αντίσωμα για τις ανοσοσφαιρίνες IgG. Στην πρώτη γραμμή απεικονίζονται 

δύο περιοχές με VDREs στον υποκινητή του FGF23 και αναπαριστώνται στη φωτογραφία με δύο 

ζώνες που αντιστοιχούν στις περιοχές -589 εώς -823 και -921 εώς -1094 από το κωδικόνιο έναρξης 

ATG. Στη δεύτερη γραμμή απεικονίζεται μία γνωστή περιοχή με VDREs στον υποκινητή της OC στη 

θέση -547 και εξυπηρετεί ως θετικό δείγμα για τον έλεγχο της αποτελεσματικότητας της μεθόδου. 

 

 

B.2.13 Επίδραση σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων με Pi ή/και 

PFA 

Στη συνέχεια, προκειμένου να μελετηθούν οι δράσεις του Pi στα 

χονδροκύτταρα πραγματοποιήθηκε επίδραση με 3, 5 και 7mM Pi και 3, 5 και 7mM 

Pi μαζί με 1mM PFA, σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων για 48h και τα 

αποτελέσματα επεξεργάστηκαν συγκρτικά με τη συγκέντρωση ελέγχου που ήταν 

1mM Pi. Ο PFA αποτελεί αναστολέα των αντλιών Pi/Na+ τύπου ΙΙΙ (PiT-1 και PiT-2) 

και η χρήση του μαζί με Pi έγινε προκειμένου να διαπιστωθεί ότι τα αποτελέσματα 

που παρατηρήθηκαν οφείλονταν αποκλειστικά στο Pi. Διαπιστώθηκε ότι η 

επίδραση με 3, 5 και 7mM Pi σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων 

οδηγεί σε δοσο-εξαρτώμενη αύξηση των επιπέδων mRNA και πρωτεΐνης των PiT-1 

και PiT-2 και η δράση αυτή αναστάλθηκε μετά την επίδραση με PFA (p<0.0001) 

(εικόνα 36A-Β, F).  

Στη συνέχεια διερευνήθηκε η έκφραση του FGF23 και παρατηρήθηκε ότι 

τόσο τα μεταγραφικά όσο και τα πρωτεϊνικά του επίπεδα ενισχύονται υπό την 

επίδραση με 3, 5 και 7mM Pi στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα με δοσο-εξαρτώμενο 

τρόπο (p<0.0001). Επιπροσθέτως, δεν παρατηρήθηκε σημαντική διαφορά ως προς 

την έκφραση του FGF23 μετά από επίδραση με 5 και 7mM Pi (εικόνα 36C,F).  
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H επίδραση 3, 5 και 7mM Pi στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα οδήγησε σε 

δοσο-εξαρτώμενη αύξηση των μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων της MMP-

13 και της OPN, καθώς και των πρωτεϊνών κασπάση-9 και φωσφορυλιωμένη 

ERK1/2 (p<0.0001) (εικόνα 36D-F). 

Τέλος, η δοκιμασία ανεξίνης V έδειξε ότι η επίδραση με 7mM Pi προκάλεσε 

αύξηση του αποπτωτικού ρυθμού στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα (p<0.0001). Η 

θετική ρύθμιση που εμφάνισε το Pi στα παραπάνω μόρια αναστάλθηκε υπό την 

παρουσία του PFA (p<0.0001) (εικόνα 36G).  
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Εικόνα 36. Επίδραση με 3, 5, 7mM Pi μαζί ή χωρίς 1mM PFA σε καλλιέργειες φυσιολογικών 

χονδροκυττάρων. Μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των A. PiT-1, B. PiT-2, C. FGF23, D. OPN και E. 

MMP-13 ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. Ως συγκέντρωση ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκε 1mM Pi. F. Πρωτεϊνική έκφραση των PiT-1, PiT-2, FGF23, OPN, MMP-13 και 

κασπάσης-9 ομαλοποιημένη ως προς την πρωτεΐνη αναφοράς β-actin και πρωτεϊνικά επίπεδα της 

pERK ομαλοποιημένα ως προς τα επίπεδα της tERK1/2. Ως συγκέντρωση ελέγχου χρησιμοποιήθηκε 

1mM Pi. G. Ποσοστό απόπτωσης μετά από επίδραση με 7mM Pi μαζί ή χωρίς 1mM PFA σε 

φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα αποτέλεσμα προέκυψαν με τη δοκιμασία ανεξίνης V σε κυτταρόμετρο 

ροής.  

 

Β.2.14 Συνεργιστική δράση του Pi και της 1,25(OH)2D3 στην ενεργοποίηση του 

μονοπατιού FGF23  

Προκειμένου να διαπιστωθεί εάν ο VDR και το Pi ασκούν τη δράση τους στο 

ίδιο σηματοδοτικό μονοπάτι με στόχο την εμπλοκή τους στην υπερτροφία και 

p<0,0001 
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επασβέστωση στην ΟΑ και στο οποίο μεσολαβεί η ενργοποίηση της 

σηματοδότησης του FGF23, πραγματοποιήθηκε ταυτόχρονα αναστολή της 

έκφρασης του VDR και της λειτουργίας των αντλιών Pit-1, Pit-2, με τη μεθοδολογία 

των μικρών παρεμβατικών μορίων siRNAs και επίδραση με τον αναστολέα των 

αντλιών Na+/Pi τύπου III, PFA αντίστοιχα, σε ΟΑ χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε 

ότι η αναστολή του VDR οδήγησε σε μείωση στην μεταγραφική και πρωτεϊνική 

έκφραση του FGF23 κατά 3 φορές, η επίδραση με PFA σε μείωση κατά 5.26 φορές, 

ενώ ο συνδυασμός της ανστολής του VDR και των αντλιών Na+/Pi οδήγησε σε 

μείωση των επιπέδων του FGF23 κατά 10 φορές (p<0.0001) (εικόνα 37Α, D). 

Παρατηρήθηκε ότι η αναστολή της έκφρασης του VDR δεν επηρέασε την 

έκφραση των PiT-1 και PiT-2, μεταγραφικά και πρωτεϊνικά. Αντίθετα η επίδραση με 

PFA σε ΟΑ χονδροκύτταρα οδήγησε σε στατιστικά σημαντική μείωση των mRNA 

και πρωτεϊνικών επιπέδων των PiT-1 και PiT-2, με μεγαλύτερη μείωση να εμφανίζει 

το PiT-1 (p<0.0001) (εικόνα 37Β, D).  

