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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί μια εκφυλιστική νόσο των αρθρώσεων με πολυπαραγο-

ντικό χαρακτήρα. Μεταξύ άλλων, στην εκδήλωση της παίζουν ρόλο και επιγενετικοί 

παράγοντες και κυρίως τα μη- κωδικά μόρια RNA. Ωστόσο, τα μόρια αυτά έχει απο-

δειχτεί πως συμβάλλουν και στην αναγέννηση του εκφυλισμένου αρθρικού χόνδρου 

ενισχύοντας και καταστέλλοντας σηματοδοτικά μονοπάτια. Τα τελευταία χρόνια έ-

χουν ξεκινήσει προσπάθειες κυτταρικής θεραπείας για αναστροφή του φαινοτύπου 

της νόσου. Από όλους τους κυτταρικούς τύπους που θα μπορούσαν δυνητικά να χρη-

σιμοποιηθούν για θεραπεία, τον πιο υποσχόμενο αποτελούν τα μεσεγχυματικά βλα-

στοκύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iMSCs).  Σκο-

πό της παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτελεί η περιγραφή της πολυεπίπεδης 

σχέσης και του ρόλου των μη-κωδικών μορίων RNA στα iMSCs. Για τον σκοπό αυτό 

καταρχάς επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iPSCs) διαφοροποιήθηκαν σε μεσεγχυματικά 

βλαστικά κύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iMSCs). 

Ακολούθησε in silico μελέτη της αλληλεπίδρασης μεταξύ επιλεγμένων μακρών μη-

κωδικών RNAs (lncRNAs) και μικρών μη-κωδικών (miRNAs) και μεταξύ miRNAs 

και των γονιδίων στόχων τους (mRNA) σε μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs) 

και σε μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύναμα 

βλαστοκύτταρα (iΜSCs) τα οποία προήλθαν  από δείγματα μυελού των οστών ατό-

μων με ΟΑ και υγιών ατόμων,.  Στη συνέχεια, διερευνήθηκε η έκφραση επιλεγμένων 

lncRNA (όπως το SNHG14) και miRNA (όπως το hsa-miR-128-3p), τα οποία βρέθη-

κε ότι συμμετέχουν σε βασικές λειτουργίες των μεσεγχυματικών κυττάρων στην άρ-

θρωση και σχεδιάστηκε το ανταγωνιστικό δίκτυο αλληλεπίδρασης (lncRNA-miRNA-

mRNA) στα iMSCs. Παρqτηρήθηκε ότι η έκφραση των  SNHG14 και hsa-miR-128-

3p στα iMSCs ομοιάζει με αυτή των υγειών μεσεγχυματικών κυττάρων.  

Συμπερασματικά, τα μη-κωδικά μόρια RNA σχηματίζουν πολύπλοκα δίκτυα αλληλε-

πίδρασης μέσω των οποίων συμβάλλουν τόσο στη διαμόρφωση μιας υγιούς άρθρω-

σης όσο και στην παθολογία νοσημάτων της  Από την μελέτη του προτύπου έκφρα-

σης των δύο παραπάνω μη-κωδικών μορίων φάνηκε πως, στα iMSCs, η έκφραση των 

μορίων αυτών ομοιάζει με αυτή των υγειών μεσεγχυματικών κυττάρων προτείνοντας 

τα iMSCs για τη κυτταρική  θεραπεία της ΟΑ.  
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Λέξεις κλειδιά: οστεοαρθρίτιδα, επαγόμενα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, αντα-

γωνιστικά δίκτυα, μη- κωδικά μόρια RNΑ  

 

ABSTRACT 

 

Osteoarthritis is a degenerative joint disease with a multifactorial nature. Epigenetics  

and mainly non-coding RNA molecules plays a role in its manifestation, among other 

factors. However, these molecules also contribute to the regeneration of the degraded 

articular cartilage by enhancing and suppressing signaling pathways. In recent years, 

different types of cell therapies have been initiated in order to reverse the disease phe-

notype. Of all cell types that could potentially be used for OA cell therapy, the most 

promising seem to be the mesenchymal stem cells derived from induced pluripotent 

stem cells (iMSCs).  

The purpose of the present Master thesis is to describe the multi-level relationship and 

role of non-coding RNAs in iMSCs. For this purpose, at first, induced pluripotent 

stem cells (iPSCs) were differentiated into mesenchymal stem cells derived from in-

duced pluripotent stem cells (iMSCs). Next, an in silico study of the interactions be-

tween lncRNAs-miRNAs and miNAs-mRNAs was performed in MSCs and iMSCs 

derived from bone marrow samples of OA and healthy individuals. Finally, the ex-

pression of selected lncRNAs (as SNHG14) and miRNAs (as hsa-miR-128-3p) that 

were found to be involved in crucial functions of mesenchymal cells in the joint was 

evaluated and the competitive interaction network (lncRNA-miRNA-mRNA) in iM-

SCs was constructed. It was shown that the expression pattern of SNHG14 and hsa-

miR-128-3p in iMSCs resembled that of healthy mesenchymal cells.. 

 In conclusion, non-coding RNAs form complex interaction networks  through which 

they contribute not only to the formation of a healthy joint but also to joint disease 

pathology. The study of the expression of the two non-coding molecules, indicated 

that, the expression of these molecules in iMSCs, seems to resemble that of healthy 

mesenchymal cells, suggesting that iMSCs may be an ideal candidate cell type for OA 

cell therapy. 

 

 

Key words: Osteoarthritis, induced mesenchymal stem cells, competitive networks, 

non- coding RNAs 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



9 
 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Φυσιολογική δομή άρθρωσης γονάτου – ο αρθρικός χόνδρος.  

Οι αρθρώσεις του ανθρώπου διαφέ-

ρουν δομικά ανάλογα με την ανατο-

μική τους θέση και λειτουργία. Η άρ-

θρωση του γονάτου αποτελεί μια αρ-

κετά περίπλοκη δομή (Ibraheem et 

al., 2021). Στο εξωτερικό τμήμα ε-

ντοπίζεται συνδετικός ιστός, ο οποίος 

διατηρεί σταθερά τα οστά του γονά-

του (κνήμη, περόνη, επιγονατίδα, 

μηριαίο οστό). Αμέσως μετά βρίσκεται η αρθρική κάψουλα (joint capsule). Στο εσω-

τερικό της, εντοπίζονται o αρθρικός υμένας (synovial membrane), ο οποίος εκκρίνει 

το αρθρικό υγρό (synovial fluid), ο αρθρικός χόνδρος (articular cartilage), o μηνίσκος 

(meniscus), οι θύλακες αρθρικού υγρού (bursa) και  οι εναποθέσεις λιπώδους ιστού 

(fat pads) όπως το υποεπιγονατιδικό λιπώδες σώμα (infrapatellar fat pad) (Sawhney & 

Aggarwal, 2016). 

Ο αρθρικός χόνδρος, είναι μία από τις σημαντικότερες δομές της άρθρωσης, καθώς 

αποτελεί τον ιστό που καλύπτει τα οστά της, προσφέροντας υποστήριξη και ομοιό-

μορφη κατανομή της μηχανικής πίεσης. Με αυτόν τον τρόπο, τα οστά προστατεύο-

νται από θραύσεις λόγο τριβής (Wilusz et al., 2014). Αποτελείται αποκλειστικά από 

έναν μοναδικό κυτταρικό τύπο, τα χονδροκύτταρα (chondrocytes), τα οποία είναι υ-

πεύθυνα για την διατήρηση της ομοιόστασης του χόνδρου. Πρόκειται, επομένως, για 

έναν ιστό, ο οποίος δεν φέρει νεύρα, αγγεία και λέμφο γεγονός που δικαιολογεί την 

περιορισμένη ικανότητα επιδιόρθωσής του σε περίπτωση φθοράς. Γύρω από τα χον-

δροκύτταρα εντοπίζεται πυκνή εξωκυττάρια ουσία (extracellular matrix-ECM), η ο-

ποία προσδίδει στον χόνδρο την χαρακτηριστική μηχανική αντοχή. Η ECM αποτελεί-

ται στο μεγαλύτερο μέρος της από νερό (70%) και άλλα συστατικά όπως υαλουρονι-

κό οξύ και διάφορα άλλα οργανικά στοιχεία όπως αγκρεκάνες, γλυκοπρωτεϊνες, πρω-

τεογλυκάνες και κολλαγόνο διαφόρων τύπων (ΙΙ, III, VI, IX, XI), (Primorac, 2020; 

Wilusz et al., 2014).  

Εικόνα 1. Η δομή της άρθρωσης του γονάτου 

(Sawhney & Aggarwal, 2016). 
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O αρθρικός χόνδρος χωρίζεται σε τέσσε-

ρις ζώνες ανάλογα με την μορφή των 

χονδροκυττάρων και την οργάνωση του 

κολλαγόνου: την επιφανειακή ζώνη 

(Superficial zone), τη μεσαία ζώνη (mid-

dle zone), την εν τω βάθει ζώνη (deep 

zone) και τη ζώνη ασβεστοποίησης (cal-

cified zone). Στην επιφανειακή ζώνη, τα 

χονδροκύτταρα έχουν πεπλατυσμένο 

σχήμα, ενώ διατάσσονται οριζόντια ως 

προς την επιφάνεια του χόνδρου, όπως 

και οι ίνες κολλαγόνου, οι οποίες είναι κυρίως τύπου 1. Στην μεσαία ζώνη, τα χον-

δροκύτταρα έχουν στρογγυλεμένο σχήμα, αλλά εμφανίζονται άτακτα τοποθετημένα. 

