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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η οστεοαρθρίτιδα είναι η πιο κοινή διαταραχή εκφύλισης των αρθρώσεων. 

Είναι μια πολυπαραγοντική πάθηση καθώς επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες 

κινδύνου. Οι μέχρι σήμερα θεραπευτικές προσεγγίσεις σχετίζονται κυρίως με την 

ανακούφιση των συμπτωμάτων της νόσου. Έρευνες για νέες θεραπείες, όπως είναι η 

χρήση βλαστοκυττάρων, αποτελούν αντικείμενο μελέτης για την επιδιόρθωση των 

ιστών κατά τη διάρκεια της νόσου. Σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής εργασίας ήταν 

να αξιολογήσει την αποτελεσματικότητα των μεσεγχυματικών κυττάρων 

προερχόμενων από επαγόμενα βλαστικά κύτταρα μετά από την ενδοαρθρική χορήγηση 

τους σε άρθρωση γόνατος ζωικού μοντέλου οστεοαρθρίτιδας, ως προς την πιθανή 

ικανότητα ανάπλασης του αρθρικού χόνδρου . Σε προηγούμενη έρευνα κουνέλια Νέας 

Ζηλανδίας είχαν υποβλήθηκαν σε χειρουργική επέμβαση για την πρόκληση της ΟΑ με 

διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου, τα ζώα θυσιάστηκαν και οι αρθρώσεις των 

γονάτων αφαιρέθηκαν. Στην παρούσα πτυχιακή εργασία αξιολογήθηκε η επίδραση των 

ενδοαρθρικών εγχύσεων μεσεγχυματικών κυττάρων που προέρχονται από iPSCs 

(iMSCs) στην επιδιόρθωση του χόνδρου στις αρθρώσεις γόνατος ζωικού μοντέλου με 

ΟΑ. Αρχικά πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία με χρήση του δείκτη Anti – Nuclei 

CRWN1 για να εκτιμηθεί η επιτυχής εμφύτευση των κυττάρων  στην άρθρωση. Στη 

συνέχεια πραγματοποιήθηκε ιστολογική αξιολόγηση του χόνδρου με χρώσεις ηωσίνης/ 

αιματοξυλίνης και σαφρανίνης –Ο, ακολούθησε σύγκριση μεταξύ τομών  από 

αρθρώσεις με ΟΑ στις οποίες είχαν πραγματοποιηθεί εγχύσεις με iMSCs και ν τομών 

χωρίς έγχυση. Η ιστολογική ανάλυση έδειξε βελτίωση της κλινικής εικόνας της 

άρθρωσης μετά την έγχυση iMSCs σε σύγκριση με την άρθρωση χωρίς την έγχυση 

κυττάρων. Επιπλέον, η έκφραση της πρωτείνης COL2 αξιολογήθηκε στις τομές με 

έγχυση iMSCs και χωρίς. Συμπερασματικά, η ενδοαρθρική έγχυση iMSCs στην 

άρθρωση γόνατος ζωικού μοντέλου με οστεοαρθρίτιδα επέφερε βελτίωση της 

παθολογικής εικόνας του χόνδρου, αποδεικνύοντας ότι τα iMSCs μπορούν να 

αποτελούν μια πιθανή πηγή κυττάρων για την ανάπλαση του αρθρικού χόνδρου στην 

οστεοαρθρίτιδα, προϋποθέτοντας την αξιολόγηση περισσότερων δεικτών που 

αποδεικνύουν την επιδιόρθωση του χόνδρου και την πραγματοποίηση μεγαλύτερων 

μελετών. 

 

Λέξεις κλειδιά : Οστεοαρθρίτιδα, ζωικά μοντέλα, βλαστοκύτταρα, iMSCs 
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ABSTRACT 

Osteoarthritis is the most common degenerative disorder of the joint. It is a 

multifactorial disease and its progress is affected by various risk factors. Therapeutic 

approaches are mainly related to the relief of the symptoms and hinder the progress of 

the disease. Research into new therapies, such as use of stem cell therapies, is under 

investigation to repair damaged tissues in the process of disease. The aim of the present 

Master thesis was to evaluate the effectiveness of mesenchymal stem cells derived from 

induced pluripotent stem cells after their intra–articular injection into the knee joint of 

an osteoarthritis animal model.  New Zealand rabbits had undergone surgery to induce 

OA by anterior cruciate ligament transection, the animals were sacrificed and knee 

joints were removed- in a previous project. In the present Master thesis was evaluated 

the effect of intra-articular injections of MSC-derived iPSCS (iMSCs) in cartilage 

repair, in the knee joints of OA and sham animals. At first immunohistochemistry using 

the marker Anti - Nuclei CRWN1 was performed to evaluate that cells had been 

successfully implanted in the joint.  Next, histological evaluation of cartilage was 

performed using eosin/hematoxylin and safranin-O stains, followed by comparison 

between sections of the OA joint after injections with iMSCs and sections had not been 

injected with cells. Histological analysis showed improvement the clinical image of the 

joint after iMSCs injection compared to the joint without cells’ injection. In addition, 

the expression of COL2 was evaluated in the sections with without and iMSCs 

injections. In conclusion, intra – articular injection of iMSCs into the knee joint of an 

OA animal model improved the pathological image of cartilage demonstrating that 

iMSCs might be a possible source of cells for the regeneration of articular cartilage for 

osteoarthritis, provided more markers demonstrating cartilage repair are evaluated and 

further larger studies are performed. 

 

Keywords: Osteoarthritis, animal model, stem cells, iMSCs. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 : ΟΣΤΕΟΑΡΘΡΙΤΙΔΑ 

 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) είναι η πιο κοινή μορφή αρθρίτιδας παγκοσμίως (Mora 

et al., 2018) και αποτελεί αιτία αναπηρίας ατόμων μεγάλης ηλικίας (Mobasheri & Batt, 

2016). Προσβάλλει περίπου 250 εκατομμύρια ανθρώπους ανά τον κόσμο, το 9,6% των 

ανδρών και το 18% των γυναικών νοσούν από ΟΑ (Fu et al., 2018; Mora et al., 2018). 

Τα κύρια συμπτώματα της ΟΑ περιλαμβάνουν πόνο, δυσκαμψία και απώλεια της 

λειτουργίας των αρθρώσεων και αποτελούν βασικούς παράγοντες λήψης κλινικών 

αποφάσεων (Hunter & Bierma-Zeinstra, 2019; O’Neill et al., 2018). Η νόσος αφορά 

μία ή και περισσότερες αρθρώσεις του σώματος, μικρές σε μέγεθος όπως είναι οι 

αρθρώσεις των χεριών αλλά και μεγαλύτερες όπως είναι αυτή του γόνατος και του 

ισχίου (Martel-Pelletier et al., 2016). Θεωρείται εκφυλιστική νόσος των αρθρώσεων 

και χαρακτηρίζεται από δομικές και λειτουργικές αλλοιώσεις σε ολόκληρη την 

άρθρωση (Mobasheri & Batt, 2016).  Οι παθολογικές αλλαγές που παρατηρούνται 

περιλαμβάνουν φθορά και μείωση του αρθρικού χόνδρου, πάχυνση του υποχόνδριου 

οστού, σχηματισμό οστεοφύτων, μεταβλητού βαθμού φλεγμονή του αρθρικού 

συνδέσμου και εκφύλιση των συνδέσμων της άρθρωσης. Επιπλέον, μπορεί να 

υπάρξουν αλλαγές στους περιαρθρικούς μύες, και στα νεύρα (Loeser et al., 2012).  

Η οστεοαρθρίτιδα είναι μια σύνθετη και πολυπαραγοντική ασθένεια των αρθρώσεων, 

η οποία μπορεί να ευθύνεται σε κάποιο τραύμα, μηχανική τάση, φλεγμονή,  βιοχημικές 

ή/και μεταβολικές διαταραχές. Πολλές υποθέσεις έχουν προταθεί αλλά ακόμα δεν 

υπάρχει κάποια σαφής αιτιολογία ή κατανόηση της πορείας της νόσου (Mora et al., 

2018).  

 

1.1. Επιδημιολογία 

 
 Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί μία από τις πιο γνωστές αιτίες αναπηρίας σε όλο το 

κόσμο. Η νόσος μπορεί να προσβάλλει οποιαδήποτε άρθρωση του σώματος, αλλά οι 

πιο συχνά προσβεβλημένες είναι του ισχίου, του γόνατος, του χεριού. Παρ’ ότι είναι 

μια νόσος που αφορά κυρίως άτομα ηλικίας άνω των 65 ετών, υπάρχουν και 

περιπτώσεις ασθενών μικρότερης ηλικίας. Στις Ηνωμένες Πολιτείες της Αμερικής 

σύμφωνα με εθνικά δεδομένα, περίπου, 14 εκατομμύρια άνθρωποι πάσχουν από 

οστεοαρθρίτιδα γόνατος. Στις ΗΠΑ η ΟΑ είναι μια από τις κυριότερες αιτίες απώλειας 
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της εργασίας. Στην Ευρώπη, η ΟΑ ανήκει στην λίστα με τα 5 μεγαλύτερα έξοδα της 

υγειονομικής περίθαλψης. Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί μία οικονομική επιβάρυνση στα 

συστήματα υγείας και κοινωνικής φροντίδας σε όλο τον κόσμο, καθώς «καταναλώνει» 

το 1 – 2,5% των εθνικών εσόδων (Mobasheri & Batt, 2016; O’Neill et al., 2018). 

 

1.2. Άρθρωση 

 
 Η άρθρωση αποτελεί τη λειτουργική μονάδα του μυοσκελετικού συστήματος, 

καθώς είναι το σημείο επαφής δύο ή περισσότερων οστών μεταξύ τους. Οι αρθρώσεις 

αποτελούνται από τον αρθρικό χόνδρο, ο οποίος καλύπτει την επιφάνεια των οστών, 

τους μύες που βοηθούν στην κίνηση των αρθρώσεων, τους συνδέσμους που στηρίζουν 

τις αρθρώσεις, τον αρθρικό υμένα που περιβάλλει την επιφάνεια και την αρθρική 

κοιλότητα που αποτελεί το χώρο μεταξύ των επιφάνειων των οστών (Εικόνα 1). Οι 

αρθρώσεις μπορούν να ταξινομηθούν είτε ως προς τον κυρίαρχο τύπο αρθρικού 

χόνδρου που περιέχουν είτε ως προς την ικανότητα κίνησης της άρθρωσης (Juneja et 

al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Ανατομία φυσιολογικής άρθρωσης (Martel-Pelletier et al., 2016). 

 

 
 
 
 
1.2.1. Αρθρικός Χόνδρος 
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Ο αρθρικός χόνδρος παρέχει δομική στήριξη στις αρθρώσεις και αντοχή σε 

οποιαδήποτε παραμόρφωση τους (Krishnan & Grodzinsky, 2018). Λειτουργεί ως μια 

λεία επιφάνεια χαμηλής τριβής και βοηθάει στην μετάδοση των φορτίων από το ένα 

οστό στο άλλο, διατηρώντας μειωμένη την φθορά των επιφανειών τους (Carballo et al., 

2017).  

Στον άνθρωπο παρατηρούνται τρεις τύποι αρθρικού χόνδρου ο ελαστικός, ο 

ινώδης και ο υαλοειδής (Krishnan & Grodzinsky, 2018). Ο ελαστικός χόνδρος 

προσφέρει ευελιξία στην άρθρωση και είναι ανθεκτικός στην πίεση, βρίσκεται στο 

αυτί, στην επιγλωττίδα και στο λάρυγγα. Ο ινώδης χόνδρος παρέχει αντίσταση σε 

υψηλές δυνάμεις συμπίεσης, απαντάται στους τένοντες, στους μεσοσπονδύλιους, 

στους μηνίσκους και στους συνδέσμους. Επίσης, αποτελείται από μεγάλες ποσότητες 

κολλαγόνου τύπου Ι και περιέχει λιγότερη ποσότητα πρωτεογλυκάνης σε σχέση με τον 

υαλώδη χόνδρο. Ο πιο άφθονος τύπος χόνδρου στο σώμα είναι ο υαλοειδής χόνδρος. 

Χαρακτηρίζεται από μεγάλη ικανότητα αντίστασης σε δυνάμεις συμπίεσης της 

άρθρωσης. Στο έμβρυο είναι υπεύθυνος για τον σχηματισμό των οστών. Στους 

ενήλικες συναντάται στο στέρνο, στα κοιλιακά τμήματα των πλευρών, τη μύτη, την 

τραχεία και στην επιφάνεια των οστών. Τα συστατικά που τον αποτελούν είναι κυρίως 

πρωτεογλυκάνες και κολλαγόνο τύπου ΙΙ (Carballo et al., 2017; L.-R. Chang et al., 

2020). 

 Ο αρθρικός χόνδρος δημιουργείται μέσω της χονδρογένεσης από το μεσόδερμα 

(Martel-Pelletier et al., 2016).  Το πάχος του είναι 2 - 4 mm, δεν φέρει αιμοφόρα αγγεία 

και νεύρα συγκριτικά με τους άλλους ιστούς (L.-R. Chang et al., 2020; Sophia Fox et 

al., 2009). Τα συστατικά του χόνδρου είναι η εξωκυττάρια θεμέλια ουσία (ECM), η 

οποία αποτελείται από νερό και οργανικά συστατικά όπως είναι οι πρωτεογλυκάνες, οι 

γλυκοπρωτεΐνες, διάφοροι τύπου κολλαγόνου και τα κύτταρα. Τα χονδροκύτταρα είναι 

ο μοναδικός τύπος κυττάρων που υπάρχουν (Martel-Pelletier et al., 2016; Murphy et 

al., 2018). Τα κύτταρα του χόνδρου είναι εξειδικευμένα κύτταρα τα οποία προέρχονται 

από διαφοροποιημένα μεσεγχυματικά κύτταρα.  Στα ενήλικα άτομα αποτελούν 

περίπου το 1% του όγκου του ιστού, και είναι υπεύθυνα για την παραγωγή και έκκριση 

κύριων συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας (ECM) διατηρώντας την ομοιόσταση του 

ιστού. Από τα πιο σημαντικά συστατικά της ECM είναι το κολλαγόνο τύπου ΙΙ και η 

αγγκρεκάνη. Ακόμα, τα χονδροκύτταρα είναι υπεύθυνα για τη οργάνωση των 

προϊόντων που παράγουν ώστε να παρέχουν τη συγκεκριμένη δομή στον αρθρικό 

χόνδρο. Το χονδροκύτταρα δεν χαρακτηρίζονται από ομοιομορφία ούτε στο σχήμα 
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τους, ούτε στον αριθμό τους, και σε κάθε διαφορετική ζώνη που υπάρχει στο χόνδρο 

βρίσκονται σε διαφορετικό μέγεθος και ποσότητα. Επιπλέον, περιβάλλονται από μία 

ινώδη μεμβράνη που δεν είναι αποτελεσματική ως προς την αναγέννηση τους, γι’ αυτό 

η ανάπλαση του χόνδρου έπειτα από κάποιο τραυματισμό είναι αργή. Τα ενήλικα 

χονδροκύτταρα βρίσκονται σε μια σταθερή κατάσταση και δε μπαίνουν στη φάση της 

μείωσης (L.-R. Chang et al., 2020).   

Οι ίνες κολλαγόνου, η εξωκυττάρια ουσία και τα χονδροκύτταρα συμβάλλουν 

στη δημιουργία των 4 ζωνών του αρθρικού χόνδρου, την επιφανειακή ζώνη (superficial 

zone), τη μεσαία ζώνη (middle zone), την εν τω βάθει ζώνη (deep zone) και την 

ασβεστοποιημένη ζώνη (calcified zone). Η πρώτη ζώνη, η επιφανειακή ζώνη, είναι μια 

λεπτή επιφάνεια που προστατεύει τα βαθύτερα στρώματα από διατμητικές τάσεις και 

αποτελεί περίπου το 10% - 20% του πάχους του αρθρικού χόνδρου. Οι ίνες κολλαγόνου 

αυτής της ζώνης (κυρίως, κολλαγόνου τύπου II και IX) είναι συνδεδεμένες σφιχτά και 

ευθυγραμμισμένες παράλληλα με την αρθρική επιφάνεια. Περιέχει έναν υψηλό αριθμό 

πεπλατυσμένων εφαπτόμενων χονδροκυττάρων και η ακεραιότητα αυτής της 

επιφάνειας είναι απαραίτητη για την προστασία και τη διατήρηση βαθύτερων 

στρωμάτων. Αυτή η ζώνη βρίσκεται σε επαφή με το αρθρικό υγρό και είναι υπεύθυνη 

για τις περισσότερες από τις ιδιότητες του χόνδρου. Αμέσως μετά βρίσκεται η μεσαία 

ζώνη, η οποία αποτελεί έναν ανατομικό και λειτουργικό σύνδεσμο μεταξύ της 

επιφανειακής και της βαθιάς ζώνης. Η μεσαία ζώνη αντιπροσωπεύει το 40% - 60% του 

συνολικού όγκου του χόνδρου και περιέχει πρωτεογλυκάνες και παχύτερα ινίδια 

κολλαγόνου. Σε αυτή τη ζώνη, τα χονδροκύτταρα είναι ωοειδή σε χαμηλή 

συγκέντρωση, χωρίς καποια κατανομή στο χώρο και το κολλαγόνο έχει μια πλαγιαστή 

διάταξη. Η λειτουργία της μεσαίας ζώνης είναι να προσφέρει αντίστασης στις 

μηχανικές δυνάμεις. Η εν τω βάθει ζώνη είναι υπεύθυνη για την παροχή της 

μεγαλύτερης αντοχής στις δυνάμεις συμπίεσης, τα ινίδια κολλαγόνου είναι 

διατεταγμένα κάθετα στην αρθρική επιφάνεια. Η εν τω βάθει ζώνη περιέχει τα ινίδια 

κολλαγόνου μεγαλύτερης διαμέτρου, την μεγαλύτερη συγκέντρωση σε 

πρωτεγλυκάνες, κυρίως αγγρεκάνη και τη χαμηλότερη συγκέντρωση σε νερό. Τα 

χονδροκύτταρα τα οποία δημιουργούν συσσωματώματα, είναι διατεταγμένα σε στήλες, 

κάθετα στην άρθρωση και παράλληλα με τις ίνες κολλαγόνου. Η εν τω βάθει ζώνη 

αποτελεί περίπου το 30% του αρθρικού χόνδρου. Ανάμεσα στην εν των βάθει και την 

ασβεστοποιημένη ζώνη διακρίνεται το tidemark. Η ασβεστοποιημένη ζώνη έχει 

απαραίτητο ρόλο στη στερέωση του χόνδρου στο οστό, αγκυρώνοντας τα ινίδια 
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κολλαγόνου της βαθιάς ζώνης στο υποχόνδριο οστό. Σε αυτή τη ζώνη, τα 

χονδροκύτταρα είναι λίγα και υπερτροφικά. Επιπλέον, σε αυτή τη ζώνη παρατηρείται 

έκφραση του κολλαγόνου τύπου X (Εικόνα 2). Κατα μήκος των ζωνών η συγκέντρωση 

σε κολλαγόνο μειώνεται ενώ η περιεκτικότητα σε πρωτεογλυκάνες αυξάνεται 

(Carballo et al., 2017; Pearle et al., 2005; Sophia Fox et al., 2009). 