Επιπλέον εξετάστηκε η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση των γονιδίων 

FGFR1c, COL10A, OC, OPN και MMP-13, καθώς και των φωσφορυλιωμένων 

επιπέδων της ERK1/2 και παρατηρήθηκε σημαντικότερη μείωση των επιπέδων 

τους μετά από τη συνδυαστική δράση του siRNA-VDR και του PFA στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα (p<0.0001) (εικόνα 37C,D). 

 

p<0,0001 

p<0,0001 
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Εικόνα 37. Συνεργιστική δράση της αναστολή του VDR και της επίδρασης με PFA σε ΟΑ 

χονδροκύτταρα. Μεταγραφική έκφραση των A. FGF23, B. PiT-1 και PiT-2, C. FGFR1c, COL10A1, 

OC, OPN και MMP-13 ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH και D. Πρωτεϊνική 

έκφραση των FGF23, PiT-1, PiT-2, FGFR1c, COL10A1, OC, OPN και MMP-13 ομαλοποιημένη ως 

προς την πρωτεΐνη αναφοράς β-actin. Πρωτεϊνική έκφραση της pERK1/2 ομαλοποιημένη ως προς την 

tERK1/2. Ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων στις 

οποίες δεν έγινε ούτε επίδραση (untrasfected) και καλλιέργειες στις οποίες προστέθηκε siRNA-

scrambled αντί για siRNA-VDR.  

p<0,0001 
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Β.3  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) αποτελεί την πιο συχνή πάθηση των αρθρώσεων, 

με σημαντική επίπτωση στην ποιότητα ζωής των ασθενών. Σε πολλές περιπτώσεις, 

μελέτες υποστηρίζουν ότι πρόκειται για γενικευμένη διαταραχή με συμμετρική 

πολυαρθρική εντόπιση [338]. Πρόκειται για μία ετερογενή και πολυπαραγοντική 

νόσο με γενετικές, μηχανικές και περιβαλλοντικές συνιστώσες να οδηγούν στην 

αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου.  

Το προϊόν διαφοροποίησης και ωρίμανσης της αναπτυξιακής πλάκας είναι ο  

μόνιμος αρθρικός χόνδρος, ο οποίος είναι έτσι δομημένος ώστε να υποστηρίζει την 

άρθρωση σε όλη τη διάρκεια ζωής του ατόμου. Τα χονδροκύτταρα του μόνιμου 

χόνδρου, φυσιολογικά, δεν υφίστανται πολλαπλασιασμό ή υπερτροφική 

διαφοροποίηση και δεν αποπίπτουν σε αντίθεση με τα χονδροκύτταρα της 

αναπτυξιακής πλάκας, τα οποία υφίστανται διαρκώς φαινοτυπικές μεταβολές. 

Παρόλα αυτά, στην οστεοαρθρίτιδα, παρατηρούνται αλλαγές στο προφίλ των 

χονδροκυττάρων του μόνιμου χόνδρου που προσομοιάζουν τα φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά των χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας. Συγκεκριμένα, 

παρατηρείται επανεκκίνηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και υπερτροφική 

διαφοροποίηση, στα πλαίσια της οποίας πρωταγωνιστούν ποικίλοι μεταγραφικοί και 

αυξητικοί παράγοντες, ένζυμα, ορμόνες και κυτοκίνες [162]. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα αποτελούν η καταστολή του SOX9, του κολλαγόνου τύπου II και της 

αλκαλικής φωσφατάσης, η επαγωγή της καταβολικής MMP-13 και του κολλαγόνου 

τύπου X, η διαταραχή της ομοιοστασίας των ιόντων Ca2+/Pi και η απόπτωση των 

χονδροκυττάρων. Η διαταραχή των παραπάνω παραγόντων συνδέεται με την 

αύξηση της αποικοδόμησης του χόνδρου, τη μείωση της βιοσύνθεσής του - 

μεταβολικές αλλαγές οι οποίες οδηγούν την αποδόμηση της εξωκυττάριας θεμέλιας 

ουσίας και την απώλεια της ακεραιότητας της άρθρωσης  [158, 162].  

Αναλυτικότερα, η υπερτροφική διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων του 

οστεοαρθριτικού χόνδρου ταυτοποιείται με την ανίχνευση του κολλαγόνου τύπου X, 

το οποίο αποτελεί ένα δείκτη υπερτροφίας [169, 190]. Επιπλέον, άλλοι δείκτες 

υπερτροφίας είναι η OC, το γονίδιο Indian Hedgehog (IHH) και η αλκαλική 

φωσφατάση, οι οποίοι παρατηρούνται αυξημένοι στα ΟΑ χονδροκύτταρα [166, 

168]. Αξίζει να αναφερθεί, ότι τα υπερτροφικά χονδροκύτταρα στην ΟΑ δεν 

εμφανίζουν αυξημένο μέγεθος όπως τα αντίστοιχα της αναπτυξιακής πλάκας, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι παρά της ομοιότητές τους, υπάρχουν και βασικές 

διαφορές όσον αφορά στην κυτταρική δομή τους. Πρόσφατες μελέτες, συνδέουν 

την υπερτροφία στην ΟΑ και με άλλες φαινοτυπικές μεταβολές, όπως την 

επασβέστωση του χόνδρου, όπου και έχει προταθεί μία ισχυρή σχέση μεταξύ της 

επασβέστωσης του χόνδρου, της κλινικής διαβάθμισης της ΟΑ και της έκφρασης 
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του κολλαγόνου τύπου X και υποστηρίζεται ότι η υπερτροφία των χονδροκυττάρων 

οδηγεί στην επασβέστωση του χόνδρου, η οποία αποτελεί γενικό χαρακτηριστικό 

της ΟΑ [339]. 