Η περιεκτικότητα σε κολλαγόνο είναι χαμηλότερη, ενώ οι ίνες εντοπίζονται σε δια-

γώνια διάταξη και είναι κυρίως τύπου 2. Στην εν τω βάθει ζώνη, τα στρογγυλεμένα 

χονδροκύτταρα, όπως και οι ίνες κολλαγόνου είναι κάθετα τοποθετημένες, ωστόσο η 

περιεκτικότητα τους είναι πολύ μικρότερη σε σχέση με τις δύο προηγούμενες. Τέλος 

στην υπερτροφική ζώνη συναντώνται μόνο υπερτροφικά χονδροκύτταρα (λιγότερα σε 

ποσοστό από τις άλλες ζώνες ) και κολλαγόνο τύπου Χ (Camarero-Espinosa et al., 

2016; Primorac, 2020). Όσον αφορά την περιεκτικότητα σε πρωτεογλυκάνες, αυτή 

εμφανίζεται μειωμένη στην επιφανειακή ζώνη, ενώ αυξάνεται στις βαθύτερες ζώνες 

του αρθρικού χόνδρου έως και 50%. (Carballo et al., 2017). 

1.2. Οστεοαρθρίτιδα (OA). 

Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί την πιο κοινή μορφή αρθρίτιδας καθώς και την κυριότερη 

αιτία αναπηρίας σε παγκόσμιο επίπεδο.  Πρόκειται για μία χρόνια, εκφυλιστική, μυο-

σκελετική διαταραχή, με πολυπαραγοντικό χαρακτήρα, η οποία επηρεάζει πάνω από 

240 εκατομμύρια άτομα παγκοσμίως, η πλειονότητα των οποίων βρίσκονται σε μεγά-

λη ηλικία, καθώς οι αλλαγές που συμβαίνουν τότε στους ιστούς της άρθρωσης συμ-

βάλουν στην εμφάνισή της. (Boer et al., 2021; Chow & Chin, 2020). Η ταξινόμηση 

της γίνεται σε δύο βασικές κατηγορίες την πρωτοπαθή- μη τραυματική ΟΑ και την 

δευτεροπαθή –τραυματική ΟΑ (Mobasheri et al., 2021; Mora et al., 2018).   

Εικόνα 2: Οι τέσσερις ζώνες οργάνωσης του    

αρθρικού χόνδρου (Simon & Jackson, 2018). 
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Επιπλέον, χαρακτηρίζεται ως φλεγμονώδης νόσος, η οποία για πολλά χρόνια θεω-

ρούνταν ότι αφορά μόνο τον αρθρικό χόνδρο. Στην πραγματικότητα ωστόσο, πρόκει-

ται για ένα νόσημα ολόκληρης της άρθρωσης, το οποίο περιλαμβάνει πολλαπλές ανα-

τομικές μεταβολές των ιστών της. Κυριότερες παθολογικές εκδηλώσεις αποτελούν η 

δημιουργία οστεόφυτων, ο εκφυλισμός του αρθρικού χόνδρου, η αναδιαμόρφωση των 

υποχόνδριων οστών, η ατροφία των μυών, η υπερτροφία του αρθρικού υμένα και η 

μη φυσιολογική λειτουργία των συνδέσμων. Η ΟΑ προσβάλει τόσο αρθρώσεις που 

φέρουν το βάρος του σώματος (ισχίο, σπονδυλική στήλη και γόνατο), όσο και αυτές 

που δεν φέρουν το βάρος του σώματος (χέρι, δάχτυλα και αντίχειρας), (Boer et al., 

2021; Chow & Chin, 2020). Σε έναν ασθενή μπορεί να εμφανιστεί ταυτόχρονα οστε-

οαρθρίτιδα σε πολλαπλές αρθρώσεις αν και το πιο σύνηθες είναι η προσβολή ενός 

μόνο τύπου άρθρωσης (Meliconi & Pulsatelli, 2019). Τα τυπικά κλινικά συμπτώματα 

της ΟΑ περιλαμβάνουν πόνο στις αρθρώσεις, δυσκαμψία και μειωμένη κινητικότητα. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να επηρεάζεται η ποιότητα ζωής των ασθενών οδηγώντας 

σε μειωμένη παραγωγικότητα αλλά και ψυχολογικά και κοινωνικά προβλήματα τόσο 

για το ίδιο το άτομο όσο και την κοινωνία, όπου αυτό ζει (Allen et al., 2022).  Λόγω 

των σοβαρών αυτών επιπτώσεων, κρίνεται, αναγκαία η καλύτερη κατανόηση των μη-

χανισμών της νόσου από την επιστημονική κοινότητα με άμεσο στόχο την έγκαιρη 

διάγνωση και την εύρεση νέων θεραπευτικών στόχων (Mobasheri et al., 2021). 

1.2.1. Επιδημιολογία της νόσου. 

 
Η οστεοαρθρίτιδα, όπως προαναφέρθηκε, αποτελεί τον τύπο αρθρίτιδας με τον μεγα-

λύτερο επιπολασμό σε παγκόσμιο επίπεδο. Υπολογίζεται πως πάνω από 240 εκατομ-

μύρια άτομα πάσχουν από την νόσο, ενώ συνολικά το 40% των ανδρών και το 47% 

των γυναικών υπολογίζεται πως εμφανίζουν συμπτωματική ΟΑ κατά τη διάρκεια της 

ζωής τους. Όσον αφορά τον πληθυσμό ηλικίας 60 ετών και άνω, το ποσοστό των αν-

δρών αγγίζει το 10% ενώ των γυναικών το 18%. Ωστόσο, καταγράφονται και περι-

πτώσεις οστεοαρθρίτιδας σε μικρότερες ηλικιακές ομάδες. Πιο συγκεκριμένα, έρευνα 

στην Ισπανία, με ηλικίες άνω των 20 ετών έδειξε πως το 29% παρουσίαζε ΟΑ σε μία 

ή περισσότερες αρθρώσεις. Όσον αφορά την ΟΑ σε πολλαπλές αρθρώσεις ταυτόχρο-

να, ο επιπολασμός κυμαίνεται μεταξύ 5% και 25%. Σχετικά με τις συχνότητες εμφά-

νισης ΟΑ στις επιμέρους αρθρώσεις, αυτές ποικίλουν μεταξύ των πληθυσμών (Allen 

et al., 2022; Kim et al., 2022). Ωστόσο, συνολικά την μεγαλύτερη συχνότητα εμφανί-

ζει η οστεοαρθρίτιδα του γονάτου με ακόλουθες αυτές των χεριών, του ισχίου και των 
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άλλων αρθρώσεων. Η ΟΑ αποτελεί, επομένως, ένα μεγάλο πρόβλημα παγκοσμίως, 

λόγω του οποίου ξοδεύονται ετησίως πάνω από 89 δισεκατομμύρια δολάρια, ποσό 

που αποτελεί το 1-2.5% του ακαθάριστου εγχώριου προϊόντος των ανεπτυγμένων 

χωρών (Long et al., 2022; Primorac, 2020). 

1.2.2. Παθοφυσιολογία της ΟΑ. 

 
Για την υγεία και την ακεραιότητα του αρθρικού χόνδρου αλλά και ολόκληρης της 

άρθρωσης,  κρίνεται απαραίτητη η διατήρηση της ομοιόστασης. Αυτό επιτυγχάνεται 

μέσω ύπαρξης μιας ισορροπίας μεταξύ των αναβολικών και των καταβολικών διερ-

γασιών. Ως αναβολικές ορίζονται οι διεργασίες που συμβάλουν στην σύνθεση του 

αρθρικού χόνδρου, ενώ αντίστοιχα ως καταβολικές εκείνες που προκαλούν την αποι-

κοδόμηση του. Μέσω αυτής της ισορροπίας επιτυγχάνεται και η επιδιόρθωση των 

μοριακών βλαβών, οι οποίες προκαλούνται καθημερινά λόγω των μηχανικών κατα-

πονήσεων. Σε μία εκφυλιστική νόσο ωστόσο, όπως η οστεοαρθρίτιδα, οι καταβολικές 

διαδικασίες υπερτερούν των αναβολικών. Αυτή η κατάσταση οδηγεί σταδιακά στην 

απώλεια του αρθρικού χόνδρου. Αξίζει να σημειωθεί, πως στα πρώτα στάδια της νό-

σου, παρατηρείται μια μικρή αύξηση των αναβολικών διεργασιών έναντι των κατα-

βολικών, καθώς τα χονδροκύτταρα καταβάλουν προσπάθεια επιδιόρθωσης της βλά-

βης. Αυτή τους όμως η απάντηση κρίνεται αναποτελεσματική, με αποτέλεσμα την 

κυριαρχία καταβολικών μορίων (Mueller & Tuan, 2011).  

Μία από τις αρχικές αλλαγές που παρατηρούνται στην ΟΑ αποτελεί η αύξηση της 

περιεκτικότητας του νερού στην επιφανειακή ζώνη του χόνδρου με ταυτόχρονη απώ-

λεια πρωτεογλυκανών και γλυκοζαμινογλυκανών. Λόγω του στρες, πραγματοποιείται 

ενεργοποίηση ειδικών υποδοχέων, των αλαρμινών, οι οποίοι βρίσκονται στην επιφά-

νεια των κυττάρων της έμφυτης ανοσίας ενεργοποιώντας δενδριτικά κύτταρα  και  

μακροφάγα, τα οποία παράγουν προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες όπως η ιντερλευκίνη 1β 

(IL-1β), ο παράγοντας νέκρωσης των όγκων α (TNF-a), και ο αγγειακός ενδοθηλια-

κός αυξητικός παράγοντας (VEGF). Όσον αφορά τον VEGF, ο φλεγμονώδης ρόλος 

του περιλαμβάνει την καταστολή παραγωγής αγκρεκανών και κολλαγόνου τύπου ΙΙ. 