Οι διάφοροι τύποι κολλαγόνου είναι ένα κύριο συστατικό του αρθρικού 

χόνδρου. Σε υγιείς αρθρικούς χόνδρους, τα χονδροκύτταρα παράγουν κυρίως 

κολλαγόνο τύπου II καθως και κολλαγόνο τύπου VI, IX και XI, τα οποία είναι 

συνδεδεμένα και δημιουργούν ένα δίκτυο μεταξύ τους που συμβάλλει στη δημιουργία 

της εξωτερικής μορφής τους χόνδρου. Κατά την ΟΑ έχει βρεθεί αλλαγή στη ποσότητα 

του κολλαγόνου τύπου Ι, το οποίο συναντάται μόνο στην επιφανειακή ζώνη. Το 

κολλαγόνο τύπου III, το οποίο σε υγιείς χόνδρους βρίσκεται περικυτταρικά και σε ένα 

λεπτό επιφανειακό στρώμα κατά την ΟΑ εμφανίζει ενισχυμένο σήμα. Το κολλαγόνο 

τύπου Ι και ΙΙΙ έχουν ανιχνευθεί σε περιοχές με οστεόφυτα, τα οποία δημιουργούνται 

κατα την οστεοαρθρίτιδα. Σε υγιείς αρθρικούς χόνδρους το κολλαγόνο τύπου II 

αποτελεί το 80 – 90 % του συνολικού κολλαγόνου, αποτελείται από τρεις όμοιες 

αλυσίδες και κατανέμεται ομοιόμορφα ενδιάμεσα στις ζώνες του χόνδρου και παρέχει 

τη βασική δομή στο χόνδρο. Στην αρχή της ΟΑ, η ένταση του κολλαγόνου τύπου II 

μεταβάλλεται, και παρατηρείται ότι στις ανώτερες περιοχές του χόνδρου το COL2  

είναι μειωμένο, ενώ η ένταση του στην εν τω βάθει ζώνη αυξάνεται. Αυτό συμβαίνει  

σαν μηχανισμός επιδιόρθωσης της επιφάνειας και προσπάθειας αναγέννησης του 

χόνδρου στις βαθύτερες ζώνες. Το κολλαγόνο τύπου IX περιέχεται σε ποσοστό 1% της 

συνολικής ποσότητας κολλαγόνου στο χόνδρο και συνδέεται ομοιοπολικά με την 

επιφάνεια των ινιδίων του κολλαγόνου τύπου ΙΙ. Το κολλαγόνο τύπου IX βρίσκεται 

περικυτταρικά και υπάρχει σε μικρή ποσότητα.  Το κολλαγόνο τύπου X βρίσκεται 

γύρω από τα υπερτροφικά χονδροκύτταρα που υπάρχουν στην ασβεστοποιημένη ζώνη 

του αρθρικού χόνδρου. Τέλος, κατά την ΟΑ το κολλαγόνο τύπου VI εμφανίζει 

υπερέκφραση στην μεσαία και άνω εν τω βάθει ζώνη ήπια κατεστραμμένων χόνδρων, 

ενώ στην επιφανειακή ζώνη υπάρχει απώλεια κολλαγόνου τύπου VI που αντιστοιχεί 

και σε μειωμένη περιεκτικότητα πρωτεογλυκανών. Σε πιο βαθιά στρώματα χόνδρου η 

έκφραση του κολλαγόνου τύπου VI εμφανίζεται φυσιολογική έως ελαφριά αυξημένη 

(Huber et al., 2000; Lorenz & Richter, 2006). 

Οι πρωτεογλυκάνες είναι μόρια του αρθρικού χόνδρου, συγκεκριμένα της 

εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Αποτελούνται από αλυσίδες γλυκοζαμινογλυκάνης 
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που συνδέονται σε έναν πρωτεϊνικό πυρήνα ο οποίος προσκολλάται στο υαλουρονικό 

οξύ. Οι μεγάλες πρωτεογλυκάνες, aggrecans, αποτελούν το 90% της συνολικής 

ποσότητας πρωτεογλυκανών του χόνδρου. Χαρακτηρίζονται από ελαστικότητα και 

διαστέλλονται για να παρέχουν αντοχή και ικανότητα αντίστασης σε οποιαδήποτε 

πίεση που ασκείται στον ιστό. Το υαλουρονικό οξύ παράγεται από τα χονδροκύτταρα 

και εκκρίνεται στις ενδιάμεσες ζώνες, συνδέεται με τα ινίδια κολλαγόνου και 

συγκρατούν τις αγγρεκάνες στην εξωκυττάρια μήτρα. Μικρότερες πρωτεογλυκάνες, η 

ντεκορίνη, διγλυκάνη και ινομουδουλίνη, περιέχονται σε ποσοστό 3% του συνόλου 

των πρωτεογλυκανών. Συνδέονται με μακρομόρια που ανιχνεύονται σε όλα τα 

στρώματα της εξωκυττάριας ουσίας και βοηθούν στη σταθεροποίηση της μέσα στο 

χόνδρο (Huber et al., 2000). 

Τέλος, στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία περιέχονται και μη κολλαγονικές 

πρωτεΐνες, όπως είναι η anchorin CII, μια πρωτεΐνη που βοηθά τα κύτταρα του χόνδρου 

να προσκολλώνται και να συνδέονται με τα ινίδια των διαφόρων τύπων κολλαγόνου 

(Huber et al., 2000). 

 

Εικόνα 2 : Αριστερά : ανατομία φυσιολογικής άρθρωσης και ανατομία φυσιολογικού χόνδρου. 

Δεξιά : Ανατομία οστεοαρθριτικής άρθρωσης και αλλοιώσεις στο χόνδρο (Kalamegam et al., 

2018).  

 

1.3. Παθοφυσιολογία ΟΑ 

 
Κατά την εφαρμογή κάποιας πίεσης ή τραυματισμού στον αρθρικό χόνδρο 

προκαλούνται ενδοκυτταρικές αλλαγές στα κύτταρα του χόνδρου όπως είναι η 

μεταβολή της μορφολογίας των κυττάρων, αλλαγή στο pH αλλά και στις 

συγκεντρώσεις των ιόντων. Οι αλλαγές αυτές προκαλούν ηλεκτρικά και φυσικοχημικά 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 06:45:31 EEST - 44.220.63.115



 14 

σήματα που επηρεάζουν την ρύθμιση και ισορροπία μεταξύ αναβολικών και 

καταβολικών διεργασιών που πραγματοποιούνται στον αρθρικό χόνδρο. Η ΟΑ 

εκδηλώνεται ως ένα σύνολο μοριακών καταβολικών ή αναβολικών ανισορροπιών που 

επάγουν αλλοιώσεις στην φυσιολογία και ανατομία των αρθρώσεων, όπως είναι η 

αποδόμηση του χόνδρου, η μείωση των συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας του 

χόνδρου, η σκλήρυνση του υποχονδρίου ή η φλεγμονή στη μεμβράνη. Οι βασικοί 

παθοφυσιολογικοί μηχανισμοί που εμπλέκονται στην ΟΑ περιλαμβάνουν 

φλεγμονώδεις και αντι-φλεγμονώδεις κυτοκίνες, μεταλλοπρωτεάσες, αναστολείς 

μεταλλοπρωτεασών και αυξητικούς παράγοντες. Οι κυτοκίνες (ιντερφερόνες, 

ιντερλευκίνες, αυξητικοί παράγοντες, παράγοντες νέκρωσης όγκου) παράγονται από 

τα χονδροκύτταρα και εκκρίνονται στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, προκαλώντας 

διάφορα ερεθίσματα και μεταβολές. Είναι ικανές να συνδέονται σε υποδοχείς της 

κυτταρικής μεμβράνης και να διεγείρουν διάφορες διεργασίες των χονδροκυττάρων 

δρώντας ανταγωνιστικά ή συνεργατικά. Η παραγωγή των καταβολικών και 

αναβολικών κυτοκινών ενεργοποιεί τα χονδροκύτταρα όπως αναφέρθηκε, ωστόσο, 

καμία κυτοκίνη από μόνη της δεν είναι ικανή να διεγείρει όλες τις μεταβολικές 

αντιδράσεις που παρατηρούνται στην οστεοαρθρίτιδα.  Οι φλεγμονώδεις παράγοντες, 

το μηχανικό και το οξειδωτικό στρες επηρεάζουν αρνητικά τη λειτουργία και τη 

βιωσιμότητα των χονδροκυττάρων, ενεργοποιώντας τα και οδηγώντας τα στο 

πολλαπλασιασμό και πρόωρη γήρανση, καθιστώντας τα πιο ευαίσθητα στις επιδράσεις 

των προ-φλεγμονωδών και των καταβολικών παραγόντων, στη δημιουργία συστάδων 

και την παραγωγή πρωτεϊνών και ενζύμων αποικοδόμησης της εξωκυττάριας θεμέλιας 

ουσίας. (Casal-Beiroa et al., 2021; Jang et al., 2021; Loeser et al., 2012, 2016; 

Mobasheri & Batt, 2016; Sokolove & Lepus, 2013).  Τα χονδροκύτταρα υπόκεινται σε 

διαφοροποίηση και μετατρέπονται σε υπερτροφικά. Κατά την ΟΑ τα κύτταρα 

αποκτούν έναν άλλο φαινότυπο που σχετίζεται με τη γήρανση, τον λεγόμενο SASP 

(Senescence – Associated Secretory Phenotype), δημιουργώντας ένα ακατάλληλο 

περιβάλλον στην άρθρωση (He et al., 2020). Αλλαγές στον αρθρικό χόνδρο 

εμφανίζονται πρώτα στην επιφάνεια, καθώς είναι το σημείο που ασκούνται οι 

μεγαλύτερες πιέσεις (Loeser et al., 2012).  

Στις αλλαγές που συμβαίνουν κατά τη νόσο συγκαταλέγεται η φθορά του 

χόνδρου, ο θάνατος των χονδροκυττάρων και η μείωση ή/και απώλεια των ινών 

κολλαγόνου τύπου ΙΙ που υπάρχουν στην επιφανειακή ζώνη του αρθρικού χόνδρου 

ανάμεσα από τα χονδροκύτταρα. Οι κυτοκίνες είναι υπεύθυνες για την δημιουργία και 
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έκκριση πρωτεολυτικών ενζύμων που προκαλούν εκφυλισμό μορίων της εξωκυττάριας 

ουσίας.  Στο αρχικό στάδιο της νόσου τα κύτταρα του χόνδρου παράγουν 

φλεγμονώδεις κυτοκίνες IL - 1, TNF - α, IL - 17 και IL – 18, οι οποίες επηρεάζουν τη 

σύνθεση μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs) αυξάνοντας την, και μειώνουν τη σύνθεση 

των αναστολέων των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs). Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες, και 

κυρίως η MMP-13 (κολλαγενάση–3) και η MMP–1 (κολλαγενάση–1), είναι υπεύθυνες 

για την μείωση και απώλεια του κολλαγόνου τύπου ΙΙ στην εξωκυττάρια ουσία. Οι 

ADAMPTS (αγγρεκανάσες) είναι πρωτεάσες που μαζί με τη MMP– 3 διασπούν τις 

πρωτεογλυκάνες. Οι αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών είναι λιγότεροι σε 

ποσότητα από τις MMPs και δεν λειτουργούν σωστά έναντι των MMPs, κατά την 

διάρκεια της οστεοαρθρίτιδας. Οι πρωτεογλυκάνες και το κολλαγόνο τύπου ΙΙ 

εκφυλίζονται σταδιακά από την επιφανειακή ζώνη και κατα την εξέλιξη της νόσου 

μειώνονται και σε βαθύτερες ζώνες.  Τα χονδροκύτταρα αναγνωρίζουν την απώλεια 

της εξωκυττάριας ουσίας και παράγουν ενεργά κολλαγόνο τύπου II και 

πρωτεογλυκάνες. Ωστόσο, η αναλογία μεταξύ της παραγωγής πρωτεϊνών της 

εξωκυττάριας μήτρας προς την παραγωγή πρωτεολυτικών ενζύμων δεν βρίσκεται σε 

ισορροπία και οδηγεί σε πλήρη απώλεια του αρθρικού χόνδρου. Σε σοβαρότερες 

μορφές της νόσου παρατηρείται διάβρωση του χόνδρου μέχρι την επιφάνεια του 

χόνδρου πριν το οστό. Οι αναβολικές κυτοκίνες IGF-I, TGF-β, οι αυξητικοί 

παράγοντες των ινοβλαστών (FGFs) και  οι μορφογενετικής πρωτεΐνες των οστών 

(BMPs), δρουν διεγείροντας τη σύνθεση εξωκυττάριας μήτρας. Η αυξημένη παραγωγή 

της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας προκαλεί χονδρογένεση και οστεογένεση (Akkiraju 

& Nohe, 2015; Bar-Or et al., 2015; Sandell & Aigner, 2001).  

Το μονοξείδιο του αζώτου (NO) είναι μια ελεύθερη ρίζα που παράγεται από τα 

χονδροκύτταρα και εμπλέκεται επίσης στην παθολογία της ΟΑ. Το ΝΟ έχει την 

ικανότητα να αναστέλλει τη σύνθεση των πρωτεογλυκανών και να αναστέλλει την 

επίδραση του IGF-1 στα χονδροκύτταρα. Ακόμα, θεωρείται ότι μπορεί να ευθύνεται 

στην απόπτωση των χονδροκυττάρων (Freitag et al., 2016).  

Επιπλέον, κατά την οστεοαρθρίτιδα παρατηρείται ο σχηματισμός 

οστεοφύτων.  Η δημιουργία των οστεοφύτων προκαλείται από τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα του χόνδρου ως ένας μηχανισμός επιδιόρθωσης του εκφυλισμού των 

αρθρώσεων. Κατά το σχηματισμό των οστεόφυτων συμβαίνει, αλλαγή της έκφραση 

αυξητικών παραγόντων, και υπερρύθμιση φλεγμονωδών αποκρίσεων, αλλαγές που 

μπορεί να οδηγήσουν σε υπερτροφία και απόπτωση χονδροκυττάρων.  Στο σημείο της 
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βλάβης του χόνδρου  μεταναστεύουν μακροφάγα τα οποία επάγουν αναβολικές και 

καταβολικές διεργασίες, όπως την έκκριση αυξητικών παραγόντων όπως ο TGF-β και 

ο BMP-2.  Η ανάπτυξη οστεοφύτων προκαλεί πόνο και απώλεια κίνησης (Akkiraju & 

Nohe, 2015; Sandell & Aigner, 2001). Τέλος, κατά τα αρχικά στάδια της νόσου υπάρχει 

έκφραση του κολλαγόνου τύπου Χ από υπερτροφικά κύτταρα του αρθρικού χόνδρου, 

το οποίο προκαλεί οστεοποίηση του χόνδρου (Akkiraju & Nohe, 2015). 

 

1.4. Ταξινόμηση 

 
Υπάρχουν διάφοροι τρόποι κατηγοριοποίησης της νόσου. Η  ΟΑ μπορεί να 

ταξινομηθεί σε πρωτοπαθή ή ιδιοπαθή και δευτεροπαθή ανάλογα από την αιτία 

εμφάνισης της νόσου. Η πρωτοπαθής ΟΑ δεν οφείλεται σε κάποιο γνωστό αιτιολογικό 

παράγοντα μέχρι στιγμής. Η δευτεροπαθής ΟΑ προκύπτει από κάποιο τραύμα, 

χειρουργική επέμβαση των αρθρώσεων ή κάποια εκ γενετής ανατομική ανωμαλία στις 

αρθρώσεις (Abramoff & Caldera, 2020; Jang et al., 2021; Martel-Pelletier et al., 2016). 