Με το δεδομένο ότι δεν υπάρχει αποτελεσματική θεραπεία για την ΟΑ, τα 

τελευταία χρόνια η επιστημονική έρευνα έχει στραφεί στον εντοπισμό γονιδίων που 

σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ΟΑ. Σκοπός της παρούσας διατριβής 

είναι αφενός η διερεύνηση μοριακών σηματοδοτικών μονοπατιών και μοριακών 

μηχανισμών ρύθμισης της έκφρασης ομάδων γονίδιων που εμπλέκονται στην 

υπερτροφία και την επασβέστωση στην ΟΑ, οδηγώντας στην καλύτερη κατανόηση 

της παθοφυσιολογίας της νόσου και αφετέρου η αναστολή των εμπλεκόμενων 

γονιδίων με στόχο την ανάδειξη νέων μορίων στόχων για πιθανή θεραπευτική 

παρέμβαση. 

Σημαντικό ρόλο στην υπερτροφία των χονδροκυττάρων διαδραματίζει η  

1,25(ΟΗ)2D3, η οποία αποτελεί τον ενεργό μεταβολίτη της βιταμίνης D. Η 

1,25(ΟΗ)2D3 μέσω σύνδεσης με τον ειδικό υποδοχέα της VDR συμμετέχει στη 

ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται στην υπερτροφία και την 

επασβέστωση. Επιπλέον συμβάλει στη δημιουργία υπερτροφικών χονδροκυττάρων 

κυρίως κοντά στις περιοχές του χόνδρου που έχουν επασβεστωθεί και στη 

δημιουργία κυστιδίων εξωκυττάριου στρώματος πλούσιων σε Ca2+. Τα τελευταία 

οδηγούν στο σχηματισμό κρυστάλλων ασβεστίου (CPPD, BCP) οι οποίοι 

διαβρώνουν το χόνδρο και σχετίζονται με την εξέλιξη της ΟΑ [340, 341]. Στη 

διαδικασία της υπερτροφίας και της επασβέστωσης του χόνδρου συμμετέχει 

επιπλέον ο αυξητικός παράγοντας FGF23, ο οποίος αποτελεί έναν φωσφατουρικό 

παράγοντα που επάγει την πρόωρη μετατροπή των χονδροκυττάρων της 

αναπτυξιακής πλάκας σε υπερτροφικά. Η παραγωγή του εντοπίζεται κυρίως στα 

οστεοκύτταρα και θεωρείται ότι τα επίπεδα του FGF23 στον ορό προέρχονται από 

το οστό. Ο FGF23 προσδένεται σε ειδικούς υποδοχείς FGFRs και ενεργοποιεί 

σηματοδοτικά μονοπάτια στα κύτταρα στόχους. Ιδιαίτερα, η πρόσδεση του FGF23 

στον υποδοχέα FGFR1c προκαλεί την ενεργοποίηση του μονοπατιού των MAP-

κινασών στα χονδροκύτταρα [220, 238]. Όσον αφορά στη λειτουργία του, 

συμμετέχει στη διατήρηση της ομοιοστασίας των ιόντων Ca2+/Pi και στη ρύθμιση 

του μεταβολισμού της 1,25(ΟΗ)2D3, μέσω καταστολής της δραστηριότητα της 1α-

υδροξυλάσης στους νεφρούς [212-214, 303]. Μελέτες ανοσοϊστοχημείας σε 

αρουραίους υποστηρίζουν ότι ο FGF23 εμφανίζει αυξημένη έκφραση σε κύτταρα τα 

οποία επασβεστώνουν το ECM, όπως οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα, και η 

έκφρασή του διαφοροποιείται πριν και μετά την επασβέστωση [217]. Σημαντικό 

ρόλο στη διαδικασία της επασβέστωσης διαδραματίζουν επιπλέον τα αυξημένα 

επίπεδα Pi. Μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε αγγειώδη ιστό υποστηρίζουν ότι η 
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εξωκυττάρια αύξηση του Pi προκαλεί την in vitro επαγωγή της έκφρασης γονιδίων 

όπως τα RUNX2, OPN και OC, και πραγματοποιείται μέσω του συμμεταφορέα 

Na+/Pi, Pit-1 [264-266]. Με βάση τα προηγούμενα, στη μελέτη μας διερευνήθηκε ο 

ρόλος της 1,25(OH)2D3 και του Pi στη επαγωγή γονιδίων που εμπλέκονται στην 

υπερτροφία και την επασβέστωση των ΟΑ χονδροκυττάρων, καθώς μελετήθηκε και 

ο μηχανισμός δράσης τους μέσω αναστολής της έκφρασής τους.  

Στην παρούσα διατριβή, ο υπερτροφικός φαινότυπος επιβεβαιώθηκε σε όλα 

τα ΟΑ δείγματα αρθρικού χόνδρου, καθώς υπήρχαν αφ’ ενός οστεόφυτα και 

αφετέρου παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του COL10A1 

στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά. Το COL10A1 μαζί με την 

αλκαλική φωσφατάση αποτελούν τους πιο καλά χαρακτηρισμένους δείκτες 

υπερτροφίας [163, 168].  

Στη συνέχεια διερευνήθηκε ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D3 στην υπερτροφία και 

την επασβέστωση του ΟΑ χόνδρου. Προκειμένου η 1,25(ΟΗ)2D3 να εκδηλώσει τη 

γενωμική της δράση στα κύτταρα-στόχους, απαιτεί τη δημιουργία συμπλόκου με 

τον ειδικό υποδοχέα της VDR. Επομένως, αρχικά διερευνήσαμε την έκφραση του 

VDR στα χονδροκύτταρα και διαπιστώσαμε στατιστικά σημαντική μεταγραφική και 

πρωτεϊνική έκφραση στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά. Τα 

αποτελέσματά μας συνηγορούν υπέρ της εμπλοκής του VDR στη διαδικασία της 

επασβέστωσης και της υπερτροφίας των ΟΑ χονδροκυττάρων. Επίσης, η 

ενισχυμένη έκφραση που παρατηρήσαμε στα ΟΑ χονδροκύτταρα ενδεχομένως 

οφείλεται στην τοπική σύνθεση της 1,25(OH)2D3 στο περιβάλλον της βλάβης της 

άρθρωσης. Μελέτες ανοσοϊστοχημείας αναφέρουν την παρουσία του VDR σε 

ανθρώπινα χονδροκύτταρα από ΟΑ γόνατος συγκριτικά με φυσιολογικά 

χονδροκύτταρα, τα οποία ήταν αρνητικά για τον VDR [342]. Η έκφραση του VDR 

στα ΟΑ χονδροκύτταρα είναι απαραίτητη προκειμένου η 1,25(OH)2D3 να εκδηλώσει 

το ρυθμιστικό της ρόλο [343, 344]. Επίσης, η δράση της 1,25(OH)2D3 στο ECM των 

χονδροκυττάρων ανθρώπινου ΟΑ χόνδρου, έχει αναφερθεί σε άλλες μελέτες που 

υποστηρίζουν την επαγωγή της καταβολικής MMP-13, συμβάλλοντας στον 

εκφυλισμό του χόνδρου [121].  