Μεταξύ άλλων, παρατηρείται και παραγωγή διαφόρων ιντερλευκινών όπως IL-6, IL-

8, IL-15, IL-17 και IL-18, μέσω της αυξημένης σύνθεσης ελευθέρων ριζών από τα 

χονδροκύτταρα, της ενισχυμένης σηματοδότησης TLR2 και TLR4 και  μονοπατιών 

όπως τα ERK, NOTCH, WNT, JACK/STAT με σημαντικότερο το NF-kB. Το τελευ-
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ταίο αποτελεί το κύριο καταβολικό μονοπάτι που ενεργοποιείται στην ΟΑ. Ωστόσο, 

μέσω του μονοπατιού αυτού, παράγονται και δύο ακόμα σημαντικοί παράγοντες η 

συνθετάση νιτρικού οξειδίου (iNOS) και ο παράγοντας υποξίας 2 α (HIF2α) ο οποίος 

δημιουργεί συνθήκες υποξίας στα χονδροκύτταρα με αποτέλεσμα να αλλάζουν οι με-

ταβολικές τους συνήθειες και να στρέφονται προς αναερόβια γλυκόλυση. Έτσι, μαζί 

με το νιτρικό οξείδιο (NO) που παράγεται μέσω της συνθετάσης προκαλείται από-

πτωση των κυττάρων η οποία οδηγεί στην τελική απώλεια του χόνδρου. (Bar-Or et 

al., 2015; Mueller & Tuan, 2011; Primorac, 2020). Άμεση δράση των προ φλεγμονω-

δών κυτοκινών αποτελεί η ενεργοποίηση δύο ενζύμων της φωσφολιπάσης Α2 (PLA2) 

καθώς και της κυκλο-οξυγενάσης 2 (COX-2). Η PLA2 δρα τέμνοντας τις κυτταρικές 

μεμβράνες με άμεσο αποτέλεσμα την απελευθέρωση αραχιδονικού οξέος, το οποίο 

μέσω του COX-2 μετατρέπεται στις δύο βασικές προσταγλαδίνες, που εντοπίζονται 

στο αρθρικό υγρό ενός ατόμου με ΟΑ όπως PGE2 και PGD2. (Bar-Or et al., 2015; 

Primorac, 2020).   

Όλοι οι παραπάνω παράγοντες οδηγούν τελικά στην αύξηση της δράσης πρωτεασών, 

αρχικά στην επιφανειακή στιβάδα του χόνδρου. Δύο είναι οι τύποι που ενεργοποιού-

νται: οι μεταλλοπρωτεάσες εξαρτώμενες από ψευδάργυρο (MMPs) και οι μεταλλο-

πρωτεάσες με μοτίβα θρομβοσπονδίνης ή αγκρεκανάσες (ADAMTS). Όσον αφορά 

τις MMPs, οι κυριότερες είναι οι MMP1, MMP3 και MMP13 και έχουν ως ρόλο την 

διάσπαση του κολλαγόνου. Πιο συγκεκριμένα, η MMP13 διασπά το κολλαγόνο τύ-

που 2. Η αυξημένη παραγωγή των MMPs οφείλεται και στην υπολειτουργία των α-

ναστολέων τους, TIMPs, στον οστεοαρθριτικό χόνδρο. Οι αγκρεκανάσες που εντοπί-

ζονται στην περιοχή περιλαμβάνουν τις ADAMTS-4 και ADAMTS-5, βασική δράση 

των οποίων αποτελεί η απομάκρυνση των αγκρεκανών από τα μόρια του υαλουρονι-

κού οξέος της ECM. Έτσι, χάνονται οι ιδιότητες της, για τις οποίες είναι υπεύθυνες οι 

αγκρεκάνες. Η απώλεια των παραπάνω μορίων εντοπίζεται στα πρώτα στάδια της νό-

σου μόνο στην επιφανειακή ζώνη του χόνδρου και όσο αυτή εξελίσσεται, επεκτείνε-

ται και στις βαθύτερες στιβάδες. Σε αυτό το αρχικό στάδιο, όπως προαναφέρθηκε, τα 

χονδροκύτταρα αυξάνουν την αναβολική τους δραστηριότητα σε μια προσπάθεια να 

παράγουν τα μόρια που χάνονται. Ωστόσο, η δράση τους αυτή δεν μπορεί να επανα-

φέρει τις απώλειες με αποτέλεσμα τελικά να υπερτερούν οι καταβολικές διεργασίες. 

Αποτέλεσμα αποτελεί η διάβρωση της επιφανειακής ζώνης με την δημιουργία ρωγ-

μών, οι οποίες όσο εξελίσσεται η νόσος επεκτείνονται στις βαθύτερες ζώνες και την 
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τελική αποκάλυψη της ζώνης ασβεστοποίησης και του υποχόνδριου οστού. Ταυτό-

χρονα, παρατηρείται συσσωμάτωση των χονδροκυττάρων, τα οποία γίνονται υπερ-

τροφικά και αύξηση της ζώνης ασβεστοποίησης. (Jang et al., 2021; Mueller & Tuan, 

2011; Primorac, 2020).  

Αλλαγές ωστόσο παρατηρού-

νται και στις υπόλοιπες δομές 

τις άρθρωσης. Αρχικά, λόγω 

της αυξημένης φλεγμονής και 

της υψηλής συγκέντρωσης 

λεμφοκυττάρων και μακρο-

φάνων, παρατηρείται υπερ-

τροφία του αρθρικού θύλακα. 

Επιπλέον, στο υποχόνδριο 

οστό αλλάζει η δραστηριό-

τητα  και η ισορροπία μετα-

ξύ οστεοβλαστών και οστε-

οκλαστών με αποτέλεσμα 

την αύξηση της μάζας και της πυκνότητάς τους. Ένα ακόμα φαινόμενο που παρατη-

ρείται είναι η δημιουργία οστεοφύτων μέσω της ενδοχόνδριας οστεοποίησης λόγω 

της νέκρωσης του οστού. Η αγγειογένεση στην περιοχή είναι ένα ακόμη χαρακτηρι-

στικό. Σημαντικές αλλαγές όμως σημειώνονται και στις εναποθέσεις λιπώδους ιστού, 

στις οποίες αυξάνεται ο αριθμός των αιμοφόρων αγγείων και η παραγωγή αντιποκι-

νών με κυριότερες τη λεπτίνη και την αντιπονεκτίνη. Τέλος φλεγμονή παρατηρείται 

και στους μύες, οι οποίοι τελικά ατροφούν (Jang et al., 2021; Primorac, 2020).  

Η οστεοαρθρίτιδα, επομένως αποτελεί μια κατάσταση διαρκούς φλεγμονής η οποία 

έχει ως αποτέλεσμα αλλαγές τόσο στα συστατικά της ECM όσο και στην συμπεριφο-

ρά των χονδροκυττάρων, καταστάσεις που τελικά οδηγούν όχι μόνο στον εκφυλισμό 

του χόνδρου αλλά και στην καταστροφή ολόκληρης της άρθρωσης. 

1.2.3. Παράγοντες κινδύνου και κλινικοί φαινότυποι οστεοαρθρίτιδας.  

 
Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό νόσημα. Αυτό σημαίνει πως εκτός 

από τους γενετικούς παράγοντες, στην παθογένεση της νόσου εμπλέκονται και μηχα-

νικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες. Με βάση την βιβλιογραφία, οι παράγοντες 

Εικόνα 3: Οι αλλαγές που πραγματοποιούνται στον αρ-

θρικό χόνδρο ενός ασθενούς με ΟΑ (δεξιά), συγκριτικά με 

ένα υγειές άτομο (αριστερά), (Wen et al., 2021). 
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κινδύνου χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: τους μη-τροποποιήσιμους, στους οποίους 

ανήκουν η γενετική, η εθνικότητα, η ηλικία και το φύλο και τους τροποποιήσιμους, 

στους οποίους  περιλαμβάνονται η παχυσαρκία, οι τραυματισμοί και ο τρόπος ζωής.  

(Johnson & Hunter, 2014). 

Μη τροποποιήσιμοι παράγοντες κινδύνου  

Η ΟΑ είναι μια νόσος με ισχυρή γενετική συνιστώσα. Το 35-65% του κινδύνου εμ-

φάνισης της νόσου καθορίζεται από τους γενετικούς παράγοντες. Μέχρι σήμερα έ-

χουν ταυτοποιηθεί πάνω από 223 γενετικοί τόποι, παραλλαγές των οποίων σχετίζο-

νται με την εμφάνιση του νοσήματος. Τα περισσότερα από αυτά τα γονίδια σχετίζο-

νται με την ανάπτυξη, την επιδιόρθωση του χόνδρου και την σκελετογένεση με πιο 

σημαντικό το GDF5 το οποίο ανήκει στην οικογένεια των BMP πρωτεϊνών (Βone 

Morphogenic Factor), μεταλλάξεις του οποίου σχετίζονται με αυξημένη προδιάθεση 

για ΟΑ. Τα γονίδια κολλαγόνου COL2A1, COL9A1 και COL11A1 και άλλων συστα-

τικών της ΕCM όπως της φιμπριλίνης (FBN2) έχουν βρεθεί μεταλλαγμένα σε ασθε-

νείς. Ακόμα, σημειακοί πολυμορφισμοί έχουν εντοπιστεί σε γονίδια τα οποία εμπλέ-

κονται σε σημαντικά σηματοδοτικά μονοπάτια στον χόνδρο όπως το WNT (SFRP3, 

WNT1, WNT10B) και το ΤGF-β/SMAD (SMAD3). Τα τελευταία χρόνια μέσω GWAS 

(genome wide association studies) αναλύσεων έχουν ταυτοποιηθεί επιπλέον γενετικοί 

τόποι που σχετίζονται με την εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας, οι οποίοι σχετίζονται με την 

μυϊκή λειτουργία, την λιπογένεση (με κυριότερο εκπρόσωπο το FTO), την ανοσιακή 

απάντηση, την φλεγμονή, την ανάπτυξη και την λειτουργία των νευρώνων και των 

μυών. (Aubourg et al., 2021; Boer et al., 2021; D. Chen et al., 2017).  