Η ΟΑ έχει χαρακτηριστεί ως πρώιμη ή προχωρημένη ανάλογα με τoν βαθμό 

αλλαγών που εμφανίζονται στην άρθρωση. Στην πρώιμη ΟΑ παρατηρούνται μικρές 

σχισμές στην επιφάνεια του χόνδρου. Μείωση της συγκέντρωσης των 

πρωτεογλυκανών από την εξωκυττάρια ουσία. Τα κύτταρα της επιφανειακής ζώνης 

γίνονται πιο στρογγυλά, μεγαλώνουν και τελικά πεθαίνουν. Δημιουργούνται συστάδες 

κυττάρων με μεγάλους πυρήνες και υπάρχουν κύτταρα κατανεμημένα σε ολόκληρο 

τον ιστό (Lorenz & Richter, 2006). Στην προχωρημένη ΟΑ ο ιστός εμφανίζει πλήρη 

αλλοίωση. Υπάρχουν μεγάλες σχισμές στην επιφάνεια που φτάνουν εως την 

ασβεστοποιημένη ζώνη. Τα κύτταρα δημιουργούν συσσωματώματα στις ζώνες του 

χόνδρου. Ο χόνδρος σε κάποια σημεία πιθανόν να αλλοιώνεται πλήρως και να 

εκτίθεται το οστό στο αρθρικό υγρό. Τέλος, υπάρχει μείωση και απώλεια των 

πρωτεογλυκανών από τις πιο βαθιές ζώνες (Lorenz & Richter, 2006). 

Ανάλογα με τον βαθμό αλλοίωσης και τα χαρακτηριστικά που παρατηρούνται 

στον αρθρικό χόνδρο είναι δυνατόν να κατηγοριοποιηθεί, σύμφωνα με πρότυπα και 

βαθμούς αξιολόγησης. Οι βαθμοί ταξινόμησης που υπάρχουν είναι επτά (7).  Στον 

βαθμό 0 ο χόνδρος έχει άθικτη δομή, ενώ τα κύτταρα και η εξωκυττάρια ουσία έχουν 

φυσιολογική μορφολογία. Στο βαθμό 1 η επιφάνεια του χόνδρου και η εξωκυττάρια 

ουσία συνεχίζουν να έχουν φυσιολογική μορφολογία αλλά παρατηρείται αύξηση του 

αριθμού των κυττάρων. Στον βαθμό 2 υπάρχει ασυνέχεια στην επιφανειακή ζώνη του 
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χόνδρου, τα κύτταρα είναι υπερτροφικά και δημιουργούν συσσωματώματα. Στον 

βαθμό 3 είναι ορατές σχισμές στην επιφάνεια και τα κύτταρα είναι υπερτροφικά και 

δημιουργούν συσσωματώματα. Κατά τον βαθμό 4 υπάρχει μεγαλύτερη ασυνέχεια στην 

επιφάνεια του χόνδρου και απώλεια εξωκυττάριας ουσίας στις εξωτερικές ζώνες. Στον 

βαθμό 5 ο χόνδρος έχει σχεδόν εξαλειφθεί πλήρως. Τέλος, ο βαθμός 6, δηλώνει την 

πλήρη αλλοίωση και φθορά του χόνδρου, δημιουργούνται οστεόφυτα και φθείρεται το 

οστό (Jang et al., 2021; Pritzker et al., 2006).  

Ένας άλλος τρόπος να κατηγοριοποίησης της ΟΑ είναι βάση του φαινοτύπου 

που παρουσιάζει. Σύμφωνα με αυτόν τον τρόπο κατηγοριοποίησης, υπάρχει η  

μεταβολική (MetS, Metabolic Syndrome) OA, η μετα – τραυματική (post – trauma) 

OA. Η OA σχετιζόμενη με γήρανση και η σχετιζόμενη με φλεγμονή. Τέλος η crystal 

OA, η οποία είναι αποτέλεσμα έμφυτης ανοσίας (Berenbaum, 2013; Loeser et al., 2016) 

 

1.5. Παράγοντες κινδύνου 

 
H οστεοαρθρίτιδα είναι αποτέλεσμα διαφόρων αιτιολογικών παραγόντων που 

μπορούν να διαιρεθούν σε εμβιομηχανικούς και συστημικούς παράγοντες (Εικόνα 3). 

Οι  συστημικοί παράγοντες είναι γενετικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες όπως η 

ηλικία, το φύλο, η εθνικότητα, ενώ οι εμβιομηχανικοί παράγοντες είναι αιτίες που 

αλλοιώνουν τη δομή της άρθρωσης όπως τα τραύματα, η σωματική δραστηριότητα ή 

ακόμα και ανατομικές ανωμαλίες των αρθρώσεων. Η ταξινόμηση βέβαια αυτή δεν 

είναι απόλυτη, καθώς κάποια αιτία της μιας κατηγορίας μπορεί να αλληλεπιδρά και να 

επηρεάζει ένα παράγοντα της άλλης κατηγορίας (Mobasheri & Batt, 2016; O’Neill et 

al., 2018).  Η ηλικία και συγκεκριμένα η γήρανση είναι ένας από τους κυριότερους 

παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη της ΟΑ. Μελέτες μεγάλης κλίμακας (GWAS) 

πραγματοποιούνται για να ερευνήσουν τη γενετική προδιάθεση της νόσου. Μέχρι το 

2017 υπήρχαν 19 γνωστοί γενετικοί τόποι και πλέον έχουν εντοπιστεί περισσότεροι 

από 80 γενετικοί τόποι σε γονίδια που θεωρείται ότι σχετίζονται με την εμφάνιση της 

ΟΑ. Οι μελέτες πραγματοποιήθηκαν αναλύοντας δεδομένα βάσεων όπως είναι η  βάση 

UK Biobank, η arcOGEN κ. α. (Collaborators, 2012; Tachmazidou et al., 2019). Εκτός 

όμως από τη γενετική και η επιγενετική, μεθυλίωση DNA και μη κωδικά μόρια RNA, 

επηρεάζουν την ανάπτυξη και εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας (Hollander & Meulenbelt, 

2015; Sondag & Haqqi, 2016). Η παχυσαρκία είναι ένας επιπλέον ισχυρός αιτιολογικός 

παράγοντας, μετα – αναλύσεις έχουν δείξει ότι άτομα  υπέρβαρα με υψηλότερο δείκτη 
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μάζας σώματος από το φυσιολογικό έχουν μεγαλύτερες πιθανότητες να εμφανίσουν 

μελλοντικά ΟΑ γόνατος (Blagojevic et al., 2010). Το φύλο σχετίζεται με το κίνδυνο 

της εμφάνισης ΟΑ. Μελέτες έχουν δείξει πως οι γυναίκες είναι πιο πιθανό να 

εμφανίσουν πιο συχνά ΟΑ γόνατος, χεριού και ισχίου συγκριτικά με τους άντρες 

(Abramoff & Caldera, 2020; He et al., 2020; Vina & Kwoh, 2018). Επίσης, οι γυναίκες 

εμφανίζουν και πιο σοβαρές μορφές της νόσου (Y. Zhang & Jordan, 2010). Σε έρευνες 

έχει φανεί ότι η φυλή και η εθνικότητα πιθανόν να σχετίζονται με την ανάπτυξη της 

νόσου. Η οστεοαρθρίτιδα είναι πιο διαδεδομένη σε χώρες της Ευρώπης και των 

Ηνωμένων Πολιτειών, αυτό βέβαια μπορεί να οφείλεται και στην ποιότητα ζωής και 

στο σύστημα υγείας. Επιπλέον, η οστεοαρθρίτιδα εμφανίζεται πιο συχνά στον 

Ευρωπαϊκό πληθυσμό έναντι στους Ασιάτες και τους Αφρικανούς (Abramoff & 

Caldera, 2020). Η σωματική δραστηριότητα καθώς και κάποια επαγγέλματα που 

επιβαρύνουν τις αρθρώσεις, κυρίως των γονάτων, αποτελούν έμμεσους αιτιολογικούς 

παράγοντες για την ανάπτυξη της ΟΑ. Μελέτες έδειξαν ότι άτομα, τα οποία 

ταλαιπωρούν τα γόνατα τους καθημερινά αυξάνουν τις πιθανότητες να αναπτύξουν ΟΑ 

γόνατος σε σχέση με άτομα που δεν χρειάζεται να κάνουν κάποια σωματική 

δραστηριότητα στην εργασία τους (Johnson & Hunter, 2014). Μια έμμεση αιτία 

πρόκλησης ΟΑ είναι και η άθληση,  που παροδικά οδηγεί σε εκφυλισμό των 

αρθρώσεων και αλλοίωση του χόνδρου. Προηγούμενος τραυματισμός που είχε ως 

αποτέλεσμα βλάβη των αρθρώσεων, φθορά του χόνδρου ή ρήξη των συνδέσμων θα 

μπορούσε να προκαλέσει μετατραυματική ΟΑ. Τέλος, δυσπλασίες των αρθρώσεων και 

κοινές συγγενείς ανωμαλίες πιθανόν να έχουν κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη και εξέλιξη 

της ΟΑ (Abramoff & Caldera, 2020; He et al., 2020; Vina & Kwoh, 2018).  
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Εικόνα 3 : Κατηγοριοποίηση αιτιολογικών παραγόντων της οστεοαρθρίτιδας (Johnson & 

Hunter, 2014). 

 

1.6. Διάγνωση 

 
  Η διάγνωση της οστεοαρθρίτιδας βασίζεται κυρίως στην εμφάνιση 

συμπτωμάτων του ασθενή, πόνος στις αρθρώσεις, δυσκαμψία και αδυναμία, αλλά και 

βάση των μορφολογικών αλλαγών που παρατηρούνται στις κλινικές εικόνες μετά από 

ακτινολογικές εξετάσεις. Σύμφωνα με τους Kellgren και Lawrence τα κλινικά 

ευρήματα από τις εξετάσεις περιλαμβάνουν το σχηματισμό οστεοφύτων στα όρια των 

αρθρώσεων, στένωση του χόνδρου της άρθρωσης, σκλήρυνση του υποχόνδριου οστού, 

δημιουργία ψευδοκυστών και την παραμόρφωση του σχήματων των άκρων του οστού 

(Abramoff & Caldera, 2020; Association, 2010).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 : ΜΟΝΤΕΛΑ ΖΩΩΝ 

 
Δεδομένου ότι, η οστεοαρθρίτιδα είναι ένα από τα σημαντικότερα νοσήματα 

του μυοσκελετικού συστήματος στον άνθρωπο, κρίνεται αναγκαία η εύρεση της 

αποτελεσματικής θεραπείας. Πλέον του 80% των δημοσιεύσεων που αφορά σε ζωικά 
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μοντέλα της νόσου έχουν δημοσιευτεί τα τελευταία 10 χρόνια, υπογραμμίζοντας την 

τάση των ερευνητών για αναζήτηση της θεραπείας (Kuyinu et al., 2016; 

Lampropoulou-Adamidou et al., 2014).  

Οι πρώτες δημοσιεύσεις σχετικά με την ΟΑ βασίζονταν σε πειράματα που είχαν 

συμβεί σε εγγενή εργαστηριακά στελέχη ποντικών και αρουραίων. Ωστόσο, γύρω στις 

αρχές του 1990 φάνηκε πως το ενδιαφέρον στράφηκε και προς άλλα είδη, όπως ινδικά 

χοιρίδια, πρόβατα, σκύλους, άλογα και κατσίκες. Τα κουνέλια και τα τρωκτικά, από τα 

μικρά μοντέλα ζώων, παραμένουν τα ευρέως χρησιμοποιούμενα, ενώ από τα μεγάλα 

μοντέλα ζώων, τα σκυλιά είναι τα πιο δημοφιλή (Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-

Adamidou et al., 2014).  

Με βάση τα παραπάνω και έχοντας αναγνωριστεί πως η ΟΑ παρουσιάζει 

μεγάλη ετερογένεια μεταξύ των προσβεβλημένων ατόμων, πρωταρχικά πρέπει να 

ορίζεται το αρχικό ερώτημα της έρευνας και έπειτα να επιλέγεται το κατάλληλο 

μοντέλο ζώων για το πείραμα. Μέσω αυτού θα μπορούν να είναι και πιο ξεκάθαρα τα 

πλεονεκτήματα έναντι των μειονεκτημάτων σε κάθε μεμονωμένη μελέτη, να 

λαμβάνονται αποφάσεις και να διεξάγονται συμπεράσματα. Σε κάθε περίπτωση θα 

πρέπει να δίνεται η απαραίτητη σημασία στην ανατομία και την παθολογία του κάθε 

είδους ζώου (Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-Adamidou et al., 2014). 

 

2.1. Μοντέλα ζώων της ΟΑ 

 
Τα μοντέλα ζώων που χρησιμοποιούνται στη ΟΑ διακρίνονται σε αυθόρμητα, 

μη αυθόρμητα και τα διαγονιδιακά αυτά δηλαδή που έχουν υποστεί αποσιώπηση σε 

κάποιο γονίδιο (knockout μοντέλα). Στην πρώτη κατηγορία συμπεριλαμβάνονται 

φυσικά και γενετικά μοντέλα θεραπείας, ενώ στη δεύτερη το αποτέλεσμα, δηλαδή η 

νόσος, επέρχεται με χειρουργικό χειρισμό ή ενδοαρθρική χημική ένεση (Cope et al., 

2019; Lampropoulou-Adamidou et al., 2014; McCoy, 2015; Peach et al., 2005; Teeple 

et al., 2013). 

 Τα αργά προοδευτικά αυθόρμητα μοντέλα ασθένειας πλεονεκτούν σε σχέση 

με τα επαγόμενα, πιθανώς γιατί μιμούνται με καλύτερο τρόπο την πορεία της 

ιδιοπαθούς οστεοαρθρίτιδας των ανθρώπων. Ιδιαίτερα στην περίπτωση του σκύλου και 

του αλόγου, όπου η νόσος προέρχεται μη επεμβατικά, με φυσικό τρόπο. Βέβαια, είναι 

περισσότερο χρονοβόρα έναντι των επαγόμενων, μέχρι να αναπτυχθεί η πάθηση. 
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Επιπλέον, εμφανίζουν παραλλαγές και ελλιπής εικόνα στη γενετική βάση της 

ανθρώπινης ΟΑ. Ακόμα απαιτείται μεγάλος αριθμός ζώων ώστε να γίνει το όποιο 

σχέδιο μελέτης.  

Στα μοντέλα ζώων τα οποία προκαλείται η νόσος, η ασθένεια αναπτύσσεται 

ταχύτερα και δεν παρουσιάζουν μεταβλητότητα στο φαινότυπο όπως στα αυθόρμητα 

μοντέλα. Από την άλλη όμως, τα μοντέλα αυτά προσομοιάζουν μετατραυματικές 

περιπτώσεις ΟΑ και οχι περιπτώσεις αυθόρμητης εξέλιξης της νόσου (Thysen et al., 

2015). Η ΟΑ μπορεί να προκληθεί από τη χορήγηση επιβλαβών oυσιών, όπως είναι το 

monosodium iodoacetate (MIA). Επίσης, ΟΑ μπορεί να προκληθεί χειρουργικά, με 

άμεση βλάβης στην άρθρωση. Υπάρχουν διάφορες χειρουργικές επεμβάσεις που 

μπορούν να χρησιμοποηθούν μεμονωμένα ή συνδυαστικά για τη δημιουργία του 

κατάλληλου μοντέλου, για παράδειγμα το μοντέλο αποσταθεροποίησης του έσω 

μηνίσκου (DMM), ή το μοντέλο διατομής του έσω μηνίσκου (MMT) κ. α. (Schulze-

Tanzil, 2021). Η πιο συχνά χρησιμοποιημένη χειρουργική μέθοδος πρόκλησης της ΟΑ 

για την μελέτη της, είναι η διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου (ACLT). Η 

τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε στο πρώτο μοντέλο επαγόμενης ΟΑ. Στα κουνέλια 

αυτή η επεμβατική μέθοδος είναι ένας συνηθισμένος τρόπος πρόκλησης ΟΑ. Μετά από 

4 εβδομάδες από τη διατομή το ζώο εμφανίζει αλλοιώσεις στο χόνδρο. Η μερική 

διατομή στο χόνδρο προκαλεί μικρότερου βαθμού μεταβολές και αλλοιώσεις. Μετά 

από συνδυασμό χειρουργικών παρεμβάσεων φαίνεται πως οι μέθοδοι αυτοί προκαλούν 

φλεγμονή η οποία έχει ως αποτέλεσμα την αδυναμία κίνησης της άρθρωσης και 

συνεπώς την εξέλιξη της νόσου (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014). 

Από την άλλη, γενετικά τροποποιημένα στελέχη ποντικιών αποτελούν τη 

δημοφιλέστερη τακτική, ιδίως στα επαγόμενα μοντέλα ζώων, με πλεονέκτημα αυτών 

τη διερεύνηση της επίδρασης ενός μόνο γονιδίου στην παθογένεια της ΟΑ. Αυτό το 

δεδομένο, ταυτόχρονα μπορεί να αποτελεί και μειονέκτημα των συγκεκριμένων 

μοντέλων ζώων, μιας και η ΟΑ είναι μία πολυπαραγοντική νόσος, η οποία δεν 

εξαρτάται από ένα και μοναδικό γονίδιο και κατά αυτό τον τρόπο, φαίνεται να 

απλουστεύεται η παθογένεια της νόσου (Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-

Adamidou et al., 2014; McCoy, 2015; Serra & Soler, 2019). 