Εκτός από τη μελέτη της έκφρασης του VDR, διερευνήσαμε τον κυτταρικό 

εντοπισμό του σε ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκύτταρα και διαπιστώσαμε ότι στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα ο VDR εντοπίζεται τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον πυρήνα. 

Αντίθετα στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα περιορίζεται στο κυτταρόπλασμά τους. 

Καθώς η μεταγραφή των γονιδίων πραγματοποιείται στον πυρήνα των κυττάρων, 

το εύρημα αυτό υποστηρίζει την ενισχυμένη μεταγραφική δραστηριότητα του VDR 

στα ΟΑ χονδροκύτταρα, η οποία επάγεται από την 1,25(OH)2D3 και εμπλέκεται 

άμεσα στη μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων που συμμετέχουν στην υπερτροφική 
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διαφοροποίηση και την επασβέστωση του OA χόνδρου. Προηγούμενες μελέτες που 

αφορούσαν την κατανομή του VDR σε χόνδρο αρουραίων υποστηρίζουν την άμεση 

εμπλοκή της 1,25(OH)2D3 στην διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασμό, την 

ωρίμανση και την επασβέστωση του ECM του χόνδρου η οποία προκαλεί την 

πρωτεϊνική αύξηση του VDR και την μεταφορά του στον πυρήνα των 

χονδροκυττάρων για να εκδηλώσει τη μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων που 

εμπλέκονται στις ανωτέρω διεργασίες [345].  

Με δεδομένο το ρόλο των αντλιών Νa+/Pi στη μεταφορά του Pi στο 

εσωτερικό των κυττάρων, όπως ήδη αναφέρθηκε προηγουμένως, στη συνέχεια της 

μελέτης μας, διερευνήσαμε την έκφραση των αντλιών Na+/Pi τύπου III, Pit-1 και Pit-

2. Παρατηρήσαμε ότι τόσο το Pit-1 όσο και το Pit-2 εμφανίζουν ενισχυμένη 

έκφραση στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά, υποδηλώνοντας 

την αυξημένη είσοδο του Pi στο κυτταρόπλασμα των χονδροκυττάρων, το οποίο 

κατ’ επέκταση επάγει διεργασίες όπως η απόπτωση. Όπως έχει βρεθεί στο 

παρελθόν, οι αντλίες Na+/Pi τύπου III, όπου ανήκουν το Pit-1 και το Pit-2, 

κατανέμονται ευρέως μεταξύ ποικίλων ιστών, όπως τα οστά και τα υπερτροφικά 

χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας, υποδεικνύοντας την εξελικτικά 

διατηρημένη λειτουργία τους στην ομοιοστασία του Pi [256, 346, 347]. Επίσης 

πρόσφατες μελέτες στην κυτταρική σειρά ανθρώπινων χονδροκυττάρων CH-8 

ανέδειξαν την ενισχυμένη έκφραση των Pit-1 και Pit-2 στην παθολογική 

επασβέστωση μαλακών ιστών και την υπερ-έκφραση του Pit-1 σε ανθρώπινο ΟΑ 

χόνδρο γόνατος [256, 257]. 

Εφόσον στόχος της αλληλεπίδρασης της 1,25(OH)2D3 με τον υποδοχέα της 

είναι η ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων που συμμετέχουν στην υπερτροφία και την 

επασβέστωση των χονδροκυττάρων, επιλέχθηκε ο μεταγραφικός παράγοντας 

RUNX2 και ο αυξητικός παράγοντας FGF23 με σκοπό τη διερεύνηση της έκφρασής 

τους στα ΟΑ χονδροκύτταρα, τη μεταξύ τους αλληλεπίδραση, αλλά και τη ρύθμισή 

τους από τη 1,25(OH)2D3. Αρχικά διερευνήθηκε ο μεταγραφικός παράγοντας 

RUNX2 λόγω του γεγονότος ότι συμμετέχει στην ωρίμανση και διαφοροποίηση των 

χονδροκυττάρων προωθώντας τα σε υπερτροφία. Τα αποτελέσματα μας 

υποστηρίζουν την υπερ-έκφραση του RUNX2 στα ΟΑ δείγματα συγκριτικά με τα 

φυσιολογικά. Ο καθοριστικός ρόλος του RUNX2 στην υπερτροφία έχει αναδειχθεί 

στο παρελθόν σε πειραματικά μοντέλα ποντικών, στα οποία η επαγωγή της 

έκφρασης του RUNX2 προωθεί την διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων της 

αναπτυξιακής πλάκας σε υπερτροφικά, ενώ η απαλοιφή του αναστέλλει ή σταματάει 

τελείως αυτή τη διαδικασία [348, 349]. Επιπλέον, τα αποτελέσματα μας συμφωνούν 

με παλαιότερες μελέτες κατά τις οποίες ο RUNX2 εμφανίζει αυξημένη έκφραση 
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στον οστεοαρθριτικό χόνδρο και επάγει την έκφραση του COL10A1 και της 

αλκαλικής φωσφατάσης [163, 190-192]. 

Συνεχίσαμε με τη διερεύνηση της έκφρασής του αυξητικού παράγοντα 

FGF23. Τα αποτελέσματά μας υποστηρίζουν την υπερ-έκφραση του FGF23 σε 

μεταγραφικό και πρωτεϊνικό επίπεδο, στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα 

φυσιολογικά. Επιπλέον, με γνώμονα το γεγονός ότι ο FGF23 λειτουργεί ως 

φωσφατουρική ορμόνη, η οποία εκκρίνεται και ρυθμίζει το μεταβολισμό του Pi στα 

κύτταρα-στόχους, ήταν σκόπιμο να προσδιοριστούν τα εκκρινόμενα επίπεδα του  

FGF23 στα ΟΑ και στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα 

του FGF23 που εκκρίνονται από ΟΑ χονδροκύτταρα ήταν σημαντικά αυξημένα 

συγκριτικά με τα αντίστοιχα των φυσιολογικών χονδροκυττάρων και υποδηλώνουν 

την αυξημένη δραστηριότητα του FGF23 στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία των ΟΑ 

χονδροκυττάρων. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μελέτη μας 

υποστηρίζονται από προηγούμενες μελέτες πρωτεομικής ανάλυσης, οι οποίες 

αναφέρουν την διαφοροποιημένη έκφραση του FGF23 μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικών 

χονδροκυττάρων [95].  