H εθνικότητα του ατόμου, αποτελεί έναν ακόμα παράγοντα κινδύνου.  Δεδομένα από 

έρευνες έχουν αποδείξει πως στους Αφρο-Αμερικανικούς πληθυσμούς η επίπτωση 

της νόσου είναι μεγαλύτερη συγκριτικά με τους Καυκάσιους, στους οποίους η ΟΑ 

εμφανίζεται με μεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση με τους Ασιάτες (O’Neill et al., 

2018).   

Έναν ακόμα μη τροποποιήσιμο παράγοντα αποτελεί η ηλικία, με τις περισσότερες 

περιπτώσεις να εμφανίζονται άνω των 55 ετών. Τα γηρασμένα χονδροκύτταρα εμφα-

νίζουν τα κλασικά ορόσημα της γήρανσης, τα οποία συμβάλλουν στην εκδήλωση της 

νόσου. Πιο συγκεκριμένα, η παύση του πολλαπλασιασμού, η μειωμένη ικανότητα 

επιδιόρθωσης των βλαβών και η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων προκαλεί οξειδω-
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τικό στρες στα κύτταρα και παραγωγή ελευθέρων ριζών (ROS), καταστάσεις που ε-

πάγουν φλεγμονή και καταστροφή των ιστών της άρθρωσης (Bortoluzzi et al., 2018; 

D. Chen et al., 2017).  

Τελευταίο μη-τροποποιήσιμο παράγοντα αποτελεί το φύλο. Ο αριθμός των περιστα-

τικών με ΟΑ σε θηλυκά άτομα μετά την εμμηνόπαυση είναι μεγαλύτερος συγκριτικά 

με τον αντίστοιχο σε αρσενικά άτομα ίδιας ηλικίας. Η εμπλοκή του φύλου στην πα-

θογένεση γίνεται μέσω των οιστρογόνων. Η ύπαρξη τους σε νεαρές γυναίκες, δρα 

προστατευτικά έναντι του εκφυλισμού στην άρθρωση, ενώ η απώλεια τους επιφέρει 

ενίσχυση των προαναφερθέντων μηχανισμών καταστροφής συμβάλλοντας στην εκ-

δήλωση της νόσου (Bortoluzzi et al., 2018).  

Τροποποιήσιμοι παράγοντες κινδύνου 

Η παχυσαρκία και ο αυξημένος δείκτης μάζας σώματος (ΒΜΙ) συνδέονται με έναρξη 

της ΟΑ σε μικρότερη ηλικία και πιο σοβαρό φαινότυπο, λόγω των μηχανικών πιέσε-

ων που υφίστανται οι αρθρώσεις, και κυρίως αυτή του γονάτου. Τα αυξημένα ποσο-

στά λιπώδους ιστού είναι υπεύθυνα για την εκδήλωση φλεγμονής μέσω έκκρισης α-

ντιποκινών που αυξάνουν τις καταβολικές διεργασίες στον χόνδρο (D. Chen et al., 

2017). 

Η μετα-τραυματική ΟΑ, εμφανίζεται στα άτομα μικρότερης ηλικίας και προκαλείται 

μετά από κάποιο τραυματισμό ή χειρουργείο. Υπολογίζεται πως το 12% της συμπτω-

ματικής ΟΑ στις Η.Π.Α. προέρχεται από κάποιο τραυματισμό, ο οποίος προκαλεί 

βλάβες στην άρθρωση όπως φθορά του χόνδρου με αποτέλεσμα την αποσταθεροποί-

ηση της και την χρόνια φλεγμονή. Αυτή τελικά συντελεί στην εκδήλωση του οστεο-

αρθριτικού φαινοτύπου (D. Chen et al., 2017).  

Έντονες μηχανικές πιέσεις λόγω εργασιακού φόρτου ή έντονης ενασχόλησης με τον 

αθλητισμό ευθύνονται για την εμφάνιση της νόσου κυρίως στο γόνατο και το ισχίο. 

Επιπλέον, η μη σωστή διατροφή με έλλειψη σημαντικών βιταμινών όπως η βιταμίνη 

D, προκαλεί αυξημένη παραγωγή ΜΜPs συμβάλλοντας στην καταστροφή του ιστού 

(Bortoluzzi et al., 2018; O’Neill et al., 2018). 

Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί μια ετερογενή νόσο, η οποία χαρακτηρίζεται από διαφο-

ρετικούς φαινοτύπους για την εκδήλωση καθενός από τους οποίους εμπλέκονται δια-

φορετικοί παράγοντες. Οι βασικότεροι φαινότυποι της ΟΑ σύμφωνα με την βιβλιο-
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γραφία είναι: α) ο ηλικιο-συσχετιζόμενος, β) ο σχετιζόμενος με τον χόνδρο, γ) ο σχε-

τιζόμενος με τον τραυματισμό, δ) ο σχετιζόμενος με την φλεγμονή ε) ο σχετιζόμενος 

με το υποχόνδριο οστό και στ) μεταβολικός φαινότυπος (Dell’Isola et al., 2016; 

Mobasheri et al., 2017).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο μεταβολικός φαινότυπος, καθώς έχει συσχετιστεί 

με το μεταβολικό σύνδρομο (MetS). Η μεταβολική ΟΑ, εμφανίζεται σε μικρότερη 

ηλικία (45-65 έτη) σε άτομα που εμφανίζουν ένα ή περισσότερα χαρακτηριστικά του 

MetS όπως αντίσταση στην ινσουλίνη, παχυσαρκία, υπέρταση, δυσλιπιδαιμία. Ο μη-

χανισμός της νόσου περιλαμβάνει μεταβολές στον μεταβολισμό των λιπιδίων μέσω 

αυξημένης εισόδου και σύνθεσης χοληστερόλης στα χονδροκύτταρα. Ταυτόχρονα, ο 

λιπώδης ιστός συνεισφέρει στον φαινότυπο μέσω παραγωγής αντιποκινών. Άμεσο 

αποτέλεσμα η επαγωγή φλεγμονής, η οποία σε συνδυασμό με τις μηχανικές πιέσεις 

λόγω παχυσαρκίας συμβάλουν στον εκφυλισμό του αρθρικού χόνδρου (Chadha, 

2016; Shin, 2014). 

1.3. Επιγενετική της Οστεοαρθρίτιδας. 

Μέχρι σήμερα έχουν ανακαλυφθεί πολλαπλοί γενετικοί τόποι μέσω GWAS αναλύ-

σεων οι οποίοι έχουν συνδεθεί με την εμφάνιση της οστεοαρθρίτιδας. Αυτή την εξέ-

λιξη τα τελευταία χρόνια συνοδεύουν μελέτες, οι οποίες αφορούν τον ρόλο της επιγε-

νετικής στην νόσο, δηλαδή των τροποποιήσεων που μεταβάλουν την έκφραση των 

γονιδίων χωρίς ωστόσο να αλλάζουν την αλληλουχία των βάσεων. Δύο είναι τα κυρί-

αρχα σενάρια για την σύνδεση των επιγενετικών τροποποιήσεων με την ΟΑ: α) τρο-

ποποιήσεις που πραγματοποιούνται σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια αυξάνουν ή μει-

ώνουν τον κίνδυνο για την νόσο και β) τραυματισμοί του χόνδρου κατά την διάρκεια 

της ζωής επάγουν επιγενετικές αλλαγές που οδηγούν στην έναρξη της ΟΑ. Οι κυριό-

τεροι επιγενετικοί μηχανισμοί που μπλέκονται με το νόσημα είναι: η μεθυλίωση του 

DNA, οι τροποποιήσεις των ιστονών και τα μη κωδικά μόρια RNA (Rice et al., 

2020). 

Μεθυλίωση DNA-Τροποποίηση ιστονών  

Εξαιρετικά μελετημένος είναι ο τρόπος που επιδρά η μεθυλίωση του DNA στην πα-

θογένεση της νόσου. Έρευνες έχουν αποδείξει πως τα πρότυπα μεθυλίωσης διαφέ-

ρουν μεταξύ ασθενών με ΟΑ και υγειών ατόμων. Αυξημένη μεθυλίωση σε CpG νη-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



18 
 

σίδες και αντίστοιχα απομεθυλίωση περιοχών μεταβάλει την έκφραση γονιδίων που 

σχετίζονται με τη φλεγμονή, τη σύνθεση της ECM, την ομοιόσταση του χόνδρου και 

το μεταβολισμό. Επιπλέον, η απώλεια μεθυλοτρανσφερασών, όπως της Dnmt3, συμ-

βάλουν στην εκδήλωση του φαινοτύπου. Με όμοιο τρόπο επιδρούν και οι μεταβολές 

στην τροποποίηση των ιστονών με σημαντικότερες την ακετυλίωση και την απακετυ-

λίωση. Η αυξημένη και αντίστοιχα μειωμένη έκφραση των ακετυλοτρανσφερασών 

(HATs) και  των απακετυλασών (HDACs), έχουν ως αποτέλεσμα την μεταβολή της 

έκφρασης γενετικών τόπων που διαδραματίζουν ρόλο στην ανάπτυξη του χόνδρου, 

στην παραγωγή προ-φλεγνωμώδων μορίων και στην βιογένεση των μιτοχονδρίων 

(Rice et al., 2020).   