 

2.1.1. Διάκριση μικρών και μεγάλων ζωικών μοντέλων για την οστεοαρθρίτιδα 

 
Τα ζωικά μοντέλα κατά έναν άλλο τρόπο ταξινομούνται βάσει του μεγέθους 
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του ζώου που χρησιμοποιείται κάθε φορά. Πιο συγκεκριμένα υπάρχουν τα μικρά ζωικά 

μοντέλα στα οποία συμπεριλαμβάνονται το ποντίκι, ο αρουραίος, το κουνέλι και το 

ινδικό χοιρίδιο και στα μεγάλα μοντέλα ζώων, τα οποία απαρτίζονται από τον σκύλο, 

την κατσίκα ή το πρόβατο και το άλογο. Ο τύπος της μελέτης, οι δαπάνες εκτροφής, ο 

χρόνος, η ευκολία χειρισμού και μέτρησης των αποτελεσμάτων αποτελούν παράγοντες 

επιλεξιμότητας του καταλληλότερου μοντέλου κάθε φορά για την απάντηση του 

ερευνητικού ερωτήματος.  

Κάθε ζώο έχει τα δικά του πλεονεκτήματα έναντι άλλων. Τα μικρά ζώα είναι 

ευρέως χρησιμοποιούμενα όταν το ερευνητικό ερώτημα αφορά την παθοφυσιολογία 

και την παθογένεια της νόσου. Επιπροσθέτως, αποτελούν την «πρώτη γραμμή» για τη 

δοκιμή νέας θεραπείας της ΟΑ και έπειτα αυτή δοκιμάζεται σε μεγαλύτερα ζώα. 

Ωστόσο, τα φάρμακα αν και αποδεικνύονται αρκετές φορές, βάσει υπάρχουσας 

βιβλιογραφίας, αποτελεσματικά στα μικρά μοντέλα ζώων, στον άνθρωπο δεν έχουν 

δώσει ακόμα τα αναμενόμενα αποτελέσματα. Πιθανόν, η μεγάλη διαφορά ως προς την 

ανατομία, ιστολογία και φυσιολογία μπορεί να εξηγήσει και να ερμηνεύσει αυτά τα 

αποτελέσματα. Τυπικό παράδειγμα ανατομικής διαφοράς αποτελεί το μέσο πάχος 

χόνδρου, που στα ποντίκια είναι 70 φορές μικρότερο σε σχέση με αυτό των ανθρώπων 

(Cope et al., 2019; Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-Adamidou et al., 2014; McCoy, 

2015; Serra & Soler, 2019; Teeple et al., 2013) 

 Με παρόμοιο τρόπο, τα μεγάλα μοντέλα ζώων είναι χρήσιμα για την 

εξακρίβωση της διαδικασίας και της θεραπείας της νόσου. Ανατομικά, θα μπορούσε 

να ειπωθεί ότι μοιάζουν περισσότερο με τους ανθρώπους, φερ’ ειπείν το πάχος του 

χόνδρου των σκύλων είναι μικρότερο από το μισό μέγεθος του χόνδρου των ανθρώπων. 

Αυτό αποτελεί και μία αρκετά σημαντική ομοιότητα και λόγο που τα μεγάλα ζωικά 

μοντέλα χρησιμοποιούνται για τις μελέτες εκφυλισμού χόνδρου και οστεοχονδρικών 

ελαττωμάτων. Επίσης, τα μοντέλα αυτά χρησιμοποιούνται συχνά για να 

επιβεβαιώσουν την αποτελεσματικότητα των θεραπειών, πριν από τις κλινικές δοκιμές 

(Cope et al., 2019; Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-Adamidou et al., 2014; McCoy, 

2015; Serra & Soler, 2019; Teeple et al., 2013) . 

 Κάποια μοντέλα πρωτευόντων, όπως οι μπαμπουίνοι, το rhesus macaque και το 

cynomolgus macaque έχει τύχει να αποτελέσουν μοντέλα ζώων για την ιδιοπαθή ΟΑ 

σε ειδικές περιπτώσεις. Συμπεριφορικά και βιολογικά μοιάζουν αρκετά με τον 

άνθρωπο, οπότε θα μπορούσε να υποτεθεί ότι είναι τα καλύτερα πειραματόζωα για τις 

μελέτες πριν από τις κλινικές δοκιμές. Το ζήτημα της βιοηθικής, συνδυαστικά με το 
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υψηλό κόστος περίθαλψης αποτελούν τεράστια εμπόδια για την εφαρμογή τους. 

Ακόμα, τα χρόνια που απαιτούνται για την ολοκλήρωση τέτοιων μελετών με τη χρήση 

αυτών των ζώων ως μοντέλα αποτελούν ένα ακόμα εμπόδιο, γιατί έχουν μεγάλη 

διάρκεια ζωής. Παρ’ όλα αυτά, για όλους τους παραπάνω λόγους αποκλείονται από 

την έρευνα. (Cope et al., 2019; Kuyinu et al., 2016; Lampropoulou-Adamidou et al., 

2014; McCoy, 2015; Serra & Soler, 2019; Teeple et al., 2013). 

Παρ’ όλο που οι in vitro μελέτες και τα μοντέλα προσφέρουν σημαντικές 

πληροφορίες σχετικά με το δυναμικό των βλαστικών κυττάρων για την επιδιόρθωση 

του χόνδρου πιο εμπεριστατωμένη γνώση για τη συμπεριφορά τους  θα πρέπει να 

προέρχεται από ανοσοεπαρκή ζωικά μοντέλα σε in vivo μελέτες. Προκλινικές μελέτες 

που αξιολογούν την επιδιόρθωση φθορών του χόνδρου έχουν πραγματοποιηθεί με τη 

χρήση μικρών και μεγάλων μοντέλων ζώων, όπως ποντίκια, χοιροειδή, αιγοπρόβατα, 

και ιπποειδή (Lo Monaco et al., 2018).  

 

2.1.2. Μικρά μοντέλα ζώων (ποντίκι, αρουραίος, κουνέλι, ινδικό χοιρίδιο) 

 
Τα μικρά ζώα χρησιμοποιούνται για μελέτες ελέγχου φαρμάκων και έρευνες 

παθολογίας της νόσου. Τα μικρά ζώα έχουν χαμηλό κόστος αγοράς και συντήρησης 

και είναι εύκολα στο χειρισμό τους. Το μειονέκτημα που έχουν είναι η δομή και η 

ανατομία της άρθρωσης, καθώς και το μικρό τους μέγεθος. 

Τα κουνέλια ανήκουν στην κατηγορία ζώων που εμφανίζουν αυθόρμητη ΟΑ 

αλλά και  στην κατηγορία που τους προκαλείται μη αυθόρμητα. Χρόνια 

χρησιμοποιούνται ως μοντέλα για χειρουργικά και χημικά προκαλούμενη ΟΑ. Το  

γόνατο του κουνελιού έχει κάποιες ανατομικές ομοιότητες με το ανθρώπινο γόνατο και 

γι’ αυτό επιλέγεται στις μελέτες, υπάρχει ο σύνδεσμος της επιγονατίδας, ο μηνίσκος 

που παρεμβάλλει το μηριαίο και τη κνήμη. Παρ’ όλες τις ομοιότητες που υπάρχουν, 

είναι ορατές και δομικές διαφορές, το κουνέλι είναι τετράποδο ζώο οπότε έχει 

διαφορετικό βάδισμα και η άρθρωση είναι πιο λυγισμένη. Επίσης, η επιγονατίδα είναι 

μικρότερη ανατομικά συγκριτικά με του ανθρώπου. Η δομή του αρθρικού χόνδρου του 

κουνελιού είναι διαφορετική, το πάχος του είναι περίπου 10 φορές μικρότερο αλλά η 

ασβεστοποιημένη ζώνη είναι πιο παχιά (Laverty et al., 2010). Επίσης, μελέτες έχουν 

δείξει ότι τα μικρότερα σε ηλικία κουνέλια έχουν ένα μηχανισμό αυθόρμητης 

αναγέννησης, πράγμα που επηρεάζει την μελέτη και αξιολόγηση κατά των τρόπων 
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επιδιόρθωσης του χόνδρου. Ενήλικα ζώα δεν φέρουν αυτή την ικανότητα και 

αναπτύσουν γρηγορότερα επαγόμενες βλάβες (McCoy, 2015).  

 

2.1.3. Μεγάλα μοντέλα ζώων (σκύλος, κατσίκα, πρόβατο, άλογο) 

 
 Έχουν χρησιμοποιηθεί ποικίλα μεγάλα ζώα για την μελέτη της αναγέννησης 

του χόνδρου όπως είναι τα  άλογα, οι σκύλοι, τα πρόβατα και οι σκύλοι. Τα μεγάλα 

ενήλικα ζώα είναι προτιμότερα ως μοντέλα για την ΟΑ, είναι καταλληλότερα για 

μεταφραστική έρευνα λόγω του μεγαλύτερου μεγέθους της άρθρωσης και του 

παχύτερου χόνδρου που παρουσιάζουν (Lo Monaco et al., 2018). Επιπλέον, έχουν 

μεγαλύτερη ανατομική ομοιότητα της αρθρωσης με τον άνθρωπο. Εμφανίζουν 

φυσιολογική πρωτοπαθής, δευτεροπαθής και μετα - τραυματική ΟΑ. Ακόμα υπάρχει η 

δυνατότητα χειρουργικής επέμβασης για την αντιμετώπιση της νόσου (McCoy, 2015). 

Το μειονέκτημα που έχουν είναι πως είναι δύσκολο να χρησιμοποιηθεί μεγάλος 

αριθμός ενήλικων ζώων για μελέτη, λόγω του υψηλού κόστους και της δυσκολίας 

χειρισμού. Από αυτά τα ζώα το άλογο έχει το χόνδρο με το πλησιέστερο μέγεθος με 

τον ανθρώπινο χόνδρο βέβαια το ότι είναι τετράποδο και τον περισσότερο χρόνο είναι 

σε όρθια θέση επιβαρύνει περισσότερο τις αρθρώσεις του συγκριτικά με τον άνθρωπο. 

Η κατσίκα από την άλλη ενώ έχει δομή άρθρωσης παρόμοια με αυτή του ανθρώπου 

έχει όμως σκληρότερο και πυκνότερο οστό (Lo Monaco et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 : ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ 

 
Μέχρι στιγμής δεν υπάρχει θεραπεία για τη νόσο, και οι υπάρχουσες 

προσεγγίσεις έχουν ως στόχο την ανακούφιση από τον πόνο, τον έλεγχο των 

συμπτωμάτων και τη διατήρηση της φυσιολογικής λειτουργίας (Mora et al., 2018). Οι 

θεραπευτικές προσεγγίσεις για την αντιμετώπιση της ΟΑ μπορούν να χωριστούν σε μη 

φαρμακευτικές θεραπείες, φαρμακευτικές, επεμβατικές και σε θεραπεία με έγχυση 
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κυττάρων. Η θεραπεία μπορεί να αποτελείται και από συνδυασμό των παραπάνω 

επιλογών. Επιπλέον, η εκάστοτε θεραπεία μπορεί να τροποποιείται ανάλογα με τον 

ασθενή και τα αποτελέσματα που έχει σ’ αυτόν (Hunter & Felson, 2006). 

Μη φαρμακευτικές θεραπείες αποτελούν η άσκηση σε συνδυασμό με την 

απώλεια βάρους, σε περιπτώσεις υπέρβαρων ή παχύσαρκων ατόμων και 

χρησιμοποιούνται για ήπιας μορφής ΟΑ. Ο συνδυασμός αυτός αποτελεί πρωταρχική 

θεραπευτική προσέγγιση, για την οστεοαρθρίτιδα ισχίου και γόνατος. Η άσκηση 

μπορεί να βοηθήσει στη μείωση του πόνου αλλά και τη βελτίωση της ικανότητας 

ευκολίας κινήσεων των αρθρώσεων (Hunter & Bierma-Zeinstra, 2019; Mobasheri & 

Batt, 2016). Οι ασθενείς θα μπορούσαν να κάνουν αερόβια άσκηση ή άσκηση στο νερό, 

π.χ. υδατοθεραπεία ή κολύμπι. Ακόμη μια μη φαρμακευτική προσέγγιση θα μπορούσε 

να αποτελέσει ο βελονισμός. (Abramoff & Caldera, 2020). 

Η φαρμακευτική θεραπεία είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη επιλογή 

θεραπείας για όλους τους τύπους ΟΑ και στοχεύει κυρίως στην αντιφλεγμονή. Τα 

παραδοσιακά φάρμακα της οστεοαρθρίτιδας περιορίζονται στον έλεγχο των 

συμπτωμάτων της, αλλά κανένα δεν μπορεί να αποκαταστήσει τη βλάβη της 

άρθρωση. Τα φάρμακα μπορούν να χορηγηθούν τοπικά, από το στόμα ή ενέσιμα. 

Υπάρχουν πέντε είδη φαρμάκων που χρησιμοποιούνται συνήθως στη σημερινή κλινική 

θεραπεία της ΟΑ: ακεταμινοφαίνη, μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη φάρμακα, οπιοειδή 

αναλγητικά, αναστολείς επαναπρόσληψης σεροτονίνης-νορεπινεφρίνης (SNRIs) και οι 

ενδοαρθρικές ενέσεις. Τοπίκα μπορεί να επαλειφθεί καψαϊκίνή ή κάποιο μη στεροειδές 

αντιφλεγμονώδη φάρμακο (Hunter & Bierma-Zeinstra, 2019; Jang et al., 2021; 

Lohmander & Roos, 2007; Martel-Pelletier et al., 2016; W. Zhang et al., 2016). Κάποια 

φαρμακευτικά σκευάσματα, όπως τα οπιοειδή αναλγητικά έχουν υψηλή συχνότητα 

εμφάνισης ανεπιθύμητων ενεργειών, όπως είναι η ναυτία, η υπνηλία, εμετός κ. α. 

(Kalamegam et al., 2018; W. Zhang et al., 2016).  

Η χειρουργική επέμβαση (αρθροπλαστική) πραγματοποιείται σε περιπτώσεις 

σοβαρής ΟΑ με πλήρης απώλεια χόνδρου, ταυτόχρονα με την αναποτελεσματικότητα 

μη φαρμακολογικών και φαρμακολογικών μεθόδων που οδηγούν στην πρόοδο της 

νόσου. Οι επεμβάσεις αντικατάστασης της άρθρωσης είναι συχνές σε ασθενείς με ΟΑ 

τελικού σταδίου, οι οποίες βοηθούν στην ανακούφιση του αρθρικού πόνου και τη 

βελτίωση της λειτουργίας (Kalamegam et al., 2018). Οι επεμβάσεις αυτού του είδους, 

πραγματοποιούνται συνήθως σε άτομα μεγαλύτερης ηλικίας καθώς τα αποτελέσματα 

διαρκούν 10 – 15 έτη.  
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3.1. Θεραπεία με έγχυση κυττάρων 

 
Τα τελευταία χρόνια διερευνάται η κυτταρική θεραπεία για επιδιόρθωση του 

χόνδρου. Αυτή η θεραπεία μπορεί να προσφέρει μία μόνιμη λύση στην αναγέννηση 

του χόνδρου, την ανακούφιση του πόνου και των συμπτωμάτων καθώς και την 

επιβράδυνση της εξέλιξης της νόσου. Η κυτταρική θεραπεία εφαρμόγεται κυρίως με 

βλαστοκύτταρα και ώριμα κύτταρα. 

Η κυτταρική θεραπεία με χρήση αυτόλογων χονδροκυττάρων βασίζεται σε ένα 

πρωτόκολλο τριών σταδίων: την απομόνωση αυτόλογων χονδροκυττάρων (ACI) από 

τον χόνδρο, που λαμβάνεται χειρουργικά από περιοχή της άρθρωσης που δεν ειναι 

προσβεβλημένη, την in vitro διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων και την εμφύτευση 

τους στη κατεστραμμένη περιοχή του αρθρικού χόνδρου. Ωστόσο, με τη χρήση των 

αυτόλογων χονδροκυττάρων υπάρχει ο περιορισμός της έκτασης της περιοχής του 

χόνδρου που θα αναπλαθεί, καθώς αδυνατούν να αναγεννηθούν μεγάλες περιοχές 

παθολογικού χόνδρου. Για το λόγο αυτό τα αυτόλογα χονδροκύτταρα δεν επιλέγονται 

για κυτταρική θεραπεία.  

Τα βλαστοκύτταρα είναι αδιαφοροποίητα κύτταρα που είναι ικανά να αυτο - 

ανανεώνονται και να διαφοροποιούνται προς μια συγκεκριμένη κυτταρική σειρά. Τα 

βλαστοκύτταρα μπορούν να ταξινομηθούν ως ολοδύναμα (pluripotent), ESCs, iPSCs,  

κύτταρα τα οποία μπορούν να δημιουργήσουν σχεδόν όλους τους ιστούς του 

ανθρώπινου σώματος ή πολυδύναμα (multipotent), π.χ. ενήλικα και εμβρυϊκά MSCs, 

κύτταρα τα οποία μπορούν να διαφοροποιηθούν μόνο σε συγκεκριμένες κυτταρικές 

σειρές (Harrell et al., 2019; Kalamegam et al., 2018; Kern et al., 2006; Murphy et al., 

2018; Qi et al., 2012; W. Zhang et al., 2016). 