Στη συνέχεια διερευνήσαμε την αλληλεπίδρασή του FGF23 με τον RUNX2. 

Ο FGF-23 ακολουθεί το ίδιο πρότυπο έκφρασης με τον RUNX2, μεταξύ ΟΑ και 

φυσιολογικών χονδροκυττάρων, δηλαδή ενισχυμένη έκφραση στον ΟΑ και 

μειωμένη στο φυσιολογικό χόνδρο. Όταν σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα έγινε 

επίδραση με FGF23 παρατηρήσαμε ότι προκαλεί επαγωγή της έκφρασης του 

RUNX2. Επιπλέον σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα πραγματοποιήθηκε αναστολή 

της έκφρασης του FGF23, η οποία είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της έκφρασης 

του RUNX2. Τα αποτελέσματα της μελέτης μας υποστηρίζουν τη θετική σχέση 

ρύθμισης μεταξύ του FGF23 και του RUNX2 και υποδηλώνουν την εμπλοκή του 

FGF23 στην υπερτροφική διαφοροποίηση των ΟΑ χονδροκυττάρων. Με βάση 

προηγούμενα βιβλιογραφικά δεδομένα, ο FGF23 αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή της 

χονδρογένεσης, αναγκάζοντας τα χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας να 

εγκαταλείψουν νωρίς τη φάση πολλαπλασιασμού και να περάσουν στη φάση της 

υπερτροφίας, με αποτέλεσμα τη δημιουργία βραχύτερων οστών [219]. Επίσης 

προηγούμενες μελέτες σε οστεοβλάστες, υποστηρίζουν τη θετική ρύθμιση του 

RUNX2 μέσω σηματοδότησης επαγόμενης από προσδέτες FGFs [350]. Επιπλέον, 

η επαγωγή του FGF23 σε διαγονιδιακά ποντίκια είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση 

της έκφρασης του RUNX2 [351].  

Είναι γνωστό ότι η δράση του FGF23 περιλαμβάνει την ενεργοποίηση 

σηματοδοτικών μονοπατιών, η οποία εξαρτάται από την πρόσδεση του FGF23 

στον κατάλληλο υποδοχέα του και από τη δράση του κατάλληλου συμπάραγοντα. 

[161]. Ο FGFR1c αποτελεί τον υποδοχέα του FGF23 με τη μεγαλύτερη ικανότητα 
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σύνδεσης [352] υπό την παρουσία του συμπαράγοντα Klotho. Για το λόγο αυτό 

προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του FGFR1c και παρατηρήθηκε ότι υπερ-εκφράζεται 

στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με φυσιολογικά και μάλιστα στα ίδια επίπεδα με 

τον FGF23. Η παρατήρηση αυτή μας οδήγησε στη διερεύνηση δημιουργίας 

συμπλόκου μεταξύ του FGF23 και του FGFR1c στα χονδροκύτταρα, από την οποία 

προέκυψε για πρώτη φόρα, ότι σχηματίζουν σύμπλοκο με μεγαλύτερη ικανότητα 

πρόσδεσης στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά. Η σύνδεση του 

FGF23 στον FGFR1c επιτρέπει την ενεργοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών στα 

κύτταρα-στόχους, μεταξύ των οποίων είναι το μονοπάτι των MAP-κινασών [238].  

Στη συνέχεια μελετήθηκε η ρύθμιση του FGF23 από την 1,25(OH)2D3 και το 

Pi στα χονδροκύτταρα. Σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων έγινε 

επίδραση με 1,25(OH)2D3 ή Pi και παρατηρήθηκε ότι ενισχύεται η μεταγραφική και 

πρωτεϊνική έκφραση του VDR ή των Pit-1 και Pit-2, αντίστοιχα. Επίσης, 

παρατηρήθηκε ότι τόσο η 1,25(OH)2D3 όσο και το Pi προκαλούν επαγωγή της 

έκφρασης του FGF23 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Επίσης παρατηρήθηκε ότι 

τόσο η 1,25(OH)2D3 όσο και το Pi προκάλεσαν αύξηση της φωσφορυλίωσης της 

ERK1/2 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα, υποστηρίζοντας τον κεντρικό ρόλο του 

μονοπατιού των MAP-κινασών στη σηματοδότηση επαγόμενη από το FGF23 στα 

χονδροκύτταρα. Μελέτες σε οστεοβλάστες ποντικών ανέδειξαν στο παρελθόν την 

επαγωγή του FGF23 από την 1,25(OH)2D3 και την αρνητική ρύθμιση που ασκεί ο 

FGF23 με τη σειρά του στην 1,25(OH)2D3 [353]. Επίσης, έχει περιγραφεί από 

προηγούμενες μελέτες ότι το Pi προκαλεί την ενεργοποίηση του FGF23 και του 

μονοπατιού των MAP-κινασών στην κυτταρική σειρά ανθρώπινων εμβρυικών 

κυττάρων του νεφρού HEK293 [268]. Επιπλέον, μελέτες σε ποντίκια ανέδειξαν την 

εμπλοκή του μονοπατιού MAPΚ και τη φωσφορυλίωση της ERK στην ωρίμανση 

των υπερτροφικών χονδροκυττάρων [354, 355]. Τέλος, μελέτες στην κυτταρική 

σειρά οστεοβλαστών MC3T3 και χονδροκυττάρων ATDC5 αναφέρουν ότι η 

εξωκυττάρια αύξηση του Pi επάγει τη φωσφορυλίωση της ERK1/2 προκειμένου να 

ενισχύσει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την εναπόθεση ιόντων 

μετάλλων στους ιστούς [269, 356].  