Μη κωδικά μόρια RNA 

Τα τελευταία χρόνια έχει μελετηθεί και ο ρόλος των μη κωδικών μορίων RNA στην 

ανάπτυξη και στην εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας. Διαφορετικά είδη μορίων εμπλέκο-

νται στην παθογένεση με κυριότερα τα μακρά μη κωδικά RNA (long non coding 

RNA), τα μικρά μη κωδικά RNA και τα κυκλικά μόρια RNA (circular RNA). Μελέ-

τες έχουν αποδείξει πως ορισμένα από αυτά, όπως το miR-140, εντοπίζονται σχεδόν 

αποκλειστικά στον ιστό της άρθρωσης, χαρακτηρίζονται δηλαδή ως ιστοειδικά. Επι-

πλέον, η μεταβολή της έκφρασής τους τα καθιστούν πιθανούς βιοδείκτες για την διά-

γνωση της νόσου και την εξέλιξή της (Ghafouri-Fard et al., 2021).  

α. Μικρά μη κωδικά μόρια RNA (micro RNA/miR) 

Πρόκειται για μόρια RNA μήκους περίπου 22 νουκλεοτιδίων τα οποία διαδραματί-

ζουν σημαντικό ρόλο στην λειτουργία των κυττάρων ρυθμίζοντας την έκφραση γονι-

δίων. Πιο συγκεκριμένα, πρόκειται για αρνητικούς ρυθμιστές καθώς προσδένονται 

στα mRNA στόχους, με πλήρη ή μερική συμπληρωματικότητα, στις αμετάφραστες 

περιοχές (κάποια και στην κωδική περιοχή). Αποτέλεσμα αποτελεί ο κατακερματι-

σμός του mRNA στην πρώτη περίπτωση ή η καταστολή της μετάφρασης στην δεύτε-

ρη. Νεότερες έρευνες έχουν δείξει πως κάποια microRNA μπορούν να εμφανίζουν 

αντίθετη δράση, δηλαδή να ενισχύουν την έκφραση ενός γονιδίου αλληλεπιδρώντας 

όχι άμεσα με το mRNA του γονιδίου αλλά έμμεσα με πρωτεΐνες ρυθμιστές. Ωστόσο, 

ένα miR μπορεί να στοχεύει πολλά mRNA και αντίστοιχα ένα mRNA μπορεί να απο-

τελεί στόχο πολλαπλών miR. Με αυτόν τον τρόπο τα microRNAs ρυθμίζουν ταυτό-
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χρονα ένα ή περισσότερα σηματοδοτικά μονοπάτια (Balaskas et al., 2017; Ratti et al., 

2020). 

Η βιογένεσή τους είναι αρκετά περίπλοκη και περιλαμβάνει διαδικασίες που πραγμα-

τοποιούνται σε δύο περιοχές του κυττάρου τον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα. Αρχι-

κά πραγματοποιείται μεταγραφή από το ένζυμο RNA πολυμεράση ΙΙ ή ΙΙΙ με αποτέ-

λεσμα την παραγωγή του προγονικού microRNA (pri-miRNA), ενός δίκλωνου μορί-

ου RNA μεγάλου σε μέγεθος με βρόγχους και δομή φουρκέτας (hairpin). Έπειτα, με-

τατρέπεται σε πρόδρομο μόριο (pre-miRNA) μικρότερου μεγέθους μέσω της δράσης 

ενός συμπλόκου το οποίο αποτελείται από μία RNAαση ΙΙΙ (Drosa) και τον DGCR8 

παράγοντα (DiGeorge syndrome critical region gene 8). Στην συνέχεια, μεταφέρεται 

στο κυτταρόπλασμα μέσω μια πρωτεΐνης της εξπορτίνης-5, όπου και επεξεργάζεται 

από το σύμπλοκο της Dicer, με αποτέλεσμα την μετατροπή του σε ώριμο δίκλωνο 

microRNA, από το οποίο επιλέγεται ο πιο θερμοδυναμικά σταθερός κλώνος για το 

τελικό μονόκλωνο μόριο. Τελικό στάδιο αποτελεί η σύνδεση με το σύμπλοκο RISK 

(RNA-induced silencing complex), για την πλήρη λειτουργικότητά του. (Foo et al., 

2021; Yu et al., 2011). 

 

Εικόνα 4: Η βιογένεση των microRNA στα κύτταρα. (Pisarello et al., 2015) 

Διαφορική έκφραση των miR έχει βρεθεί σε όλους τους ιστούς της οστεοαρθριτικής 

άρθρωσης. Άλλα από αυτά υπόκεινται σε θετική ρύθμιση (upregulated) καταστέλλο-
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ντας το αντίστοιχο μονοπάτι μέσω των γονιδίων που ρυθμίζουν, ενώ, άλλα υπόκει-

νται σε αρνητική ρύθμιση (downregulated) ενισχύοντας μονοπάτια, τα οποία στην 

φυσιολογική άρθρωση ήταν κατεσταλμένα. Με αυτό τον τρόπο τα miR εμπλέκονται 

άμεσα σε όλα τα στάδια της παθοφυσιολογίας της νόσου και πιο συγκεκριμένα στη 

φλεγμονή, στην καταστροφή της ECM, στο μεταβολισμό των λιπιδίων, στην αγγειο-

γένεση, στην απόπτωση των χονδροκυττάρων και γενικά στη διαταραχή της ομοιό-

στασης του χόνδρου (Ann L Coker & Nalawansha, Dhanusha A. Pflum, 2017; 

Iliopoulos et al., 2008). 

β. Μακρά μη κωδικά μόρια RNA (long non coding RNA/lnc RNA) 

Τα μακρά μη κωδικά RNA είναι μόρια μεγάλου μεγέθους περίπου 200 bp. Ο ρόλος 

τους είναι κρίσιμος για την έκφραση γονιδίων και εμπλέκονται σε σημαντικές βιολο-

γικές διαδικασίες όπως η εμβρυική ανάπτυξη, ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η με-

τα-μεταγραφική τροποποίηση και μετάφραση γονιδίων, η διαμόρφωση της δομής της 

χρωματίνης και η απόπτωση (Jiang et al., 2017). Τα long non-coding RNAs επηρεά-

ζουν την έκφραση των γονιδίων με πολλούς και διαφορετικούς τρόπους. Αρχικά, 

συνδεόμενα άμεσα με πρωτεΐνες διαμόρφωσης της χρωματίνης, συμμετέχουν στην 

τροποποίηση της δομής της επηρεάζοντας την έκφραση των  γονιδίων της περιοχής. 

Επιπλέον, συνδέονται με συμπληρωματικές περιοχές των mRNA, μεταβάλλοντας την 

σταθερότητα και το μάτισμα τους. Μια ακόμα δράση τους αποτελεί η αλληλεπίδρα-

σης τους με πρωτεΐνες ρυθμιστές, επιδρώντας είτε αρνητικά είτε θετικά στην μετα-

γραφή και τη μετάφραση των γονιδίων (Ratti et al., 2020). Ωστόσο, τα long non-

coding RNA λειτουργούν κυρίως ως «παγίδες» (sponges) άλλων ρυθμιστικών μορί-

ων, των microRNAs, σχηματίζοντας με αυτό τον τρόπο ανταγωνιστικά δίκτυα. Η 

πρόσδεση τους λόγω συμπληρωματικότητας στα microRNA οδηγεί συνήθως σε κα-

ταστολή της δράσης τους.  Με αυτόν τον τρόπο ρυθμίζουν έμμεσα την έκφραση γονι-

δίων, συνήθως θετικά, καταστέλλοντας το μόριο καταστολέα του mRNA τους. Αξίζει 

να σημειωθεί πως ένα lncRNA μπορεί να απενεργοποιεί πολλά και διαφορετικά miR 

(Ghafouri-Fard et al., 2021). 

H βιογένεση τους παρομοιάζει αυτή των μορίων mRNA. Μπορούν να προέρχονται 

από περιοχές εντός ιντρονίων και εξωνίων και μεταγράφονται από την RNA πολυμε-

ράση ΙΙ, ενώ υφίστανται τις μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις των mRNAs. Πιο συ-

γκεκριμένα, πολυαδενιλιώνονται στο 3΄ άκρο ενώ προστίθεται και καλύπτρα μεθυλο-
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γουανίνης στο 5’ άκρο τους. Κάποιες φορές είναι δυνατόν να υποστούν εναλλακτικό 

μάτισμα, κάτι που κρίνεται απαραίτητο για την δράση τους (Abbasifard et al., 2020; 

Dhanoa et al., 2018). 

 

Εικόνα 5: Βιογένεση των long non coding RNA (Dhanoa et al., 2018) 

Τα long non-coding RNA διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην εκδήλωση του φαι-

νοτύπου της νόσου. Όπως συμβαίνει και με τα υπόλοιπα μη-κωδικά ρυθμιστικά μόρι-

α, κάποια μακρά μη κωδικά RNA υπερεκράζονται ενώ άλλα υποεκφράζονται, ενερ-

γοποιώντας και απενεργοποιώντας μονοπάτια που εμπλέκονται στην παθογένεση της 

ΟΑ όπως αυτά της παραγωγής MMPs, της αποδόμησης της ΕCM και της φλεγμονής 

(Abbasifard et al., 2020). 

1.4. Θεραπεία οστεοαρθρίτιδας. 

Παρόλο που η ΟΑ αποτελεί ένα σοβαρό παγκόσμιο πρόβλημα με σημαντικές κοινω-

νικές και οικονομικές επιπτώσεις, μέχρι στιγμής δεν έχει βρεθεί κάποια αποτελεσμα-

τική θεραπευτική προσέγγιση. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα, οι μέχρι τώρα θεραπείες 

να βασίζονται στην μείωση του πόνου και την χειρουργική αντικατάσταση του χόν-

δρου ή της άρθρωσης. (Papathanasiou et al., 2021). 

1.4.1. Χειρουργική και φαρμακευτική θεραπεία οστεοαρθρίτιδας. 