Τα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα έχουν απεριόριστη ικανότητα αυτο-

ανανέωσης και διαφοροποίησης σε χονδροκύτταρα,  αποτελώντας μια κατάλληλη 

πηγή κυττάρων για επιδιόρθωση χόνδρου και θεραπεία της ΟΑ σε σύγκριση με τα 

ενήλικα χονδροκύτταρα ή μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs). Τα εμβρυϊκά 

βλαστοκύτταρα (ESCs) είναι πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα που προέρχονται από 

έμβρυα πρώιμων θηλαστικών. Η χονδρογένεση από ESCs μπορεί να επιτευχθεί με in 

vitro καλλιέργεια προσθέτοντας συγκεκριμένους αυξητικούς παράγοντες.  ESCs έχουν 

αναφερθεί ότι βοηθούν την επιδιόρθωση του χόνδρου σε ζωικά μοντέλα.  Το 2014, σε 

μελέτη των Cheng et al., στην οποία εμφύτευσαν hESCs στην επιγονατίδα αρουραίων 
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με ΟΑ, συμπέραναν ότι τα χονδροκύτταρα που προέρχονται από τα hESCs, όταν 

χρησιμοποιηθούν κάτω από ένα συγκεκριμένο χημικό περιβάλλον, είναι ικανά να 

βελτιώσουν την παθολογική εικόνα του χόνδρου (Cheng et al., 2014). Ωστόσο, η 

απομόνωση των ESCs εμπίπτει σε ηθικούς φραγμούς που υπάρχουν και γι’ αυτό δεν 

τα καθιστούν κατάλληλη πηγή κυττάρων για την χρήση τους ως προς την ανάπλαση 

του αρθρικού χόνδρου. 

Τα MSCs θεωρούνται μία ελκυστική επιλογή βλαστοκυττάρων για την 

επιδιόρθωση και αναγέννηση του χόνδρου, καθώς έχουν αντιφλεγμονώδη δράση και 

δίνουν ανοσορρυθμιστικά αποτελέσματα. Υπάρχουν τα ενήλικα MSCs, τα οποία 

απομονώνονται από διάφορους ιστούς και τα επαγόμενα MSCs, τα οποία προέρχονται 

από εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (ESCs) ή από ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iPSCs). 

Μεγάλη ποσότητα ενήλικων MSCs μπορούν εύκολα να συλλεχθούν και να 

απομονωθούν από διάφορους ιστούς όπως ο μυελός των οστών, ο λιπώδης ιστός, η 

αρθρική μεμβράνη και άλλοι, αποφεύγοντας την πιθανή βλάβη που μπορεί να 

προκληθεί στον ασθενή. Aνάλογα από τον ιστό που θα απομονωθούν τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα φαίνεται πως έχουν διαφορετική ικανότητα διαφοροποίησης, 

για παράδειγμα τα κύτταρα που προέρχονται από την άρθρωση έχουν μεγαλύτερη 

ικανότητα διαφοροποίησης συγκριτικά με αυτά που απομονώνονται από το μυελό των 

οστών. Ακόμα, τα MSCs έχουν ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες, υψηλό ρυθμό 

πολλαπλασιασμού και ικανότητα διαφοροποίησης (Harrell et al., 2019; Kalamegam et 

al., 2018; Kern et al., 2006; Murphy et al., 2018; W. Zhang et al., 2016). Τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα μπορούν να διαφοροποιηθούν σε λιποκύτταρα, οστεοβλάστες 

και χονδροκύτταρα (Barry & Murphy, 2004; Freitag et al., 2016). Το μέσο με το οποίο 

θα μεταφερθούν τα MSCs αλλά και ο τρόπος χορήγησης τους μπορεί να επηρεάσει 

θετικά ή αρνητικά την ταχύτητα που τα κύτταρα θα φτάσουν στην παθολογική περιοχή, 

αλλά και πόσο χρόνο θα παραμείνουν σε εκείνη τη θέση. Τα μέσα που 

χρησιμοποιούνται όταν πρόκειται να πραγματοποιηθεί έγχυση των κυττάρων είναι ο 

ορός, το αλατούχο διάλυμα, το υαλουρονικό οξύ και το Platelet Rich Plasma (PRP). 

Για την μεταμόσχευση των κυττάρων στην περιοχή επιδιόρθωσης χρησιμοποιούνται 

πηκτώματα, όπως αυτό του κολλαγόνου τύπου Ι. Κάθε μέσο έχει τους δικούς του 

περιορισμούς και πλεονεκτήματα κατά τη χρήση, γι’ αυτό πρέπει να επιλέγεται το 

καταλληλότερο μέσο σε κάθε μελέτη (Afizah & Hui, 2016). Οι Lee και συν., έδειξαν 

ότι η ενδοαρθρική έγχυση μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων με υαλουρονικό οξύ 

είναι μια επιλογή θεραπείας εκφυλισμού του χόνδρου. Πραγματοποίησαν δύο εγχύσεις 
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κυττάρων σε μοντέλο χοίρων με ΟΑ και παρατήρησαν βελτίωση της εικόνας του 

αρθρικού χόνδρου (Lee et al., 2007). Το 2017, μια μελέτη σε μοντέλο αρουραίων με 

ΟΑ ανέδειξε την ικανότητα μετανάστευσης και προσκόλλησης των ανθρώπινων MSCs 

έπειτα από ενδοαρθρική ένεση στην άρθρωση του γόνατος, η οποία δεν επηρεάζεται 

από φλεγμονώδεις παράγοντες (Leijs et al., 2017). Τα MSCs έχουν αντιφλεγμονώδη 

δράση και μπορούν να μειώσουν ή και να θεραπεύσουν τη φλεγμονή σε διάφορες 

ασθένειες, καρδιαγγειακές παθήσεις, διαβήτης, ή περιπτώσεις αναγέννησης του οστού. 

Παράγοντες που εκκρίνονται από τα μεσεγχυματικά κύτταρα δρουν αποτελεσματικά 

έναντι της φλεγμονής που παρατηρείται στις αρθρώσεις κατά την οστεοαρθρίτιδα (van 

Buul et al., 2012). Σε μοντέλα κουνελιού με ΟΑ, που παρατηρούνται  αλλοιώσεις σε 

ολες τις ζώνες του χόνδρου, τα MSCs που προέρχονται από τον αρθρικό χόνδρο 

ενσωματώθηκαν σε πηκτή κολλαγόνου και μεταμοσχεύθηκαν στη θέση του 

τραυματισμού. Οι αλλοιώσεις του χόνδρου επιδιορθώθηκαν με παραγωγή συστατικών 

της εξωκυττάριας ουσίας του χόνδρου. Η in vivo διαφοροποίηση των προερχόμενων 

από την άρθρωση MSCs στην ανάπλαση του χόνδρου έχει αναφερθεί σε πολλές 

μελέτες, συμπεραίνοντας ότι τα συγκεκριμένα MSCs που προέρχονται από το αρθρικό 

χόνδρο έχουν την ικανότητα να αναπλάθουν τον χόνδρο και να επιδιορθώνουν 

αλλοιώσεις του σε κάποιο βαθμό (Cui et al., 2017). Σύμφωνα με τη μελέτη του Harrell 

και συν., σε μοντέλα ζώων αποκάλυψαν ότι το περιβάλλον των αρθρώσεων έχει 

ενδογενείς πληθυσμούς αρθρικών MSCs που μπορούν να διαφοροποιηθούν 

σε χονδροκύτταρα και να συμβάλουν στην επιδιόρθωση του αρθρικού χόνδρου. 

Αρκετές προκλινικές μελέτες κατέδειξαν ότι η απλή, τοπική ενδοαρθρική ένεση 

αυτόλογων και εξωγενώς MSCs μείωσε αποτελεσματικά την υποβάθμιση του χόνδρου 

και τη φλεγμονή των αρθρώσεων σε ποντίκια, αρουραίους, χοίρους, σκύλους, άλογα 

και γαϊδούρια με ΟΑ. Τα μεταμοσχευμένα MSCs εμφυτεύονται επιτυχώς στον 

τραυματισμένο χόνδρο και προωθούν την αναγέννηση και την επιδιόρθωσή του. Σε 

σύγκριση με τις αρθρώσεις που δεν υποβλήθηκαν σε θεραπεία, οι αρθρώσεις που 

υποβλήθηκαν σε θεραπεία με MSCs έδειξαν διάχυτη υπερκυτταρικότητα, περισσότερη 

ασβεστοποίηση και λιγότερες διαβρώσεις των οστών. Ο βαθμός καταστροφής του 

χόνδρου, ο σχηματισμός οστεοφύτων και η υποχονδριακή σκλήρυνση μειώθηκαν 

σημαντικά στις αρθρώσεις που υποβλήθηκαν σε θεραπεία με MSCs (Harrell et al., 

2019). Σε μια άλλη μελέτη στην οποία είχαν χρησιμοποιηθεί άλογα, στα οποία 

προκλήθηκε χειρουργικά ΟΑ, δημιουργήθηκαν δύο ομάδες, στη μία χορηγήθηκε 

εικονικό φάρμακο και η άλλη ομάδα έλαβε θεραπεία με μεσεγχυματικά κύτταρα , τα 
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οποία προερχόντουσαν από το μυελό των οστών. Τα αποτελέσματα της έρευνας 

έδειξαν βελτίωση της κλινικής εικόνας στην ομάδα των αλόγων που είχαν χορηγηθεί 

τα μεσεγχυματικά κύτταρα (Frisbie et al., 2009). Ορισμένες δοκιμές χρησιμοποίησαν 

τεχνική παρόμοια με τη μεταμόσχευση των αυτόλογων χονδροκυττάρων (ACT). Ενώ 

αυτή η τεχνική έχει δείξει κάποια επιτυχία στην επιδιόρθωση ελαττωμάτων χόνδρου 

τόσο στα προκλινικά μοντέλα όσο και στους ασθενείς, μια μελέτη άμεσης σύγκρισης 

έδειξε ότι δεν υπήρχε σημαντική διαφορά στην κλινική έκβαση μεταξύ 

μεταμόσχευσης MSCs και ACs συμπεριλαμβανομένου του κινδύνου σχηματισμού μη 

υαλινικού χόνδρου. Μια άλλη θεραπεία για την ΟΑ που βρίσκεται υπό διερεύνηση 

είναι η έγχυση MSCs στη δια-αρθρωτή περιοχή. Ένα πλεονέκτημα αυτής της 

προσέγγισης είναι η δυνατότητά της να επηρεάσει ολόκληρη την άρθρωση, και όχι 

μόνο ένα συγκεκριμένο σημείο, καθιστώντας την πιο κατάλληλη για τη θεραπεία της 

ΟΑ, καθώς, προκαλεί επιδιόρθωση του χόνδρου σε ολόκληρη την 

άρθρωση. Υπάρχουν μια σειρά από κλινικές δοκιμές φάσης Ι/ΙΙ που ελέγχουν την 

ασφάλεια και την αποτελεσματικότητα των θεραπειών που βασίζονται σε MSCs για 

την ΟΑ γόνατος. Ενώ αυτές οι προσπάθειες δείχνουν πολλά υποσχόμενες, όσον 

αφορά την επιβράδυνση της υποβάθμισης της ΟΑ και τη βελτίωση της ποιότητας 

ζωής των ασθενών, τα MSCs έχουν ορισμένα μειονεκτήματα που περιορίζουν την 

ικανότητά τους ως πηγή κυττάρων για αναγέννηση ή επιδιόρθωση του χόνδρου. Ενώ 

τα MSCs μπορούν να ληφθούν από πολλούς ιστούς προέλευσης, υπάρχει μεγάλη 

ετερογένεια στις δυνατότητες διαφοροποίησης αυτών των διαφόρων πληθυσμών 

βλαστοκυττάρων. Τα MSCs που προέρχονται από μυελό των οστών 

χρησιμοποιούνται συνήθως για την παραγωγή χονδροκυττάρων, ωστόσο, η 

διαφοροποίηση σε αυτά τα κύτταρα ακολουθεί κανονικά μια ενδοχονδριακή οδό, 

παράγοντας παροδικό χόνδρο που δεν είναι κατάλληλος να αντικαταστήσει τον 

αρθρικό χόνδρο. Επιπλέον, τα πρωτογενή αυτόλογα MSCs που λαμβάνονται από 

οποιοδήποτε ιστό ενήλικα έχουν περιορισμένη ικανότητα πολλαπλασιασμού, 

περιορίζοντας την ποσότητα των χονδροκυττάρων που μπορούν να παράγουν.  Η 

ετερογένεια ακόμη και σε πληθυσμό MSCs από τον ίδιο ιστό σημαίνει ότι δεν θα 

είναι όλα τα κύρια κύτταρα ικανά να διαφοροποιηθούν σε χονδροκύτταρα. Αυτή η 

ετερογένεια μεταξύ των ενηλίκων πληθυσμών MSCs, μπορεί να συμβάλει σε 

μεταβλητά κλινικά αποτελέσματα όταν χρησιμοποιούνται αυτόλογοι MSCs για την 

επιδιόρθωση του χόνδρου (Murphy et al., 2018). Επίσης, παρά την θετική δράση τους 

έχει φανεί πως MSCs, τα οποία προέρχονται από τον μυελό των οστών, όταν εγχυθούν 
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σε τραυματισμένους ιστούς μετατρέπονται σε υπερτροφικά χονδροκύτταρα και τελικά 

σχηματίζουν εξωσκελετικό οστό σε περιοχές μαλακών ιστών ή μυών, η διαδικασία 

αυτή ονομάζεται ετεροτοπική οστεοποίηση (Heterotipic Ossification, HO) (De Bari & 

Roelofs, 2018; Lukomska et al., 2019).  

Τα επαγόμενα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα (iPSCs) είναι ένας άλλος τύπος 

πολυδύναμων βλαστοκυττάρων που παράγονται απευθείας από ενήλικα σωματικά 

κύτταρα μετά από τον επαναπρογραμματισμό τους με τους κατάλληλους παράγοντες, 

παράγοντες Yamanaka (Csobonyeiova et al., 2021). Τα iPSC είναι πιο χρήσιμα από τα 

ESCs, διότι προέρχονται από περισσότερους ιστούς και δεν παρουσιάζουν ηθικά 

ζητήματα. Τα iPSCs είναι ικανά να διαφοροποιούνται σε διάφορους τύπους κυττάρων, 

συμπεριλαμβανομένων των χονδροκυττάρων (Wakitani et al., 1994). Σύμφωνα με 

μελέτες σε μοντέλο αρουραίου με ΟΑ, η έγχυση iPSCs μπορεί να προκαλέσει 

διαφοροποίηση των κυττάρων σε χονδροκύτταρα και να χρησιμοποιηθούν στην 

ανάπλαση του χόνδρου (Rim et al., 2018; Yanxia Zhu et al., 2016). Τα ανθρώπινα 

iPSCs έχει αποδειχθεί ότι μετά την διαφοροποίηση τους σε χονδροκύτταρα εκφράζουν 

κολλαγόνο τύπου ΙΙ και αγγρεκάνη, δείκτες της χονδρογένεσης (Koyama et al., 2013). 

Σε μοντέλο αρουραίου ΟΑ, έρευνα έχει δείξει ότι μεταμοσχευμένα χονδροκυτταρα, τα 

οποία έχουν προέλθει από την in vitro διαφοροποίηση ανθρώπινων iPSCs, μπορούν να 

προκαλέσουν αναγέννηση και επιδιόρθωση του χόνδρου (Yanxia Zhu et al., 2016). 

Επιπρόσθετα, οι Willard και συν., σε μια έρευνα τους ανέπτυξαν in vitro χόνδρο 

ποντικιού με τη χρήση iPSCs για την πραγματοποίηση ελέγχων φαρμάκων έναντι της 

οστεοαρθρίτιδας. Συμπέραναν, ότι η δημιουργία in vitro μοντέλων δίνει τη δυνατότητα 

μελέτης νέων φαρμάκων που εμποδίζουν την αποδόμηση του χόνδρου, αλλά και τη 

μελέτη της παθολογίας του χόνδρου στην ΟΑ (Willard et al., 2014). Βέβαια, η χρήση 

των iPSCs έχει κάποιους περιορισμούς, όπως είναι η χαμηλή αποτελεσματικότητα 

τους, αλλά και η πρόκληση καρκινογένεσης από την μόλυνση MSCs από 

αδιαφοροποίητα iPSCs (Ben-David & Benvenisty, 2011; Kuroda et al., 2012). 

Επιπλέον, ένας άλλος περιορισμός που  προκύπτει, σύμφωνα με τη βιβλιογραφία είναι 

πως τα iPSCs είναι  ικανά να σχηματίζουν τερατώματα (Csobonyeiova et al., 2021).  

Για την αποφυγή των περιορισμών που προκύπτουν από την χρήση των 

ενήλικων MSCs χρησιμοποιούνται τα επαγόμενα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα 

(iPSCs). Ένας κυτταρικός τύπος που προκύπτει από τα επαγόμενα βλαστικά κύτταρα 

είναι τα μεσεγχυματικά κύτταρα (iMSCs). Αυτά τα κύτταρα διατηρούν τις ιδιότητες 

των πρωτογενών MSCs, όπως είναι η ικανότητα τους να αναγεννούνται in vivo, χωρίς 
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να επηρεάζονται από την ηλικία του δότη και τη γήρανση των κυττάρων (Spitzhorn et 

al., 2019). 

Τα αποτελέσματα των παραπάνω μελετών παρακινούν τους ερευνητές να 

πραγματοποιήσουν επιπλέον μελέτες με τη χρήση επαγόμενων βλαστικών κυττάρων 

ως θεραπεία για την οστεοαρθρίτιδα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

ΣΚΟΠΟΣ 

 
Σκοπός της παρούσας διπλωματκής εργασίας ήταν η διερεύνηση του ρόλου των 

μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων προερχόμενων από επαγόμενα πολυδύναμα 

βλαστοκύτταρα [Mesenchymal Stem Cells derived from induced Pluripotent Stem 

Cells, (iMSCs)] στην ανάπλαση των δομών της οστεοαρθριτικής άρθρωσης. Προς 

επίτευξη αυτού του στόχου, σε ήδη διαθέσιμο ζωικό μοντέλο της οστεοαρθρίτιδας 

(ΟΑ) στο οποίο είχαν πραγματοποιηθεί ενδοαρθρικές εγχύσεις με iMSCs, ελήφθησαν 

σειριακές τομές των αρθρώσεων και πραγματοποιήθηκαν τα εξής:  

● Πρωτεϊνική ανίχνευση με την τεχνική της ανοσοϊστοχημείας της πυρηνικής 

πρωτεΐνης ειδικής των ανθρώπινων iMSCs προς επιβεβαίωση της επιτυχούς 

εμφύτευσης των κυττάρων στα δεξιά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων.  
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● Χρώση Safranin O / Fast Green για την ιστολογική αξιολόγηση των τομών από 

αριστερά και δεξιά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων πριν και μετά την 

ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs, αντιστοίχως. 