Με βάση τα προηγούμενα, επόμενος στόχος μας ήταν η διερεύνηση της 

έκφρασης χαρακτηριστικών γονιδίων που συμμετέχουν στις διαδικασίες της 

υπερτροφίας, της επασβέστωσης, της απόπτωσης και του καταβολισμού του ΟΑ 

χόνδρου και του εάν υπόκεινται στον έλεγχο της 1,25(OH)2D3 και του Pi. 

Επιλέχθηκαν γονίδια χαρακτηριστικά της υπερτροφίας όπως COL10A1, RUNX2 και 

OC, γονίδια που συνδέονται με το μεταβολισμό του Pi, όπως OPN, η αποπτωτική 

πρωτεΐνη κασπάση-9 καθώς και το καταβολικό ένζυμο MMP-13. Έτσι, μετά από 

επίδραση με 1,25(OH)2D3 ή Pi μελετήθηκε η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση 
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των παραπάνω μορίων και διαπιστώθηκε ότι τόσο η 1,25(OH)2D3 όσο και το Pi 

προκαλούν δοσο-εξαρτώμενη αύξηση της έκφρασής τους. Επιπλέον μελετήθηκε η 

απόπτωση των φυσιολογικών χονδροκυττάρων μετά από επίδραση με Pi και 

διαπιστώθηκε αύξηση του αποπτωτικού ρυθμού τους. Με βάση τα προηγούμενα 

συμπεραίνουμε ότι το σύμπλοκο 1,25(OH)2D3-VDR επάγει την έκφραση των 

παραπάνω γονιδίων, αλλά υποδηλώνει και τη συμμετοχή τους στο μεταβολικό 

δίκτυο της ορμόνης. Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε επίδραση φωσφόρου μαζί με 

τον ειδικό χημικό αναστολέα των αντλιών Na+/Pi τύπου ΙΙΙ, φωσφονοφορμικό οξύ 

(PFA) σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων και παρατηρήθηκε αναστολή 

της δράσης του Pi στα κύτταρα αυτά, αποτέλεσμα το οποίο επιβεβαιώνει ότι η 

δράση του φωσφόρου στα χονδροκύτταρα είναι ειδική και εξαρτάται από την είσοδο 

του μέσω των αντλιών Pit-1 και Pit-2. Επειδή τα γονίδια που επηρεάζει ο Pi 

αποτελούν και στόχους του FGF23, συμπεραίνεται ότι το Pi δρα στα κύτταρα-

στόχους της σηματοδότησης του FGF-23. Τα αποτελέσματα μας για την 

ενεργοποίηση των γονιδίων δεικτών, υποστηρίζονται από προηγούμενα 

βιβλιογραφικά δεδομένα τα οποία αναφέρουν την ύπαρξη στοιχείων VDREs, μέσω 

των οποίων διενεργείται η μεταγραφική ρύθμιση από την 1,25(OH)2D3, στον 

υποκινητή της MMP-13 και της OC [290, 296, 307, 309]. Επίσης έχει αναφερθεί η 

συμβολή του Pi στην ενεργοποίηση ενδοκυττάριων σηματοδοτικών μονοπατιών 

στους οστεοβλάστες και στα χονδροκύτταρα ποντικών τα οποία επάγουν την 

κασπάση-9 και την OPN [262, 263]. Επιπλέον τα αυξημένα επίπεδα του Pi έχουν 

μελετηθεί στη διαδικασία της επασβέστωσης του αγγειώδους ιστού και προκαλούν 

την in vitro επαγωγή της έκφρασης των RUNX2, OPN και OC μέσω των αντλίας Pit-

1 [264-266].  

 Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την 

επίδραση 1,25(OH)2D3 σε φυσιολογικά χονδροκυττάρα και να διαπιστωθεί η 

συμβολή της 1,25(OH)2D3 στην υπερτροφία, την επασβέστωση, τον καταβολισμό 

και την απόπτωση των ΟΑ χονδροκυττάρων μέσω αλληλεπίδρασης με τον VDR, 

ακολούθησε η αναστολή του γονιδίου του VDR, με τη χρήση ειδικού siRNA εναντίον 

του VDR, σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι η αναστολή του 

VDR στα ΟΑ χονδροκύτταρα έχει ως αποτελέσματα σημαντικά μειωμένη 

μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση του FGF23 και του FGFR1c καθώς και 

μείωση των φωσφορυλιωμένων επιπέδων της κινάσης ERK1/2. Επίσης, 

προσδιορίστηκαν τα mRNA και πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

COL10A1, RUNX2, OPN, OC και κασπάση-9, ίδιων με αυτά που μελετήθηκαν μετά 

από την επίδραση με 1,25(OH)2D3, και παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση 

της μεταγραφικής και πρωτεϊνικής τους έκφρασης. Τα αποτελέσματά μας 

υποστηρίζουν ότι η 1,25(OH)2D3 μέσω της δράσης του VDR, εμπλέκεται στην 
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μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων που ενέχονται στην υπερτροφική διαφοροποίηση 

και την επασβέστωση του ΟΑ χόνδρου, οδηγούν στον σταδιακό εκφυλισμό του και 

ενοχοποιούνται για την παθοφυσιολογία της ΟΑ. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι οι 

γενωμικές δράσεις τις 1,25(OH)2D3 στα χονδροκύτταρα εξαρτώνται από την 

έκφραση του VDR και τη δημιουργία συμπλόκου με την 1,25(OH)2D3, προκειμένου 

να εκδηλώσουν μεταγραφική ρύθμιση σε γονίδια που εμπλέκονται στη ομοιοστασία 

του μεταβολισμού του χόνδρου. Μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στο παρελθόν 

σε διάφορα όργανα-στόχους, όπως λιπώδης ιστός, μύες, μυελός τον οστών και 

καρκινικά κύτταρα, αναφέρουν τη δημιουργία συμπλόκου μεταξύ του VDR και της 

1,25(OH)2D3 με στόχο τον έλεγχο της μεταγραφής πολυάριθμων γονιδίων, 

υπεύθυνων για τη διατήρηση της ομοιοστασίας του Ca2+ και Pi [276, 277]. Επίσης 

είναι γνωστή η παρουσία των VDRs σε περισσότερα από 30 όργανα, μεταξύ των 

οποίων το έντερο, ο θυροειδής και ο νεφρός, και σε πολλούς κυτταρικούς τύπους 

μεταξύ των οποίων οι οστεοβλάστες και τα χονδροκύτταρα [284, 285].  