 
Μία από τις προσεγγίσεις που χρησιμοποιούνται για την ανακούφιση των συμπτωμά-

των αποτελούν οι μη φαρμακευτικές πρακτικές, οι οποίες περιλαμβάνουν τη φυσική 

άσκηση των ασθενών και τη μείωση του Δείκτη Μάζας Σώματος σε περίπτωση πα-
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χυσαρκίας. Όσον αφορά τα φαρμακευτικά σκευάσματα, συνήθως χορηγούνται  αντι-

φλεγμονώδη όπως αναστολείς κυκλο-οξυγενάσης και αναλγητικά. Επιπλέον,  πραγ-

ματοποιείται και ενδοαρθρική χορήγηση κορτικοστεροειδών και υαλουρονικού οξέ-

ος. Τα τελευταία χρόνια βρίσκονται υπό ανάπτυξη νέα φαρμακα αναστολείς, τα οποία 

στοχεύουν μονοπάτια φλεγμονής και μεταβολικές διεργασίες που εμπλέκονται στην 

παθογένεση της νόσου. Την τελική επιλογή του ασθενούς, σε περίπτωση που οι προ-

αναφερθείσες επιλογές κριθούν αναποτελεσματικές, αποτελεί η χειρουργική επέμβα-

ση η οποία περιλαμβάνει αρθροπλαστική με σκοπό την αντικατάσταση ολόκληρης 

της άρθρωσης ή τμηματός της (X. Cai et al., 2021; Jang et al., 2021; Mora et al., 

2018). 

1.4.2. Κυτταρική θεραπεία στην ΟΑ. 

 
Το γεγονός ότι οι προαναφερθείσες θεραπευτικές μέθοδοι στοχεύουν  μόνο στην α-

νακούφιση των συμπτωμάτων, οδήγησε στην ανάγκη εύρεσης μιας πιο αξιόπιστης                

προσέγγισης η οποία να στοχεύει στη βάση του προβλήματος, τον εκφυλισμό του αρ-

θρικού χόνδρου. Μία τέτοια λύση αποτελεί η κυτταρική θεραπεία, δηλαδή η έγχυση 

ανθρώπινων κυττάρων στην περιοχή της άρθρωσης με σκοπό την αποκατάσταση της 

βλάβης. Μία από τις πρώτες θεραπείες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η αυτόλογη εμ-

φύτευση  φυσιολογικών χονδροκυττάρων. Τα χονδροκύτταρα απομονώνονται από το 

άθικτο τμήμα της άρθρωσης, πολλαπλασιάζονται σε καλλιέργεια και εμφυτεύονται 

στο σημείο της βλάβης. Ωστόσο, τα αποτελέσματα είναι παροδικά καθώς χάνεται 

σταδιακά η χονδρογεννητική τους ικανότητα. Λύση σε αυτό το πρόβλημα αποτελεί η 

χρήση βλαστοκυττάρων, αδιαφοροποίητων δηλαδή κύτταρων τα οποία έχουν την ι-

κανότητα να διαφοροποιηθούν σε οποιοδήποτε κυτταρικό τύπο κάτω από κατάλληλες 

συνθήκες. Βασικό τους πλεονέκτημα η  ισχυρή αναγεννητική τους ικανότητα. Τρείς 

είναι οι βασικοί τύποι μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων που χρησιμοποιούνται, με 

διαφορετικές μεθόδους ο καθένας, σε κυτταρικές θεραπείες: τα μεσεγχυματικά ενήλι-

κα βλαστοκύτταρα (MSCs), τα επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iPSCs) και τα 

μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα προερχόμενα από iPSCs (iMSCs), (Jang et al., 2021; 

Loo & Wong, 2021; Ng et al., 2020). 
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1.4.2.1.  Μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs) για την θεραπεία της οστε-

οαρθρίτιδας. 

 
Τα μεσεχυματικά βλαστοκύτταρα (MSCs) αποτελούν ένα ελκυστικό εργαλείο για την 

θεραπεία της ΟΑ. Πρόκειται για εξειδικευμένα προγονικά κύτταρα, τα οποία διαθέ-

τουν την ικανότητα αυτο-ανανέωσης. Χαρακτηρίζονται ως πολυδύναμα (multipotent) 

καθώς μπορούν να αναγεννώνται τους ιστούς στους οποίους εντοπίζονται καθ’ όλη 

τη διάρκεια της ζωής του ανθρώπου. Η ικανότητά τους αυτή, να αντικαθιστούν τα 

γερασμένα και κατεστραμμένα κύτταρα των ιστών, τα καθιστά ένα ελκυστικό εργα-

λείο για θεραπεία διαφόρων νόσων όπως η οστεοαρθρίτιδα (Primorac, 2020). Τα 

MSCs εντοπίζονται και μπορούν να απομονωθούν εύκολα από διαφορετικούς ιστούς 

του οργανισμού όπως ο ομφάλιος λώρος, ο μυελός των οστών, ο λιπώδης ιστός, ο αρ-

θρικός υμένας (synovium) και το περιφερικό αίμα. Μετά την απομόνωσή τους υπάρ-

χει δυνατότητα καλλιέργειας στο εργαστήριο και διαφοροποίησής τους σε διαφορετι-

κούς κυτταρικούς τύπους μέσω της χρήσης κατάλληλων αυξητικών παραγόντων. Οι 

κυριότεροι κυτταρικοί τύποι στους οποίους διαφοροποιούνται τα MSCs είναι τρείς: 

χονδροκύτταρα, οστεοβλάστες και λιποκύτταρα. Ωστόσο, μπορούν να διαφοροποιη-

θούν και σε άλλους κυτταρικούς τύπους όπως καρδιομυοκύτταρα και αστροκύτταρα. 

(Kwon et al., 2022; Loo & Wong, 2021).  

Μορφολογικά τα MSCs εμφανίζονται ως επίπεδα, επιμήκη και πεπλατυσμένα κύττα-

ρα τα οποία προσομοιάζουν το σχήμα των ινοβλαστών. Τα ανθρώπινα μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα διακρίνονται από άλλους κυτταρικούς τύπους με βάση κριτήρια, τα 

οποία έχουν θεσπιστεί από την Διεθνή Κοινότητα Κυτταρικής Θεραπείας. Πιο συγκε-

κριμένα, τα κύτταρα πρέπει να προσκολλώνται στην επιφάνεια των φλασκών σε συμ-

βατικές συνθήκες καλλιέργειας και να διαφοροποιούνται στους τρεις βασικούς κυτ-

ταρικούς τύπους κάτω από συνθήκες διαφοροποίησης. Απαραίτητο χαρακτηριστικό 

αποτελεί η έκφραση  ειδικών αντιγόνων επιφανείας όπως CD105, CD73 και CD90 

και η ταυτόχρονη έλλειψη δεικτών όπως CD45, CD34, CD14 ή CD11b, CD79a ή 

CD19 και MHC τάξης II μόρια, τα οποία εκφράζονται σε λεμφοκύτταρα, τα αιμοπε-

τάλια και τα λιποκύτταρα (Harrell et al., 2019). Αξίζει να σημειωθεί πως από τους 

διαφορετικούς υποτύπους των MSCs που συναντώνται, αυτοί που δυνητικά μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για την αποκατάσταση του αρθρικού χόνδρου εκφράζουν εκτός 
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από τους παραπάνω δείκτες και τους CD49f, CD146, CD105, CD271, και Stro-

1(Kwon et al., 2022).  

Μέχρι και σήμερα η ικανότητα των MSCs για διαφοροποίηση στους διαφορετικούς 

κυτταρικούς τύπους έχει παρατηρηθεί μόνο εργαστηριακά. Όταν γίνεται έγχυση στην 

άρθρωση πειραματόζωων δρουν με παρακρινή τρόπο, εκκρίνοντας ανοσορυθμιστι-

κούς και αυξητικούς παράγοντες. Αυτοί στοχεύουν στην ενεργοποίηση των ενδογε-

νών προγονικών κυττάρων του ιστού για αποκατάσταση του χόνδρου. Η δράση των 

MSCs στον ιστό έγκειται σε τρεις βασικούς άξονες. Αρχικά, μέσω της ανοσορυθμι-

στικής τους ικανότητας και της παραγωγής κυτοκινών και χημειοκινών, μεταβάλουν 

τον φαινότυπο των μακροφάγων προς τον αντιφλεγμονώδη φαινότυπο μέσω της κα-

ταστολής των μονοπατιών TLR/NF-kB. Επιπλέον, απενεργοποιούν τα ΝΚ κύτταρα 

και τα Τ και Β λεμφοκύτταρα, μειώνοντας την παραγωγή φλεγμονωδών μορίων. Η 

καταστολή της έκφρασης των μεταλλοπρωτεασών και η αύξηση της σύνθεσης των 

συστατικών της ECM, αποτελούν δύο ακόμα δράσεις τους. Επιπλέον, μέσω της πα-

ραγωγής αντι-αποπτωτικών, αγγειογενετικών και μιτογόνων παραγόντων ενεργοποι-

ούν τους ενδογενείς μηχανισμούς επιδιόρθωσης του χόνδρου. Ακόμα, ρυθμίζουν την 

γονιδιακή έκφραση των γύρω κυττάρων μέσω της παραγωγής μη κωδικών μορίων 

RNA. Τέλος, συμβάλλουν στην μείωση του σχηματισμού οστεόφυτων και κυστών 

οδηγώντας στην ανακούφιση του πόνου. (Harrell et al., 2019; Primorac, 2020). 