● Χρώση Αιματοξυλίνης/Ηωσίνης για την ιστολογική αξιολόγηση των τομών 

από αριστερά και δεξιά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων πριν και μετά την 

ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs, αντιστοίχως. 

● Πρωτεϊνική ανίχνευση με την τεχνική της ανοσοϊστοχημείας του κολλαγόνου 

τύπου ΙΙ σε τομές από αριστερά και δεξιά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων 

πριν και μετά την ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs, αντιστοίχως. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 : ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

 
4.1. Μοντέλο ζώων 

 
Για την πραγμάτωση της παρούσας διπλωματικής χρησιμοποιήθηκαν λευκά 

κουνέλια Νέας Ζηλανδίας. Τα κουνέλια αυτά είχαν υποβληθεί σε χειρουργική 

επέμβαση διατομής του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου και είχε βεβαιωθεί η 

εγκατάσταση της ΟΑ. Στα κουνέλια πραγματοποιήθηκε ενδοαρθρική έγχυση με 

μεσεγχυματικά κύτταρα που είχαν προέλθει από επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iMSCs). 

Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε ενδοαρθρική έγχυση 106 κυττάρων σε διάλυμα PBS 

στο δεξί γόνατο των χειρουργημένων ζώων. Στη συνέχεια, τριάντα ημέρες από την 

χορήγηση των κυττάρων, τα κουνέλια αναισθητοποιήθηκαν και θανατώθηκαν με 
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ενδοφλέβια χορήγηση αναισθητικού, βάση των διεθνών οδηγιών. Έγινε εκτομή του 

δέρματος στο σημείο της άρθρωσης και οστεοτομή, πραγματοποιήθηκε συλλογή 

τεμαχίου άρθρωσης που περιείχε αρθρικό χόνδρο και οστό και τοποθέτηση σε 

φορμαλδεϋδη. Ο ιστός τοποθετήθηκε σε υγρή παραφίνη και οταν σταθεροποιήθηκε με 

την παραφίνη χρησιμοποιήθηκε μικροτόμος ώστε να κοπεί σε τομές πάχους 4 – 6 μm. 

Τέλος, οι τομές τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες και αποθηκεύτηκαν  σε 

ψυγείο (4ο C). 

 

4.2. Ανοσοϊστοχημεία 

4.2.1. Γενικές αρχές 

 
 Η ανοσοϊστοχημεία είναι μια τεχνική ανίχνευση αντιγόνων μέσω 

συγκεκριμένων αντισωμάτων σε ιστολογικές τομές και κύτταρα (Drew & Shieh, 2015).  

Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην προσθήκη ενός πρωτογενούς αντισώματος και 

ενός δευτερογενούς, το οποίο δεσμεύει το πρωτογενές αντίσωμα και τη χρήση κάποιου 

αντιδραστηρίου για την ανίχνευση και εντοπισμό του πρωτογενούς αντισώματος. Για 

την παρατήρηση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου – αντισώματος σε οπτικό 

μικροσκόπιο, χρειάζεται να σημανθεί ένα από τα δύο αντισώματα (Magaki et al., 

2019). Στην συγκεκριμένη περίπτωση πραγματοποιήθηκε έμμεση ανοσοϊστοχημεία, 

δηλαδή σήμανση του δευτερογενούς αντισώματος.  Πραγματοποιήθηκε επώαση με 

διαμιωοβενζιδίνη (DAB), η οποία αλληλεπιδρά με την υπεροξειδάση και προσδίδει 

καφέ χρώμα στα σημεία που έχει πραγματοποιηθεί η αλληλεπίδραση αντιγόνου - 

αντισώματος. 

 

4.2.2. Υλικά ανοσοϊστοχημείας  

● Ξυλόλη 

● Διάλυμα ξυλόλη : 100% αιθανόλη σε αναλογία 1:1 

● 100% αιθανόλη 

● 90% αιθανόλη 

● 70% αιθανόλη 

● 50% αιθανόλη 

● Διάλυμα πλύσης PBS 

● Διάλυμα H2O2 

● Διάλυμα protein blocking agent :  
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➢ 2% BSA 

➢ PBS 

➢ Triton - X- 100 

● 2% BSA 

● DAB substrate kit (DAB, Thermo Scientific) 

● dH2O 

● Tap H2O 

● Πρώτο αντίσωμα: Collagen II Antibody (5B2.5) (NB600 – 844, NOVUS 

BIOLOGICALS) 

● Πρώτο αντίσωμα: Anti–Human Nuclei Antibody (Boster Biological 

Technology, Pleasanton CA, USA, Catalog # AT0002) 

● Δεύτερο αντίσωμα: Goat anti – mouse HRP (Invitrogen) 

 

4.2.3. Πρωτόκολλο ανοσοϊστοχημείας 

● Ενυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε διάλυμα 1:1 ξυλόλης : αιθανόλης για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 90% αιθανόλη για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 70% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 50% αιθανόλη για 3 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με dH2O για 3 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με PBS buffer για 5 λεπτά. 

● Προσθήκη διαλύματος H2O2 στις τομές, για αναστολή της ενδογενούς 

υπεροξειδάσης των κυττάρων. Τοποθέτηση των τομών σε σκοτεινό μέρος για 

5 λεπτά, ώστε να μην διασπαστεί το H2O2 σε Η2 και Ο2 με την επίδραση του 

φωτός. 

● Ξέπλυμα τομών με PBS buffer για 5 λεπτά. 

● Επώαση τομών σε διάλυμα 2% BSA για 60 λεπτά, σε σκοτεινό μέρος με 

υγρασία. 

● Επώαση τομών με το 1ο αντίσωμα, με αραίωση 1:50 σε protein blocking agent, 

ολονύκτια σε σκοτεινό μέρος με υγρασία. 

● Ξέπλυμα τομών με PBS buffer για 5 λεπτά, 3 φορές.  
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● Επώαση τομών με το 2ο αντίσωμα, με αραίωση 1:50 σε 2% BSA για 60 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με PBS buffer για 5 λεπτά, 3 φορές. 

● Προσθήκη DAB στις τομές, επώαση σε σκοτεινό μέρος για 1:30 ώρα. 

● Ξέπλυμα τομών με dH2O για 3 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με τρεχούμενο H2O για 3 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με PBS buffer για 5 λεπτά, 2 φορές. 

● Αφυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 70% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 90% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε διάλυμα 1:1 ξυλόλης : αιθανόλης για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

● Προσθήκη κόλλας getol σε κάθε πλακάκι και τοποθέτηση καλυπτρίδας. 

● Παρατήρηση τομών σε οπτικό μικροσκόπιο. 

 

Η τεχνική της ανοσοϊστοχημείας πραγματοποιήθηκε σε 2 περιπτώσεις. Στη 1η 

περίπτωση χρησιμοποιήθηκε ως πρώτο αντίσωμα το κολλαγόνο ΙΙ και δεύτερο 

αντίσωμα το Goat anti–mouse HRP. Στη 2η περίπτωση χρησιμοποιήθηκε ως πρώτο 

αντίσωμα το Anti–Human Nuclei και δεύτερο αντίσωμα το Goat anti–mouse HRP. 

 

 
 
4.3. Ξηρή χρώση 

 
Η διαδικασία της χρώσης πραγματοποιείται για τη λήψη συγκεκριμένων τύπων 

πληροφοριών σχετικά με το οστό, τον χόνδρο και την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, υπό 

φυσιολογική και παθολογική κατάσταση. Μία μόνο διαδικασία χρώσης δεν είναι 

αρκετή για την ανάλυση όλων των διαφορετικών χαρακτηριστικών του ιστού, 

συγκεκριμένα του χόνδρου, γι’ αυτό οι ανάγκες και τα ερωτήματα της μελέτης πρέπει 

να προσδιοριζονται πριν την έναρξη του πειραματικού πρωτοκόλλου (Musumeci et al., 

2014). Η τεχνική αυτή μπορεί να βοηθήσει στην ιστολογική μελέτη των τομών της 

άρθρωσης, συγκεκριμένα στην οπτικοποίηση της ετερογενούς κατανομής των 

συστατικών αλλά και των κυττάρων στο εσωτερικό του αρθρικού χόνδρου.  
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4.3.1. Hematoxylin/Eosin 

4.3.1.1. Γενικές αρχές 

 
Οι χρώσεις Αιματοξυλίνη και Ηωσίνη χρησιμοποιούνται στην ιστολογική 

εκτίμηση, για την αναγνώριση του κάθε τύπου ιστού, αλλά και για την παρατήρηση 

διαφόρων μορφολογικών αλλαγών στα κύτταρα αυτών. Επιπλέον, χρησιμοποιούνται 

για την απεικόνιση του πυρήνα και του κυτταροπλάσματος. Η Αιματοξυλίνη έχει μπλε 

– μωβ χρώμα και βάφει τα νουκλεϊκά οξέα και η Ηωσίνη βάφει τις πρωτεΐνες και τους 

προσδίδει ροζ χρώμα. Κατά τη χρήση των τομών οι πυρήνες των κυττάρων 

χρωματίζονται μπλε, ενώ το κυτταρόπλασμα και η εξωκυττάρια ουσία έχουν 

διαφορετικής βαθμίδας αποχρώσεις του ροζ (Fischer et al., 2008). 

 

4.3.1.2. Υλικά χρώσης Hematoxylin/Eosin 

● Ξυλόλη 

● Διάλυμα ξυλόλη : 100% αιθανόλη σε αναλογία 1:1 

● 100% αιθανόλη 

● 95% αιθανόλη 

● 90% αιθανόλη 

● 70% αιθανόλη 

● 50% αιθανόλη 

● tap Η2Ο 

● Hematoxylin 

● 1% acid alcohol 

● Eosin 

● 0,2% ammonium H2O 

 

4.3.1.3. Πρωτόκολλο χρώσης Hematoxylin/Eosin 

● Ενυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε διάλυμα 1:1 ξυλόλης : αιθανόλης για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 90% αιθανόλη για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 70% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 50% αιθανόλη για 3 λεπτά. 
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● Ξέπλυμα τομών με tap Η20, 3-4 φορές. 

● Επώαση τομών σε Hematoxylin για 8 λεπτά, σε σκοτεινό μέρος. 

● Ξέπλυμα τομών με tap Η20 για 5 λεπτά. 

● Επώαση τομών σε 1% acid alcohol για 30 δευτερόλεπτα. 

● Ξέπλυμα τομών με tap Η20 για 1 λεπτό. 

● Επώαση τομών σε 0,2% ammonium H2O 

● Επώαση τομών σε Eosin για 3 λεπτά. 

● Γρήγορο ξέπλυμα τομών με tap Η20. 

● Αφυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 95% αιθανόλη για 1 λεπτό.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 5 λεπτά, 2 φορές.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 5 λεπτά, 2 φορές. 

● Προσθήκη κόλλας getol σε κάθε πλακάκι και τοποθέτηση καλυπτρίδας. 

● Παρατήρηση τομών σε οπτικό μικροσκόπιο. 

 

4.3.2. Safranin-O / Fast Green 

4.3.2.1. Γενικές αρχές 

 
Η χρώση Safranin-O είναι μια κατιονική χρώση και βάφει πρωτεογλυκάνες και 

γλυκοζαμινογλυκάνες (Schmitz et al., 2010). Χρησιμοποιείται συνήθως για την 

αξιολόγηση του αρθρικού χόνδρου (Musumeci et al., 2014). Κατά τη χρώση οι πυρήνες 

των κυττάρων χρωματίζονται με μαύρο χρώμα, ο χόνδρος με κόκκινο – πορτοκαλί και 

το κυτταρόπλασμα με γαλαζοπράσινη απόχρωση. 

 

4.3.2.2. Υλικά χρώσης Safranin-O / Fast Green 

● Ξυλόλη 

● Διάλυμα ξυλόλη : 100% αιθανόλη σε αναλογία 1:1 

● 100% αιθανόλη 

● 95% αιθανόλη 

● 90% αιθανόλη 

● 70% αιθανόλη 

● 50% αιθανόλη 

● dH2O 

● tap H2O 
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● 1% acetic acid solution 

● Weigert’s Iron Hematoxylin Solution (HT1079 – 1SET, SIGMA – ALDRICH) 

● 0,05% Fast Green (FCF) Solution (F7252, SIGMA – ALDRICH) 

● 0,1% Safranin O Solution (S8884, SIGMA – ALDRICH) 

 

4.3.2.3. Πρωτόκολλο χρώσης Safranin-O / Fast Green 

● Ενυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε διάλυμα 1:1 ξυλόλης : αιθανόλης για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 3 λεπτά, 2 φορές. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 90% αιθανόλη για 3 λεπτά. 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 70% αιθανόλη για 3 λεπτά.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 50% αιθανόλη για 3 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με dH2O για 3 λεπτά. 

● Επώαση τομών σε Weigert’s iron hematoxylin solution για 10 λεπτά. 

● Ξέπλυμα τομών με tap H2O για 10 λεπτά. 

● Επώαση τομών σε fast green solution για 5 λεπτά. 

● Γρήγορη επώαση τομών σε 1% acetic acid solution για 10 – 15 δευτερόλεπτα. 

● Επώαση τομών σε 0,1% safranin O solution για 5 λεπτά. 

● Αφυδάτωση τομών: 

➢ Εμβάπτιση τομών σε 95% αιθανόλη για 2 λεπτό, 2 φορές.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε 100% αιθανόλη για 2 λεπτά, 2 φορές.  

➢ Εμβάπτιση τομών σε ξυλόλη για 2 λεπτά, 2 φορές. 

● Προσθήκη κόλλας getol σε κάθε πλακάκι και τοποθέτηση καλυπτρίδας. 

● Παρατήρηση τομών σε οπτικό μικροσκόπιο. 

 

4.4. Μακροσκοπική παρατήρηση και ιστολογική εκτίμηση τομών 

 
 Από κάθε κουνέλι ελήφθησαν δείγματα αρθρικού χόνδρου και από τα δύο 

γόνατα. Από το δεξί γόνατο στο οποίο είχε πραγματοποιθεί έγχυση με iMSCs και από 

το αριστερό στο οποίο δεν είχε πραγματοποιηθεί έγχυση. Οι τομές αξιολογήθηκαν 

ανάλογα με την φυσιολογία και δομή του χόνδρου και των κυττάρων στο ιστό.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 : ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
5.1. Δημιουργία πειραματικού ζωικού μοντέλου οστεοαρθρίτιδας με ρήξη του 

πρόσθιου χιαστού συνδέσμου (Anterior Cruciate Ligament Transection, ACLT) 

σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας.   

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 06:45:31 EEST - 44.220.63.115



 40 

Προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων που 

έχουν προέλθει από επαγόμενα βλαστοκύτταρα (Mesennchymal Stem Cells derived 

from induced Pluripotent Stem Cells, iMSCs) χρησιμοποιήθηκε ήδη διαθέσιμο ζωικό 

μοντέλο ΟΑ, το οποίο είχε δημιουργηθεί έπειτα από ρήξη του πρόσθιου χιαστού 

συνδέσμου (Anterior Cruciate Ligament Transection, ACLT). Ειδικότερα, 21 ημέρες 

μετά τη ρήξη του πρόσθιου χιαστού, θυσιάστηκαν 3 κουνέλια προκειμένου να 

επιβεβαιωθεί η ανάπτυξη οστεοαρθρίτιδας (ΟΑ) (Εικόνα 4). 

Εικόνα 4: Μακροσκοπικές φωτογραφίες ζώων με φυσιολογικό (Α) και οστεοαρθριτικό (Β) 

γόνατο.  

 
 
 
5.2. Ενδοαρθρική έγχυση μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων προερχόμενων από 

επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iMSCs) στα δεξιά γόνατα των ζώων.    

 
Στη συνέχεια της μελέτης, μετά την επιβεβαίωση της ανάπτυξης ΟΑ στο ζωικό 

μοντέλο ΟΑ, πραγματοποιήθηκαν ενδοαρθρικές εγχύσεις iMSCs μόνο στα δεξιά 

γόνατα των ζώων, ενω στα αριστερά δεν έγινε έγχυση iMSCs.  

Παρατηρήθηκε ότι τα χειρουργημένα γόνατα των ζώων στα οποία είχε 

πραγματοποιηθεί ενδοαρθρική έγχυση με iMSCs παρουσίαζαν μακροσκοπικά 

σημαντική βελτίωση της επιφάνειας του αρθρικού χόνδρου σε σύγκριση με τα 

χειρουργημένα γόνατα των ζώων τα οποία δεν έλαβαν τα iMSCs (Εικόνα 5). 
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Εικόνα 5: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες αριστερού οστεοαρθρικού 

γονάτου ζώων χωρίς ενδοαρθρική έγχυση iMSCs (A) και δεξιού οστεοαρθρικού γονάτου μετά 

την ενδοαρθρική έγχυση iMSCs (B).  

 

5.3. Επιβεβαίωση της εμφύτευσης των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων 

προερχόμενων από επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iMSCs) στα δεξιά γόνατα των 

ζώων.    

 Προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος των iMSCs στην ανάπλαση των ιστών της 

οστεοαρθριτικής άρθρωσης, έπρεπε αρχικά να επιβεβαιωθεί η εμφύτευση των iMSCs 

στα δεξιά γόνατα των ζώων. Για το σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημική 

ανίχνευση της πυρηνικής πρωτεΐνης ειδικής ως προς τα ανθρώπινα iMSCs. Ειδικότερα, 

σειριακές τομές από τις αρθρώσεις των ζώων, τόσο από τα αριστερά ΟΑ γόνατα στα 

οποία δεν πραγματοποιήθηκε έγχυση των κυττάρων όσο και από τα δεξιά ΟΑ γόνατα 

στα οποία χορηγήθηκαν τα iMSCs, επωάστηκαν με αντίσωμα anti-human nuclear και 

ελέγχθηκαν μικροσκοπικά για την παρουσία της πρωτεΐνης.  

Παρατηρήθηκε έκφραση της πυρηνικής πρωτεΐνης χαρακτηριστικής των 

iMSCs ανθρώπινης προελεύσεως στα δεξιά γονάτα των ζώων μετά την έγχυση των 

iMSCs και απουσία της από τα αριστερά οστεοαρθρικά γόνατα επιβεβαιώνοντας την 

επιτυχή έγχυση και εμφύτευση των ανθρώπινων iMSCs στα δεξιά γόνατα των ζώων με 

ΟΑ (Εικόνα 6).  
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Εικόνα 6: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της ανοσοανίχνευσης της 

πυρηνικής πρωτεΐνης (μαύρα βέλη) ειδικής των ανθρώπινων iMSCs σε αριστερά 

οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων χωρίς ενδοαρθρική έγχυση iMSCs (A) και δεξιά 

οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων μετά την ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs (B).  
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Επιπλέον, όπως υποδεικνύεται από την ανοσοϊστοχημική ανίχνευση της 

πυρηνικής πρωτεΐνης στα δεξιά γόνατα των ζώων μετά την έγχυση με iMSCs, αυτά 

εντοπίζονται κυρίως στην επιφανειακή και ενδιάμεση ζώνη του αρθρικού χόνδρου 

(Εικόνα 7).  

Εικόνα 7: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της ανοσοανίχνευσης της 

πυρηνικής πρωτεΐνης ειδικής των ανθρώπινων iMSCs στην επιφανειακή και ενδιάμεση ζώνη 

(μαύρα βέλη) και απουσία αυτής από τις υπόλοιπες ζώνες (κόκκινα βέλη) του αρθρικού 

χόνδρου των δεξιών γονάτων των ζώων μετά την ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs.  

 

5.4. Ιστολογική ανάλυση με χρώση Safranin-O / Fast Green οστεοαρθριτικών 

γονάτων των ζώων πριν και μετά την έγχυση iMSCs. 

 
 Οι σειριακές τομές από τα αριστερά οτεοαρθριτικά γόνατα των ζώων στα οποία 

δεν είχαν χορηγηθεί iMSCs, καθώς και από τα δεξιά γόνατα των ζώων στα οποία 

πραγματοποιήθηκε ενδοαρθρική έγχυση iMSCs, υπεβλήθησαν σε χρώση Safranin-O / 

Fast Green προκειμένου να μελετηθεί μικροσκοπικά η συμβολή των iMSCs στην 

ανάπλαση των δομών της άρθρωσης. Συγκεκριμένα, η παραπάνω χρώση η οποία 

χρωματίζει πρωτεογλυκάνες και γλυκοζαμινογλεκάνες επιτρέπει με αυτόν τον τρόπο 

τη διεξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με τη δομή του χόνδρου. Η ιστολογική 

εκτίμηση και ανάλυση των ιστοτεμαχίων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τα 

τροποποιημένα κριτήρια Mankin (Πίνακας 1) (Ostergaard et al., 1997; Van Der Sluijs 

et al., 1992).  
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Πίνακας 1: Τροποποιημένα κριτήρια Mankin. Ιστολογικό σύστημα βαθμολόγησης  

οστεοαρθριτικού αρθρικού χόνδρου (Ostergaard et al., 1997; Van Der Sluijs et al., 1992). 

Τροποποιημένα Κριτήρια Mankin 

Κατηγορία  

 

 

 

Δομή 

Φυσιολογική 

Αλλοιώσεις στην επιφάνεια 

Ρωγμές στη μεσαία ζώνη 

Ρωγμές στην βαθιά ζώνη 

Ρωγμές στην ασβεστοποιημένη ζώνη 

Πλήρης αποδιοργάνωση 

 

 

Κύτταρα 

Φυσιολογικά 

Αύξηση κυττάρων 

Παρουσία κλώνων 

Μείωση κυττάρων 

 

 

Χρώση 

Φυσιολογική 

Ελαφριά μειωμένη χρώση 

Μέτρια μειωμένη χρώση 

Έντονα μειωμένη χρώση 

Καθόλου χρώση 

Tidemark Φυσιολογικό/Άθικτο 

Διακόπτεται από αιμοφόρα αγγεία 

 

 

Τα αποτελέσματα της ιστολογική ανάλυσης έδειξαν ότι στα δείγματα των 

αριστερών οστεοαρθριτικών γονάτων στα οποία δεν πραγματοποιήθηκε έγχυση iMSCs 

παρατηρούνται αλλοιώσεις στη δομή του αρθρικού χόνδρου. Ειδικότερα, παρατηρείται 

ρήξη στη συνοχή της επιφάνειας του αρθρικού χόνδρου με λέπτυνση αυτής. Επίσης 

παρατηρούνται αναδιπλώσεις και κάθετες ρωγμές που διαταράσσουν τη δομή και το 

πάχος των διαφόρων ζωνών του χόνδρου (Εικόνα 8). Αντιθέτως, στα δεξιά 

οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων στα οποία έγινε έγχυση των iMSCs παρατηρείται 

σημαντική βελτίωση της δομής του αρθρικού χόνδρου. Ειδικότερα, μετά την έγχυση 

των iMSCs ο χόνδρος χαρακτηρίζεται από δομή που προσομοιάζει αυτή της 

φυσιολογικής. Ειδικότερα, τα δείγματα παρουσιάζουν συνοχή της αρθρικής 
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επιφάνειας, καθώς επίσης δεν παρατηρούνται ρωγμές και αναδιπλώσεις στις 

διαφορετικές ζώνες του (Εικόνα 8). 

Εικόνα 8: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της χρώσης Safranin-O / Fast 

Green για την εκτίμηση της δομής του αρθρικού χόνδρου. (A) σε αριστερά οστεοαρθριτικά 

γόνατα των ζώων χωρίς την έγχυση iMSCs όπου φαίνεται η λέπτυνση της αρθρικής επιφάνειας 

(μαύρα βέλη), οι αναδιπλώσεις (πράσινα βέλη) και η ασυνέχεια της επιφάνειας του χόνδρου 

(αστερίσκος) (A) και σε δεξιά οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων μετά την έγχυση των iMSCs 

(B).  

 

Επιπλέον, στα δείγματα των αριστερών οστεοαρθριτικών γονάτων στα οποία 

δεν πραγματοποιήθηκε έγχυση iMSCs παρατηρούνται αλλαγές στον αριθμό, τη δομή 

και την οργάνωση των κυττάρων στις διάφορες ζώνες του αρθρικού χόνδρου. 
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Συγκεκριμένα, παρατηρείται μείωση του αριθμού των κυττάρων καθώς και αλλαγές 

στη πυκνότητα του αρθρικού χόνδρου κατά μήκος των διαφόρων ζωνών. Επιπλέον, τα 

οστεοαρθριτικά γόνατα χωρίς iMSCs χαρακτηρίζονται από διαταραγμένη οργάνωση 

και διάταξη των κυττάρων. Ειδικότερα, τα χονδροκύτταρα προς την επιφάνεια του 

χόνδρου παρουσιάζουν κατακόρυφο προσανατολισμό σε αντίθεση με τη φυσιολογική 

διάταξη που τα ορίζει να είναι διατεταγμένα οριζόντια, ενώ διαταραχές τους 

παρατηρούνται και στις βαθύτερες ζώνες του χόνδρου, όπου τα χονδροκύτταρα είναι 

άτακτα στοιχισμένα. Τέλος, στα γόνατα των ζώων που δεν έλαβαν iMSCs 

παρατηρήθηκε αύξηση του μεγέθους των κυττάρων δηλαδή παρουσία υπερτροφικών 

χονδροκυττάρων, ενώ ορατή είναι και η ύπαρξη κυτταρικών συναθροίσεων και 

διαφορετικών κυτταρικών κλώνων (Εικόνα 9).  

Αντιθέτως, σημαντικά βελτιωμένη είναι η εικόνα που παρουσιάζουν τα 

κύτταρα τόσο στη δομή και τον αριθμό τους όσο και στην οργάνωσή τους στα γόνατα 

των ζώων μετά από έγχυση iMSCs. Παρατηρήθηκε επίσης ότι μετά την έγχυση των 

iMSCs ο αριθμός των κυττάρων είναι φυσιολογικός και έχουν διατηρήσει την 

φυσιολογική δομή. Το μέγεθος τους εμφανίζεται ελάχιστα αυξημένο από το 

φυσιολογικό, αλλά σαφώς βελτιωμένο συγκριτικά με τα κύτταρα στις αρθρώσεις χωρίς 

τα iMSCs. Επιπλέον, τα χονδροκύτταρα προς την επιφάνεια του αρθρικού χόνδρου 

φαίνεται να είναι πεπλατυσμένα και διατεταγμένα παράλληλα προς την επιφάνεια, ενώ 

στις βαθύτερες στιβάδες η διάταξή τους εμφανίζεται κάθετη προς την επιφάνεια 

(Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της χρώσης Safranin-O / Fast 

Green για την εκτίμηση του αριθμού, της δομής και της οργάνωσης των χονδροκυττάρων σε 

αριστερά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων χωρίς την έγχυση iMSCs (A) και σε δεξιά 

οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων μετά την έγχυση των iMSCs (B).  

 

Τέλος, σημαντικές διαφορές παρατηρούνται μεταξύ των δύο ομάδων μελέτης 

(ΟΑ γόνατα χωρίς έγχυση iMSCs συγκριτικά με ΟΑ γόνατα μετά από έγχυση iMSCs) 

αναφορικά με την ένταση της χρώσης σαφρανίνης που είναι ενδεικτική του 

περιεχόμενου του αρθρικού χόνδρου σε πρωτεογλυκάνες και επομένως της 

αποδόμησης αυτού. Συγκεκριμένα, σημαντικά μειωμένη χρώση Safranin-O / Fast 

Green παρατηρείται σε όλο το μήκος των ζωνών του χόνδρου στα ΟΑ γόνατα όπου δεν 

έγινε έγχυση με iMSCs, υποδεικνύοντας μειωμένο περιεχόμενο σε πρωτεογλυκάνες. 

Αντιθέτως, αύξηση του περιεχομένου των πρωτεογλυκανών παρατηρείται μετά την 

έγχυση των iMSCs όπου η χρώση είναι ιδιαιτέρως έντονη σε όλες τις ζώνες (Εικόνα 

10). 
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Εικόνα 10: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της χρώσης Safranin-O / Fast 

Green για την εκτίμηση του περιεχομένου του αρθρικού χόνδρου σε πρωτεογλυκάνες σε 

αριστερά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων χωρίς την έγχυση iMSCs (A) και σε δεξιά 

οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων μετά την έγχυση των iMSCs (B) 

    

5.5. Ιστολογική ανάλυση με χρώση Αιματοξυλίνης/Ηωσίνης οστεοαρθριτικών 

γονάτων των ζώων πριν και μετά την έγχυση iMSCs. 

 
Η σημαντική βελτίωση σχετικά με την ανάπλαση των δομών της άρθρωσης των 

ζώων μετά την ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs επιβεβαιώθηκε και με χρώση των 

τομών με αιμοτοξυλίνης/ηωσίνης. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν ήταν ανάλογα με 

αυτά της Safranin-O / Fast Green.   

Ειδικότερα, στα γόνατα των ζώων που δεν πραγματοποιήθηκε έγχυση των 

iMSCs παρατηρούνται διαταραχές της δομής του αρθρικού χόνδρου όπου 

παρατηρείται ασυνέχεια της της επιφάνειάς του με ρωγμές λόγω της διάσπασης των 

ινών του κολλαγόνου, σε αντίθεση με τις αρθρώσεις μετά την έγχυση των iMSCs όπου 

παρατηρούνται ελάχιστες διαβρώσεις της επιφάνειας του χόνδρου υποδεικνύοντας μία 

πιο συγκροτημένη δομή. Επίσης ορατές είναι και διαταραχές σχετικά με το πάχος των 

ζωνών του χόνδρου στα οστεοαρθριτικά γόνατα χωρίς την παρουσία iMSCs 

συγκριτικά με τα γόνατα μετά την εμφύτευση των μεσεγχυματικών κυττάρων, όπου 

είναι ορατές οι διάφορες στιβάδες του χόνδρου οι οποίες χαρακτηρίζονται από 

φυσιολογικό πάχος.  

Επιπλέον, παρατηρούνται κυτταρικές αλλοιώσεις όσο αφορά τον αριθμό και 

την κατανομή των χονδροκυττάρων στα ΟΑ γόνατα όπου τα χονδροκύτταρα είναι 

μειωμένα και παρουσιάζουν άτακτη κατανομή μεταξύ των ζωνών του αρθρικού 
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χόνδρου. Αντιθέτως, χονδροκύτταρα εντοπίζονται σε όλο το μήκος και πλάτος των 

ιστών μετά από την έγχυση των iMSCs που χαρακτηρίζονται από μία οργανωμένη 

διάταξη στις ζώνες του χόνδρου.  

Τέλος, στις τομές των αρθρώσεων των αριστερών γονάτων των ζώων που δεν 

έλαβαν τα iMSCs παρατηρούνται συναθροίσεις κυττάρων πιθανότατα είναι 

φλεγμονώδη κύτταρα, τα οποία απουσιάζουν από τα δείγματα των γονάτων μετά την 

έγχυση των iMSCs (Εικόνα 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της χρώσης 

Αιματοξυλίνης/Ηωσίνης για την αξιολόγηση του αρθρικού χόνδρου σε αριστερά 

οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων χωρίς την έγχυση iMSCs (A) και σε δεξιά οστεοαρθρικά 

γόνατα των ζώων μετά την έγχυση των iMSCs (B) 

 

 
5.6. Μελέτη της πρωτεϊνικής έκφρασης του κολλαγόνου ΙΙ στα οστεοαρθριτικά 

γόνατα των ζώων πριν και μετά την έγχυση των iMSCs. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 06:45:31 EEST - 44.220.63.115



 50 

  Για την περαιτέρω μελέτη του ρόλου των iMSCs στην αναγέννηση του 

αρθρικού χόνδρου διερευνήθηκε με την τεχνική της ανοσοϊστοχημείας η πρωτεϊνική 

έκφραση του κολλαγόνου ΙΙ, που αποτελεί χαρακτηριστικό δείκτη της ανάπλασης του 

αρθρικού χόνδρου. Είναι γνωστό ότι το κολλαγόνο τύπου ΙΙ φυσιολογικά υπάρχει 

περισσότερο στην επιφανειακή ζώνη του χόνδρου και στις πιο «βαθιές ζώνες» 

μειώνεται, ενώ σε περιπτώσεις ΟΑ παρατηρείται μείωση του κολλαγόνου το οποίο 

κυρίως ανιχνεύεται στις βαθύτερες ζώνες του χόνδρου.  

Στην παρούσα εργασία, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση στα πρωτεϊνικά 

επίπεδα του κολλαγόνου τύπου ΙΙ στα οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων όπου έγινε 

χορήγηση των iMSCs έναντι των ζώων που δεν έλαβαν τα κύτταρα όπου το κολλαγόνο 

ΙΙ μειώνεται όπως υποδεικνύεται από την ανοσοανίχνευσή του. Ειδικότερα, μετά την 

έγχυση των iMSCs κολλαγόνο ΙΙ εντοπίζεται σε όλο τον αρθρικό χόνδρο με τον κυρίως 

εντοπισμό του να παρατηρείται προς την επιφανειακή ζώνη. Αντίθετα, στα 

οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων χωρίς την παρουσία iMSCs η μειωμένη έκφραση 

του κολλαγόνου ΙΙ εντοπίζεται σε βαθύτερη ζώνη της αρθρικής επιφάνειας (Εικόνα 

12). 

Εικόνα 12: Αντιπροσωπευτικές μακροσκοπικές φωτογραφίες της ανοσοανίχνευσης του 

κολλαγόνου τύπου ΙΙ (μαύρα βέλη) σε αριστερά οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων χωρίς 

ενδοαρθρική έγχυση iMSCs (A) και δεξιά οστεοαρθρικά γόνατα των ζώων μετά την 

ενδοαρθρική έγχυση των iMSCs (B).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 : ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) είναι η πιο κοινή εκφυλιστική νόσος των αρθρώσεων 

και αποτελεί παγκοσμίως μια σημαντική αιτία αναπηρίας σε άτομα μεγαλύτερης 

ηλικίας (O’Neill et al., 2018). Η αιτιοπαθογένεια της νόσου δεν είναι απόλυτα 

ξεκάθαρη. Παρόλα αυτά, οι μηχανισμοί που ενέχονται στην παθολογία της ΟΑ 

φαίνεται να προκαλούν αλλοιώσεις στον αρθρικό χόνδρο ο οποίος κατά την εξέλιξη 

της νόσου εκφυλίζεται και διαταράσσει την μηχανική της άρθρωσης. Επιπλέον, οι 

μέχρι σήμερα θεραπευτικές προσεγγίσεις περιορίζονται σε φαρμακευτικά σκευάσματα 

τα οποία απαλύνουν τα συμπτώματα της νόσου, ενώ σε προχωρημένα στάδια 

χειρουργική επέμβαση αποτελεί μονόδρομο για τη βελτίωση της ποιότητας ζωής του 

ασθενούς.  