Επόμενος στόχος μας ήταν να διερευνήσουμε εάν η επαγωγή της έκφρασης 

του FGF23 από τo σύμπλοκο 1,25(OH)2D3-VDR είναι άμεση, μέσω πρόσδεσης σε 

ειδικές περιοχές στον υποκινητή του FGF23 ή έμμεση με τη μεσολάβηση ενός 

επιπλέον παράγοντα. Για το σκοπό αυτό, ο υποκινητής του FGF23 αναλύθηκε για 

την ύπαρξη περιοχών δέσμευσης της βιταμίνης D (VDREs) και διαπιστώθηκε για 

πρώτη φορά, η  ύπαρξη τουλάχιστον δύο VDREs, που τοποθετούνται στις περιοχές 

-589 εώς -823 και -921 εώς -1094. Τα αποτελέσματα μας υποδηλώνουν την άμεση 

δράση της 1,25(OH)2D3 μέσω του VDR στη μεταγραφική ρύθμιση του FGF23 σε 

ανθρώπινα χονδροκύτταρα και τη εμπλοκή της στην υπερτροφική διαφοροποίηση 

του ΟΑ χόνδρου. Προηγούμενες μελέτες σε οστεοβλάστες ποντικών ανέδειξαν τη 

ρύθμιση του FGF23 από την 1,25(ΟΗ)2D3 μέσω πρόσδεσης του συμπλόκου 

1,25(ΟΗ)2D3-VDR στον υποκινητή του FGF23 σε ειδικές θέσεις δέσμευσης [306].  

Επιπλέον θεωρήθηκε σκόπιμο, να μελετηθεί η άμεση μεταγραφική ρύθμιση 

του RUNX2 από τον VDR καθώς και οι πρωτεϊνικές τους αλληλεπιδράσεις. 

Επομένως μετά από επίδραση 1,25(OH)2D3 
 σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα ή 

αναστολή της έκφρασης του VDR σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα, αναλύθηκε ο 

υποκινητής του RUNX2 και προέκυψε ότι απουσία του VDR, ο υποκινητής του 

RUNX2 είναι ανενεργός και δεν μεταγράφεται. Αντίθετα, η επίδραση με  

1,25(OH)2D3, οδηγεί σε μεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή του RUNX2 και 

αύξηση της OC, η οποία αποτελεί μεταγραφικό στόχο του RUNX2. Επιπλέον 

μελετήθηκαν οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις του RUNX2 και του VDR παρουσία 

της 1,25(OH)2D3. Προέκυψε ότι η 1,25(OH)2D3 ενισχύει τη δημιουργία συμπλόκου 

μεταξύ του RUNX2 και του VDR, και αυτό το αποτέλεσμα υποδηλώνει την  

συνεργασία μεταξύ των δύο μεταγραφικών παραγόντων στην μεταγραφική ρύθμιση 
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γονιδίων που εμπλέκονται στην υπερτροφική διαφοροποίηση των ΟΑ 

χονδροκυττάρων. Ο RUNX2 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας ο οποίος είτε 

ενεργοποιεί είτε καταστέλλει τη μεταγραφή γονιδίων, ανάλογα με ποιον άλλον 

μεταγραφικό παράγοντα αλληλεπιδρά και την ρυθμιστική περιοχή του υποκινητή 

του γονιδίου-στόχου [357]. Ο RUNX2 επιπλέον επάγεται από την 1,25(OH)2D3 

όπως υποστηρίζουν μελέτες στην κυτταρική σειρά ανθρώπινων οστεοβλαστών 

MG-63 [358]. Επιπλέον, η δημιουργία συμπλόκου του RUNX2 με το VDR 

μελετήθηκε στο παρελθόν σε οστεοβλάστες και υποστηρίζεται ότι οι πρωτεϊνικές 

τους αλληλεπιδράσεις ενισχύουν το μεταγραφικό σύμπλοκο πάνω στους 

υποκινητές γονιδίων-στόχων, όπως ο δείκτης υπερτροφικής διαφοροποίησης OC, 

και η μεταγραφική του δραστηριότητα συμβάλει στην οστεογένεση [359]. 

 Τελικός στόχος της μελέτης μας ήταν η διερεύνηση της συνεργιστικής 

δράσης της 1,25(OH)2D3 και του Pi στα πλαίσια ενός κοινού μοριακού μηχανισμού 

στα χονδροκύτταρα. Έτσι, έπειτα από ταυτόχρονη αναστολή της έκφρασης του 

VDR με χρήση ειδικού siRNA και αναστολή της λειτουργίας των Pit-1 και Pit-2 με 

επίδραση με PFA στα ΟΑ χονδροκύτταρα, ακολούθησε ανάλυση της έκφρασης του 

FGF23 και του FGFR1c, καθώς και της φωσφορυλίωσης της ERK1/2. Τα 

αποτελέσματα που προέκυψαν δείχνουν στατιστικά σημαντική μείωση των 

μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων των FGF23 και FGFR1c σε μεγαλύτερο 

ποσοστό συγκριτικά με τη μεμονωμένη αναστολή του VDR ή των Pit-1, Pit-2. 

Επίσης μεγαλύτερη απώλεια στη φωσφορυλίωση της ERK1/2 προέκυψε από το 

συνδυασμό της επίδρασης με siRNA-VDR και PFA. Στη συνέχεια των πειραμάτων 

μας βρέθηκε ότι η αναστολή των VDR και των Pit-1, Pit-2 προκάλεσε αθροιστικό 

αποτέλεσμα και οδήγησε σε στατιστικά σημαντική μείωση όλων των γονιδίων-

δεικτών (COL10A1, OPN, OC, MMP-13) στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. 