Παρόλο που τα MSCs δεν χαρακτηρίζονται ούτε από ηθικά διλλήματα γύρω από την 

απομόνωση τους ούτε από ανοσοαπάντηση του ασθενούς μετά την έγχυση στον ιστό, 

τα αποτελέσματα της χρήσης τους είναι διφορούμενα και περιορίζονται ως τώρα μό-

νο σε προκλινικές και κλινικές δοκιμές. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι εμφανίζονται 

πολλά εμπόδια κατά τη χρήση τους για θεραπεία. Αρχικά, ένα πολύ μικρό ποσοστό 

των χορηγούμενων MSCs καταφέρνει να επιβιώσει, καθιστώντας την κυτταρική θε-

ραπεία εξαιρετικά δύσκολη (Bar-Or et al., 2015). Επιπλέον, η ικανότητα διαφοροποί-

ησης τους επηρεάζεται από την ηλικία του ασθενούς, καθώς όσο αυτή αυξάνεται τό-

σο μειώνεται το δυναμικό διαφοροποίησής τους. Ακόμα, διάφορες καταστάσεις όπως 

η παχυσαρκία, που συχνά συνοδεύει την ΟΑ, οδηγεί σε διαφοροποίηση των MSCs σε 

λιπώδη κύτταρα, εντείνοντας ταυτόχρονα την φλεγμονή. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα 

MSCs χαρακτηρίζονται και από αστάθεια φαινοτύπου καθώς ορισμένες φορές μαζί 

με τα συστατικά της ECM αυξάνεται και η παραγωγή κολλαγόνου τύπου Χ και αλ-

καλικών φωσφατασών οι οποίες οδηγούν σε ασβεστοποίηση και έκτοπη οστεοποίηση 
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στον χόνδρο. Μία ακόμα πρόκληση αποτελεί η «γήρανση» των μεσεγχυματικών 

βλαστοκυττάρων, δηλαδή η μείωση της ικανότητας τους να πολλαπλασιάζονται μετά 

από πολλές διαιρέσεις στην αρχική καλλιέργεια. (Loo & Wong, 2021).  

1.4.2.2. Επαγόμενα ολοδύναμα βλαστικά κύτταρα (iPSCs). 

 
Τα επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iPSCs) αποτελούν μία από τις μεγαλύτε-

ρες ανακαλύψεις στο πεδίο των βλαστοκυττάρων. Πρόκειται για κύτταρα ίδιου δυνα-

μικού με τα εμβρυονικά βλαστοκυττάρα (ESCs), διαθέτουν, δηλαδή, δυνατότητα δι-

αφοροποίησης σε οποιοδήποτε κυτταρικό τύπο των τριών βλαστικών δερμάτων (εν-

δόδερμα, εξώδερμα και μεσόδερμα) μετά από καλλιέργεια σε κατάλληλες συνθήκες. 

Αυτή τους η ιδιότητά, τα καθιστά ιδανικά για χρήση σε αναγεννητικές θεραπείες. Ε-

κτός όμως από το διαφοροποιητικό δυναμικό, τα iPSCs προσομοιάζουν με τα ESCs 

και στην μορφολογία, στην έκφραση γονιδίων και δεικτών επιφανείας καθώς και 

στην ικανότητα πολλαπλασιασμού. Επιπλέον, καθώς προέρχονται από κύτταρα του 

ίδιου του ασθενούς δεν προκαλούν ανοσοαπάντηση και απόρριψη από το ανοσοποιη-

τικό σύστημα (Csobonyeiova et al., 2021; Rim et al., 2018). 

Τα επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα ανακαλύφθηκαν πρώτη φορά από τους 

Takahashi και Yamanaka το 2006. Προέρχονται από πλήρως διαφοροποιημένα κύτ-

ταρα τα οποία υφίστανται μοριακό επαναπρογραμματισμό με εισαγωγή διαφόρων 

μεταγραφικών παραγόντων, όπως οι Sox2, Oct3/4, Klf4 και c‑Myc, γνωστοί και ως 

παράγοντες Yamanaka. Η εισαγωγή τους στα κύτταρα αρχικά πραγματοποιούνταν με 

ιικούς φορείς, ωστόσο λόγω της αυξημένης πιθανότητας για καρκινογένεση γίνεται 

προσπάθεια να αντικαθιστούν με εναλλακτικά μέσα όπως πλασμιδιακούς φορείς, 

συνθετικά μόρια mRNA, μικρά νανομόρια και πρωτεΐνες (Csobonyeiova et al., 2021; 

Loo & Wong, 2021; Takahashi & Yamanaka, 2006). 

Όλα τα προαναφερθέντα πλεονεκτήματα, καθιστούν τα iPSCs θεωρητικά ένα εναλ-

λακτικό τρόπο θεραπείας εκφυλιστικών ασθενειών όπως η οστεοαρθρίτιδα. Ανθρώπι-

να χονδροκύτταρα από τον χόνδρο ενός ασθενούς με ΟΑ μπορούν να απομονωθούν 

να αναπρογραμματιστούν σε iPSCs και στην συνέχεια να εισαχθούν στον ασθενή 

στην περιοχή της άρθρωσης μαζί με αυξητικούς παράγοντες. Μελέτες σε πειραματό-

ζωα απέδειξαν πως μετά την μεταμόσχευση των κυττάρων, αυτά ξεκινούν να διαφο-

ροποιούνται σε χονδροκύτταρα, τα οποία παράγουν συστατικά της ECM, όπως κολ-

λαγόνο και αγκρεκάνες, επιδιορθώνοντας τους κατεστραμμένους ιστούς 
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(Csobonyeiova et al., 2021). Ωστόσο, αν και φιλόδοξη, η αυτούσια χρήση τους για 

την αποκατάσταση του αρθρικού χόνδρου εμφανίζει πολλά εμπόδια που την καθι-

στούν αδύνατη. Πιο συγκεκριμένα, η αποτελεσματικότητα της τεχνικής είναι χαμηλή. 

Επιπλέον, τα κύτταρα εμφανίζουν γενετική αστάθεια η οποία συνδέεται κυρίως με 

την χρήση ιικών φορέων για τον επαπρογραμματισμό των κυττάρων. Τέλος, το μεγα-

λύτερο εμπόδιο αποτελεί η δημιουργία τερατωμάτων μετά την έγχυση, λόγω του ι-

σχυρού πολλαπλασιαστικού τους δυναμικού. Γι’ αυτό τον λόγο κρίνονται ακατάλλη-

λα για κυτταρική θεραπεία (Loo & Wong, 2021). 

1.4.2.3. Μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύ-

ναμα βλαστικά κύτταρα (iΜSCs) στην θεραπεία της οστεοαρθρίτιδας. 

 
Η δυσκολία της χρήσης των iPSCs και των MSCs στην κυτταρική θεραπεία της ΟΑ 

λόγω των πολλών μειονεκτημάτων τους δημιουργεί την ανάγκη εύρεσης ενός νέου 

κυτταρικού τύπου που θα μπορούσε να αποτελέσει τη λύση του προβλήματος. Το με-

γάλο πολλαπλασιαστικό δυναμικό των iPSCs και ο χαρακτηρισμός τους ως μια ανε-

ξάντλητη πηγή κυττάρων άνοιξε τον δρόμο για την χρήση τους με σκοπό την παρα-

γωγή των iMSCs, δηλαδή μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων προερχόμενων από επα-

γόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα. Καθώς τα iMSCs προέρχονται από τα iPSCs, 

μπορούν να παραχθούν από οποιοδήποτε κυτταρικό τύπο του οργανισμού χωρίς να 

είναι απαραίτητη η χρήση επεμβατικών μεθόδων για λήψη τους. Επιπλέον, έχει απο-

δειχθεί ότι πληρούν τα απαραίτητα κριτήρια των MSCs που έχει θεσπίσει η Διεθνής 

Κοινότητα Κυτταρικής Θεραπείας, τα οποία προαναφέρθηκαν σε προηγούμενη ενό-

τητα. Μορφολογικά εμφανίζονται επιμήκη και πεπλατυσμένα ενώ παρουσιάζουν όχι 

μόνο τους αντιγονικούς δείκτες επιφανείας των MSCs αλλά και παράγοντες πολυδυ-

ναμίας όπως το Oct4, αλλά σε μικρότερο ποσοστό από τα iPSCs (Sabapathy & 

Kumar, 2016). 

Η πιο κοινή τεχνική σχηματισμού iMSCs περιλαμβάνει την παραγωγή τους από 

iPSCs μέσω της δημιουργίας εμβρυονικών σωματίων (embryoid bodies-ΕΒ). Πρόκει-

ται για πολυκυτταρικές δομές που αναπτύσσονται από εναιώρημα iPSCs, οι οποίες 

προσομοιάζουν την διαδικασία της γαστριδίωσης στα πρώιμα στάδια εμβρυικής ανά-

πτυξης. Πιο συγκεκριμένα, αποτελούνται από τις τρεις βλαστικές στιβάδες, το εξώ-

δερμα, το μεσόδερμα και το ενδόδερμα. Εφόσον τα μεσενχυματικά κύτταρα προέρ-
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χονται από το μεσόδερμα πραγματοποιείται ενίσχυσή του έναντι των υπόλοιπων βλα-

στικών στιβάδων μέσω κατάλληλων αυξητικών παραγόντων (Guo et al., 2020). 