Ο περιορισμένος αριθμός θεραπευτικών προσεγγίσεων για την ΟΑ, έχει 

στρέψει το ενδιαφέρον των ερευνητικών ομάδων στην ανάπτυξη νέων θεραπευτικών 

προσεγγίσεων που περιλαμβάνουν τη γονιδιακή (W. Zhang et al., 2016) και κυτταρική 

θεραπεία. Όσο αφορά την τελευταία, πολλές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει διάφορους 

κυτταρικούς τύπους, οι οποίοι έχουν την ικανότητα χονδρογένεσης και ως εκ τούτου 

συμβάλλουν στην αναγέννηση του ιστού και την αποκατάσταση της άρθρωσης. Τα 

κύτταρα που έχουν χρησιμοποιηθεί είναι κυρίως εμβρυικά βλαστοκύτταρα, 

μεσεγχυματικά κύτταρα (MSCs) και πολυδύναμα επαγόμενα βλαστικά κύτταρα 

(iPSCs), αυτόλογα ή αλλογενή, να προέρχονται δηλαδή από τον ασθενή ή από κάποιον 

άλλο δότη (Vonk et al., 2015).  

Η πρώτη έγχυση αυτόλογων χονδροκυττάρων, ως κυτταρική θεραπεία, για την 

αποκατάσταση των αλλοιώσεων του χόνδρου πραγματοποιήθηκε το 1994 από τους 

Brittberg και συν.,  η οποία όμως το 2019 καταρρίφθηκε διότι δεν είχε υψηλή 

αποτελεσματικότητα σε όλους τους ασθενείς (R. Zhang et al., 2019). Τα MSCs 

εμφανίστηκαν ως ένας εναλλακτικός τύπος κυττάρων έναντι των χονδροκυττάρων που 

έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως στην εμβιομηχανική ιστών καθώς μπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε χονδροκύτταρα σε απόκριση πολλών σημάτων χονδρογένησης, 

συμπεριλαμβανομένων των ενεργοποιητών οικογένειας TGFβ. Πειράματα σε ζωικά 

μοντέλα ανέδειξαν τα MSCs ως θεραπεία του εκφυλισμού του αρθρικού χόνδρου στην 

ΟΑ (R. Zhang et al., 2019). Λόγω των μειονεκτημάτων που εμφανίζουν τα MSCs, 
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δηλάδη ετερογένεια κυτταρικού πληθυσμού, μειωμένη ικανότητα πολλαπλασιασμού 

αλλά και πρόκληση ετεροτοπικής οστεοποίησης, χρησιμοποιήθηκαν τα iPSCs. 

Επαναπρογραμματισμένα σωματικά κύτταρα που δημιουργούνται in vitro και 

εκφράζουν τους παράγοντες Yamanaka, οι οποίοι  προσδίδουν στα κύτταρα 

επιγενετικό προφίλ παρόμοιο με αυτό των ESCs. H έγχυση τους σε ζωικά μοντέλα 

έχουν ως αποτέλεσμα την επαγωγή της χονδρογένεσης, που επιβεβαιώνεται με την 

παρουσία και έκφραση των χαρακτηριστικών δεικτών αυτής (αγκρεκάνη, κολλαγόνο 

ΙΙ) και επιδιόρθωση του αλλοιωμένου χόνδρου (Y. H. Chang et al., 2020; Ko et al., 

2014; Rim et al., 2018).  

Ένας επιπλέον κυτταρικός τύπος που χρησιμοποιείται για την κυτταρική 

θεραπεία διαφόρων παθήσεων είναι τα MSCs τα οποία προέρχονται από iPSCs 

(iMSCs). Τα iMSCs εμφανίζουν πλεονεκτήματα στη χρήση τους. Αρχικά, η 

απομόνωση τους μπορεί να πραγματοποιηθεί μη επεμβατικά. Τα iPSCs μπορούν να 

μετασχηματιστούν από σωματικά κύτταρα ενηλίκων ειδικά για τον ασθενή, όπως 

κύτταρα περιφερικού αίματος. Επιπλέον, η μεταμόσχευση των iMSC μπορεί να 

ξεπεράσει πιθανά ηθικά ζητήματα που μπορεί να προκύψουν αλλά και την ανάγκη για 

ανοσοκαταστολή στον αποδέκτη-ασθενή. Τέλος, τα αυτόλογα iMSCs μπορούν να 

παρέχουν μια ανεξάντλητη πηγή MSCs που θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για 

την κάλυψη ανεκπλήρωτων κλινικών αναγκών. Τα iMSCs μπορούν να αποτελέσουν 

μια νέα πηγή MSCs που θα ήταν ικανή να αντικαταστήσει τα ενήλικα MSCs (Yu Zhu 

et al., 2017) τα οποία έχουν περιορισμένη ικανότητα πολλαπλασιασμού και διάρκεια 

ζωής των MSCs (Kim & Park, 2017). Επιπλέον, τα iMSCs σε αντίθεση με τα MSCs 

παρουσιάζουν χαμηλή ογκογονικότητα, ώστε να δημιουργήσουν όγκους και 

τερατώματα στις περιοχές έγχυσης (Wang et al., 2018). Μέχρι σήμερα όμως είναι 

αρκετά περιορισμένα τα ευρήματα σχετικά με το ρόλο των iMSCs στην αποκατάσταση 

των ΟΑ αλλοιώσεων.  

Λαμβάνοντας υπόψιν τα πλεονεκτήματα της χρήσης των iMSCs, καθώς και την 

έλλειψη μελετών σχετικά με το ρόλο τους στην ΟΑ, σκοπός της παρούσας 

διπλωματικής εργασίας ήταν να μελετηθεί η επίδρασή τους στην αποκατάσταση των 

εκφυλιστικών αλλοιώσεων του χόνδρου σε οστεοαρθριτική άρθρωση ζωικού μοντέλου 

ΟΑ. Για το σκοπό αυτό η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε ήδη διαθέσιμο ζωικό μοντέλο 

της οστεοαρθρίτιδας στο οποίο από προηγούμενη μελέτη της ερευνητικής μας ομάδας, 

είχαν πραγματοποιηθεί ενδοαρθρικές εγχύσεις με iMSCs στη δεξιά άρθρωση του ζώου 

που έπασχε από ΟΑ. Ειδικότερα, χρησιμοποιήθηκαν λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας, 
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τα οποία αποτελούν ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο μοντέλο ζώου για τη μελέτη της 

ΟΑ, καθώς είναι ένα μικρό ζώο σχετικά εύκολο στη διαχείριση του, ενώ επίσης η 

άρθρωσή του έχει ομοιότητες στη δομή με αυτή του ανθρώπου, οι οποίες το καθιστούν 

κατάλληλο για χρήση. Στα ζώα είχε προκληθεί χειρουργικά ΟΑ, με διατομή του 

πρόσθιου χιαστού συνδέσμου και ακολούθως έγιναν ενδοαρθρικές εγχύσεις με iMSCs 

στις δεξιές αρθρώσεις των ζώων.  

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των iMSCs στην ανάπλαση των δομών 

της άρθρωσης πραγματοποιήθηκαν ιστολογικές αναλύσεις σε τομές που ελήφθησαν 

από τις αρθρώσεις των ζώων πριν και μετά την έγχυση με iMSCs ώστε να εκτιμηθεί ο 

ρόλος τους στην αποκατάσταση των διαταραχών που συμβαίνουν στην άρθρωση κατά 

την ανάπτυξη και εξέλιξη της ΟΑ. Σε πρώτο στάδιο της μελέτης, έπρεπε να 

επιβεβαιωθεί η επιτυχής εμφύτευση των iMSCs στα δεξιά γόνατα των ζώων. Για το 

σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημική ανίχνευση πυρηνικής πρωτεϊνης, 

anti-human nuclear, ειδικής για τα ανθρώπινα iMSCs. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

απώλεια της έκφρασης της πρωτεΐνης στα αριστερά οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων, 

σε αντίθεση με τα δεξιά γόνατα όπου ανιχνεύτηκε η πυρηνική πρωτεΐνη 

επιβεβαιώνοντας με αυτόν τον τρόπο την επιτυχή εμφύτευση των κυττάρων.  

Στη συνέχεια θέλαμε να αξιολογηθεί περαιτέρω η επίδραση των iMSCs στην 

αποκατάσταση των εκφυλιστικών αλλοιώσεων στην ΟΑ άρθρωση των ζώων. Για το 

σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε χρώση των τομών με αιματοξυλίνη/ηωσίνη και 

Safranin-O / Fast Green, οι οποίες χρωματίζουν επιλεκτικά συστατικά της 

εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας (ECM), όπως είναι οι πρωτεογλυκάνες (Schmitz et al., 

2010), επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο τη διεξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με τη 

δομή της άρθρωσης. Η ιστολογική εκτίμηση της χρώσης έδειξε ότι τα αριστερά 

οστεοαρθριτικά γόνατα των ζώων που δεν έλαβαν τα iMSCs παρουσίαζαν σημαντικές 

αλλοιώσεις στη δομή του αρθρικού χόνδρου που χαρακτηρίζονταν από ρήξη της 

συνοχής, ρωγμές κατά μήκος του ιστού και διαταραχές του πάχους των διαφορετικών 

ζωνών του αρθρικού χόνδρου.  Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στα δεξιά ΟΑ 

γόνατα των ζώων, όπου έγινε ενδοαρθρική έγχυση με iMSCs, ο χόνδρος 

χαρακτηρίζονταν από συνοχή της αρθρική επιφάνειας χωρίς ρωγμές και αναδιπλώσεις 

υποδεικνύοντας σημαντική βελτίωση της δομής του μετά την έγχυση με iMSCs. 

Ειδικότερα παρατηρήσαμε ότι η παρουσία των iMSCs είχε ως αποτέλεσμα η άρθρωση 

των ζώων να παρουσιάζει μορφολογικά χαρακτηριστικά  παρόμοια με έναν μη 

παθολογικό χόνδρο. Τα αποτελέσματά μας ενισχύουν τα ευρήματα του Zhu και συν., 
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όπου η χρήση εξωσωμάτων εκκρινόμενων από iMSCs (iMSCs–exos) σε ζωικό μοντέλο 

αρουραίου με ΟΑ, είχε θετικά αποτελέσματα ως προς την βελτίωση και αναγέννηση 

του χόνδρου (Yu Zhu et al., 2017). Από τα παραπάνω θα μπορούσαμε να 

συμπεράνουμε ότι τα iMSCs έχουν την ικανότητα να να βελτιώνουν την παθολογική 

εικόνα του χόνδρου κατά την οστεοαρθρίτιδα. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε ότι η εμφύτευση των iMSCs είχε ως αποτέλεσμα 

σημαντικές βελτιώσεις στον αριθμό και οργάνωση των χονδροκυττάρων στις διάφορες 

ζώνες του χόνδρου. Ο αριθμός των χονδροκυττάρων στα γόνατα των ζώων μετά την 

έγχυση με iMSCs κυμαίνεται σε φυσιολογικά επίπεδα, με το μέγεθός του να είναι 

ελάχιστα αυξημένο με το φυσιολογικό. Αντιθέτως, τα αριστερά ΟΑ γόνατα 

παρουσίαζαν μείωση του αριθμού των κυττάρων αλλά και αύξηση του μεγέθους τους 

υποδηλώνοντας την παρουσία υπερτροφικών κυττάρων. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι 

στα ΟΑ γόνατα με iMSCs, τα χονδροκύτταρα εμφανίζονται πεπλατυσμένα και 

διατεταγμένα παράλληλα στην επιφάνεια, ενώ επίσης στις βαθύτερες στιβάδες 

παρουσιάζουν κάθετη διάταξη. Η οργάνωση αυτή των χονδροκυττάρων παρουσιάζει 

σημαντικές ομοιότητες με αυτή του φυσιολογικού χόνδρου. Αντίθετα, τα 

χονδροκύτταρα στα ζώα που δεν έλαβαν τα iMSCs παρουσίαζαν κατακόρυφο 

προσανατολισμό προς την επιφάνεια, ενώ ακολουθούσαν άτακτη διάταξη στις 

επιμέρους στιβάδες του χόνδρου. Οι διαφορές αυτές στην οργάνωση των 

χονδροκυττάρων πριν και μετά την έγχυση με iMSCs υποδεικνύουν ότι τα iMSCs 

έχουν επιδιορθωτικό ρόλο όχι μόνο στη φυσιολογία της άρθρωσης αλλά και στη δομή 

και οργάνωση των κυττάρων ενισχύοντας την υπόθεση ότι αποτελούν πιθανόν 

θεραπευτικό μέσο της ΟΑ.   

Είναι γνωστό ότι η ένταση του χρώματος της Safranin-O / Fast Green χρώσης 

είναι ενδεικτική των συστατικών της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Με βάση αυτό το 

κριτήριο, παρατηρήθηκε ότι τα γόνατα των ζώων μετά την έγχυση των iMSCs 

παρουσίαζαν σημαντικά αυξημένη ένταση του χρώματος συγκριτικά με τα γόνατα 

χωρίς τα iMSCs υποδηλώνοντας τη δημιουργία νέων κυττάρων στο χόνδρο τα οποία 

εκκρίνουν συστατικά του χόνδρου με σκοπό την ανάπλαση του. Το εύρημα αυτό 

υποδεικνύει ότι τα iMSCs έχουν την ικανότητα να προκαλούν βελτιώσεις στο 

περιεχόμενο της εξωκυττάριας ουσίας και άρα στη συνοχή του χόνδρου 

υποδεικνύοντας ότι βελτιώνουν τη φυσιολογία του.  

Είναι γνωστό ότι η ΟΑ οφείλεται κυρίως σε αλλαγές του ισοζυγίου αναβολικών 

και καταβολικών διεργασιών οι οποίες σχετίζονται με φλεγμονή, απώλεια της 
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εξωκυττάριας ουσίας και του χόνδρου και φθορά του οστού. Οι αλλαγές αυτές 

πυροδοτούνται από ενζυματική δραστηριότητα και οδηγούν στη διάσπαση των κύριων 

μακρομορίων, όπως το κολλαγόνο και η πρωτεογλυκάνη. Πιο συγκεκριμενα, το 

κολλαγόνο τύπου ΙΙ είναι ένα συστατικό της εξωκυττάριας ουσίας που βοηθάει στην 

ανάπλαση του χόνδρου επάγοντας την χονδρογένεση, γι’ αυτό θεωρείται ένας 

μοριακός δείκτης για τη χονδρογένεση (Martel-Pelletier, 2004). Προκειμένου να 

επιβεβαιωθούν τα ευρήματα σχετικά με το ρόλο των iMSCs στην αποκατάσταση της 

ΟΑ άρθρωσης, διερευνήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης του κολλαγόνου 

τύπου ΙΙ. Ανοσοϊστοχημική ανάλυση της πρωτεϊνης έδειξε ότι τα επίπεδα έκφρασης 

αυτής είναι σημαντικά αυξημένα στα ΟΑ γόνατα μετά την έγχυση με iMSCs σε 

σύγκριση με τα γόνατα των ζώων που δεν έγινε έγχυση υποδεικνύοντας ότι η αυξημένη 

έκφραση του κολλαγόνου ΙΙ μετά την εμφύτευση των iMSCs συνάδει με το 

συμπέρασμα ότι η έγχυση των κυττάρων σχετίζεται με  βελτίωσης των αλλοιώσεων 

του χόνδρου υπονοώντας οτι τα κύτταρα έχουν πιθανή αποτελεσματική δράση ως προς 

την ανάπλαση του παθολογικού οστεοαρθριτικού αρθρικού χόνδρου. 

Συμπερασματικά τα ευρήματα της παρούσας μελέτης υποδεικνύουν ότι η 

έγχυση των iMSCs προκάλεσε σημαντική βελτίωση της παθολογικής εικόνας του 

αρθρικού χόνδρου στα ιστοτεμάχια που προέρχονται από το γόνατο των ζώων όπου 

είχε πραγματοποιηθεί η ενδοαρθρική έγχυση των κυττάρων συγκριτικά με τις τομές 

του άλλου γόνατος που δεν έλαβαν εγχύσεις, υποδηλώνοντας ότι τα iMSCs έχουν την 

ικανότητα να επιδιορθώνουν το προσβεβλημένο χόνδρο. Τα δεδομένα μας ενισχύουν 

προηγούμενες μελέτες όπου η χρήση βλαστοκυττάρων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την κυτταρική θεραπεία της ΟΑ. Βέβαια, χρειάζονται μελλοντικές μελέτες οι οποίες 

θα αποσαφηνίσουν το γενετικό προφίλ των iMSCs. Επίσης, προκειμένου να 

επιβεβαιωθεί ο πιθανά θεραπευτικός ρόλος των iMSCs στην ανάπλαση των ιστών της 

ΟΑ άρθρωσης, θα πρέπει να διεξαχθούν περισσότερες μελέτες με ενδοαρθρικές 

εγχύσεις iMSCs σε ζωικά μοντέλα ΟΑ οι οποίες θα περιλαμβάνουν μεγαλύτερο αριθμό 

ζώων και δείκτες χονδρογένεσης και οστεογένεσης. 
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