Συνεπώς, τα αποτελέσματα της μελέτης μας υποστηρίζουν την άποψη ότι τόσο η 

1,25(OH)2D3 όσο και το Pi αλληλεπιδρούν και εμπλέκονται στην παθοφυσιολογιά 

της ΟΑ. Το αθροιστικό αποτέλεσμα της δράσης της 1,25(ΟΗ)2D3 και του φωσφόρου 

στην μεταγραφή του FGF-23 έχει περιγραφεί σε μελέτες σε καλλιέργειες 

οστεοβλαστών ποντικών ή αρουραίων, αλλά όχι σε ανθρώπινα χονδροκύτταρα 

[261]. Στα χονδροκύτταρα της αναπτυξιακής πλάκας, ο φώσφορος λειτουργεί 

ενισχυτικά στη δράση της 1,25(ΟΗ)2D3, που σημαίνει ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 δεν 

εξαρτάται από το φώσφορο για να εκδηλώσει τις δράσεις, αλλά η παρουσία του 

φωσφόρου ενισχύει τη δραστηριότητά της στα κύτταρα αυτά [263, 310].  Επίσης 

προηγούμενες μελέτες έχουν αναδείξει μία σχέση ρύθμισης μεταξύ της 1,25(ΟΗ)2D3 

και του Pi στην αναπτυξιακή πλάκα, κατά την οποία η 1,25(ΟΗ)2D3 προκαλεί την 

απελευθέρωση του Pi από τα μεμβρανικά κυστίδια στο ECM, το οποίο στη συνέχεια 

δρα στα χονδροκύτταρα και επάγει την απόπτωσή τους, προκειμένου να 
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ολοκληρωθεί η ενδοχόνδρια οστεοποίηση [360]. Μελέτες σε ποντίκια υποστηρίζουν 

ότι τα μειωμένα επίπεδα Pi στα χονδροκύτταρα αναστέλλουν την απόπτωση των 

υπερτροφικών χονδροκυττάρων της αναπτυξιακής πλάκας με αποτέλεσμα την 

εμφάνιση σκελετικών ανωμαλιών, όπως ραχίτιδα [312]. Επιπλέον, αξίζει να 

αναφερθεί το γεγονός ότι τη μεγαλύτερη μείωση μεταξύ των γονιδίων δεικτών την 

εκδήλωσε η OPN. Μελέτες σε ποντίκια υποστηρίζουν τον καταλυτικό ρόλο της 

φωσφοπρωτεϊνης OPN στα τελικά στάδια διαφοροποίησης των υπερτροφικών 

χονδροκυττάρων, η οποία βρίσκεται υπό τον έλεγχο του μονοπατιού MAP-ERK και 

τη σηματοδότηση από το Pi [356].  

Η οστεοαρθρίτιδα χαρακτηρίζεται από διαταραχή του μεταβολισμού των 

χονδροκυττάρων και φαίνεται να εμπλέκονται διεργασίες που αποτελούν 

χαρακτηριστικά στάδια της αναπτυξιακής πλάκας για τη δημιουργία φυσιολογικών 

οστών και χόνδρου. Οι διαδικασίες αυτές, και συγκεκριμένα η υπερτροφία και η 

επασβέστωση του χόνδρου, αποτέλεσαν το κύριο αντικείμενο της μελέτης μας. Σε 

κάθε φάση της αναπτυξιακής πλάκας,  μόρια – κλειδιά διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο 

στην πορεία της φυσιολογικής ανάπτυξης. Μελετήθηκε ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D3 και 

του Pi στα ΟΑ χονδροκύτταρα μέσω του FGF23 και της ενεργοποίησης του 

μονοπατιού των MAP-κινασών. Προτείνεται επομένως το ακόλουθο μοντέλο που 

περιλαμβάνει το συμπλόκο 1,25(ΟΗ)2D3-VDR, η δράση του οποίου στα ΟΑ 

χονδροκύτταρα ενισχύεται περαιτέρω από τα αυξημένα επίπεδα Pi και οδηγεί στην 

ενισχυμένη έκφραση του FGF23, ο οποίος με τη σειρά του, αφενός προσδένεται 

στο υποδοχέα του FGFR1c και ενεργοποιεί το μονοπάτι MAP-κινασών και 

συγκεκριμένα τη φωσφορυλίωση της ERK1/2, αφετέρου αλληλεπιδρά με τον 

RUNX2 προκειμένου να τον ρυθμίσει θετικά. Το μονοπάτι των MAP-κινασών οδηγεί 

στην αύξηση της έκφρασης δεικτών της υπερτροφίας και της επασβέστωση του 

ECM με τελικό αποτέλεσμα τον εκφυλισμό του χόνδρου. Επιπλέον το σύμπλοκο 

1,25(ΟΗ)2D3-VDR ασκεί άμεση θετική ρύθμιση μεταγραφικά και πρωτεϊνικά στον 

μεταγραφικό παράγοντα της υπερτροφίας RUNX2, o οποίος εμπλέκεται τελικά στον 

εκφυλισμό του χόνδρου (εικόνα 38).  

Επιπλέον, αξίζει να σημειωθεί ότι η βιταμίνη D είναι μία ορμόνη και στα 

πλαίσια της ενδοκρινούς της δράσης συμμετέχει σε ποικίλες διεργασίες σε 

διαφορετικά όργανα-στόχους. Πρόσφατες μελέτες αναφέρουν τη χρήση 

μεταβολιτών της βιταμίνης D (25(ΟΗ)2D3) στον ορό των ασθενών ως δείκτες για τη 

διάγνωση οστεοαρθρίτιδας και συγκεκριμένα υποστηρίζουν ότι η ανεπάρκεια της 

25(ΟΗ)2D3 σχετίζεται με την εμφάνιση της ΟΑ [361]. Αν και το κύριο όργανο 

παραγωγής της βιταμίνης D είναι ο νεφρός, μελέτες αναφέρουν την τοπική σύνθεση 

της ενεργής μορφής της, 1,25(ΟΗ)2D3 από μακροφάγα στο σημείο βλάβης της 

άρθρωσης. Στη οστεοαρθρίτιδα ως γνωστών παρατηρείται μία χρόνια 
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φλεγμονώδης διαδικασία και η 1,25(ΟΗ)2D3 εμπλέκεται στην πρόκληση 

ανοσολογικής αντίδρασης στο σημείο της άρθρωσης. Με βάση τα προηγούμενα 

αναδεικνύεται η κλινική σημασία των αποτελεσμάτων μας, η οποία έγκειται στον 

καθορισμό του VDR ως πιθανό θεραπευτικό στόχο στην υπερτροφική 

οστεοαρθρίτιδα.  

 

 

Εικόνα 38. Πιθανό μοντέλο δράσης της 1,25(OH)2D3  και του Pi το οποίο περιλαμβάνει την 

ενεργοποίηση της σηματοδότησης του FGF23 και τη συμμετοχή του μονοπατιού των MAP-κινασών 

στην υπερτροφία στην ΟΑ. 
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