Τα iMSCs αποτελούν μια πολύ φιλόδοξη μέθοδο κυτταρικής θεραπείας για την ΟΑ 

όπως έχει αποδειχτεί σε προκλινικές μελέτες. Αυτό οφείλεται στην πληθώρα πλεονε-

κτημάτων που παρουσιάζουν συγκριτικά με τις προηγούμενες υποψήφιες κυτταρικές 

θεραπείας. Αρχικά, αποτελούν μια ανεξάντλητη πηγή κυττάρων για θεραπεία καθώς 

έχουν την δυνατότητα καλλιέργειας για μεγάλα χρονικά διαστήματα χωρίς να εμφα-

νίσουν σημάδια γήρανσης σε αντίθεση με τα MSCs. Ακόμα, δεν επάγουν τερατώματα 

μετά την μεταμόσχευσή τους σε αντίθεση με τα επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύττα-

ρα από τα οποία προέρχονται, ενώ μιας και είναι αυτόλογα του ασθενούς δεν προκα-

λείται ανοσιακή απάντηση. Επιπλέον, η δράση τους όταν πραγματοποιηθεί έγχυση 

τους στον ιστό, υπερτερεί της δράσης των MSCs και των iPSCs. Πιο συγκεκριμένα, 

ρυθμίζουν το μικροπεριβάλλον της περιοχής με την παραγωγή χημιοκινών και αντι-

αποπτωτικών παραγόντων, ενώ διαφοροποιούνται προς χονδροκύτταρα, με μεγαλύ-

τερη αποτελεσματικότητα από τα MCSs. (Sabapathy & Kumar, 2016; Y. Zhu et al., 

2017). Αξίζει να σημειωθεί, πως ιδιαίτερο ενδιαφέρων παρουσιάζει η παρακρινής 

δράση τους μέσω της παραγωγής μορίων, όπως μη κωδικά μόρια RNA τα οποία μπο-

ρούν και μεταβάλουν τον φαινότυπο της ΟΑ συμμετέχοντας και ρυθμίζοντας  μορια-

κά μονοπάτια όπως η αγγειογένενεση, ο πολλαπλασιασμός των χονδροκυττάρων, ο 

υπερτροφικός φαινότυπος, η οστεοποίηση και η προστασία από το οξειδωτικό στρες. 

Εξαιτίας όλων αυτών των προτερημάτων τα iMSCs μπορούν να αποτελέσουν μια ση-

μαντική πηγή κυττάρων για μελλοντική κυτταρική θεραπεία (Dubey et al., 2018; 

Sabapathy & Kumar, 2016). 

1.4.2.4. Ομοιότητες και διαφορές μεταξύ πρωτογενών μεσεγχυματικών βλαστι-

κών κύτταρων (MSCs) και μεσεγχυματικών  βλαστικών κύτταρων προερχόμε-

νων από επαγόμενα ολοδύναμα βλαστικά κύτταρα (iΜSCs). 

 
Τα MSCs και τα iMSCs αποτελούν δύο τύπους κυττάρων, οι οποίοι εμφανίζουν αρ-

κετές διαφορές και ομοιότητες που παρατηρούνται σε διαφορετικό βαθμό σε όλα τα 

επίπεδα όπως στη μορφολογία, στη γονιδιακή έκφραση, στην επιγενετική ταυτότητα 

καθώς και στο εκκρίτωμα. 
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Όσον αφορά τη μορφολογία, όπως προαναφέρθηκε στις προηγούμενες ενότητες, τα 

κύτταρα και των δύο τύπων είναι επιμήκη και πεπλατυσμένα στην καλλιέργεια. Επι-

πλέον, ανοσοφαινοτυπική ανάλυση μέσω κυτταρομετρίας ροής απέδειξε ότι παρου-

σιάζουν κοινά αντιγόνα επιφανείας CD73, CD90,CD105, ενώ ταυτόχρονα και από 

τους δύο τύπους μεσεγχυματικών κυττάρων απουσιάζουν οι αιμοποιητικοί δείκτες 

CD14, CD20, CD34 και CD45. Η μόνη μορφολογική διαφορά ανάμεσά τους είναι το 

γεγονός ότι τα επαγόμενα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα εμφανίζουν επιπλέον κά-

ποιους δείκτες πολυδυναμίας, κυρίως Oct4, οι οποίοι οφείλονται στα iPSCs από τα 

οποία προέρχονται. Οι υπόλοιποι δείκτες των iPSCs όπως οι Νanog και Sox2 απου-

σιάζουν. Επιπλέον, ομοιάζουν στο αναγεννητικό τους δυναμικό καθώς τόσο τα MSCs 

όσο και τα iMSCs έχουν τη δυνατότητα διαφοροποίησης προς διαφορετικούς κυττα-

ρικούς τύπους (X. Meng et al., 2013; Spitzhorn et al., 2019). 

Σχετικά με τη γονιδιακή έκφραση, μεταξύ των μεσεγχυματικών και των επαγόμενων 

μεσεγχυματικών κυττάρων μελέτες έχουν αποδείξει πως υπάρχει κοινή έκφραση στα 

μεσοδερμικά γονίδια. Γενικά τα iMSCs αποτελούν κύτταρα, τα οποία μέσω του επα-

ναπρογραμματισμού υφίστανται μια «ανανέωση» (rejuvenation). Αυτό σημαίνει πως 

ακόμα κι αν τα αρχικά κύτταρα από τα οποία σχηματίστηκαν τα iMSCs ήταν γερα-

σμένα, αυτά μέσω του επαναπρογραμματισμού επιστρέφουν σε μια νεαρή κατάσταση 

η οποία χαρακτηρίζεται από διαφορετική  έκφραση κάποιων κατηγοριών γονιδίων. 

Δύο τέτοιες χαρακτηριστικές κατηγορίες αποτελούν τα γονίδια επιδιόρθωσης βλαβών 

του DNA καθώς και τα ηλικιο-συσχετιζόμενα. Σχετικά με τα γονίδια επιδιόρθωσης 

βλαβών, αυτά εμφανίζουν μεγαλύτερη έκφραση στα iMSCs από ότι στα MSCs. H 

μειωμένη έκφραση τους στα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα γίνεται φανερή από το 

γεγονός ότι ως γερασμένα κύτταρα εμφανίζουν πολλαπλές βλάβες στο DNA, κάτι 

που οφείλεται στη μη σωστή λειτουργία των μηχανισμών επιδιόρθωσης. Αντίθετα, 

στα iMSCs όπου η έκφραση αυτών των γονιδίων είναι μεγάλη, οι μηχανισμοί επι-

διόρθωσης λειτουργούν σωστά και δεν εντοπίζονται βλάβες στο DNA. Σχετικά με τα 

γονίδια που σχετίζονται με την ηλικία, η έκφρασή τους είναι μειωμένη στα iMSCs. 

Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν γονίδια που εξυπηρετούν λειτουργίες που αφορούν 

την ανάπτυξη, την προσκόλληση των κυττάρων και την μεταγραφική ρύθμιση. Αξίζει 

να σημειωθεί πως στα iMSCs μεταξύ άλλων έχει αποδειχτεί πως εμφανίζεται μειωμέ-

νη έκφραση και σε γονίδια, τα οποία σχετίζονται με την έναρξη ανοσιακής απάντη-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



29 
 

σης και πολλαπλασιασμού των Τ κυττάρων. Αυτό αποτελεί ένα χαρακτηριστικό, που 

τα καθιστά ιδανική επιλογή για θεραπείες. (Frobel et al., 2014; Spitzhorn et al., 2019). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζεται και από την πλευρά των επιγενετικών τροπο-

ποιήσεων. Οι αλλαγές που παρατηρούνται είναι πολύ μικρές και σχετίζονται κυρίως 

με την «ανανέωση» που παρουσιάζουν τα  iMSCs (Frobel et al., 2014). Αρχικά μετα-

βάλλεται το ηλικιο-συσχετιζόμενο προφίλ της μεθυλίωσης. Ωστόσο, διατηρούν τις 

βασικές μεθυλιώσεις που είναι χαρακτηριστικές του ατόμου (donor methylation 

signature). Συνολικά, όμως, τα επίπεδα μεθυλίωσης του DNA παρουσιάζονται υψη-

λότερα στα iMSC σε σύγκριση με τα MSC. Αυτό οφείλεται στην αυξημένη έκφραση 

γονιδίων, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη de novo μεθυλίωση όπως τα Dnmt3β και 

Dnmt1(Spitzhorn et al., 2019; Wruck et al., 2021). 

Ωστόσο τα iMSCs διαφέρουν από τα MSCs και ως προς το εκκριτώμα τους. Μελετώ-

ντας το εκκρίτωμα των επαγόμενων μεσεγχυματικών κυττάρων παρατηρήθηκε αυξη-

μένη παραγωγή αντι-φλεγμονωδών και προ-φλεγμονωδών κυτοκινών (VGEF, IL-8 

και IL-11 μεταξύ άλλων). Αυτές συμμετέχουν σε μονοπάτια όπως το JAK/STAT και 

ρυθμίζουν θετικά διαδικασίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η αγγειογένεση 

και την δράση των αυξητικών παραγόντων (Spitzhorn et al., 2019). 

1.5. Μη κωδικά μόρια RNA στην επαγόμενη χονδρογένεση. 

1.5.1. Ρόλος των μη κωδικών μορίων RNA στην αναγέννηση του αρθρικού χόν-

δρου. 

Αποτελεί γεγονός ότι διάφοροι παράγοντες συνεισφέρουν στην αναγέννηση του αρ-

θρικού χόνδρου μετά από εκφυλισμό του. Μια ποικιλία μορίων και πρωτεϊνών συμ-

βάλουν στη διαδικασία αυτή. Ωστόσο, μια σειρά από μελέτες έχουν δείξει ότι εκτός 

από τους γενετικούς και επιγενετικοί παράγοντες παίζουν καθοριστικό ρόλο στην α-

ναγέννηση του χόνδρου. Από αυτούς, τους πιο σημαντικούς αποτελούν τα μη κωδικά 

μόρια RNA και κυρίως τα microRNA και τα lncRNA. 

Αναφορικά με τα μικρά μη κώδικά RNA, η δράση τους είναι ποικίλη. Αρχικά, ενι-

σχύουν τον πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων  και την διαφοροποίηση των με-

σεγχυματικών κυττάρων σε χονδροκύτταρα. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω στόχευσης 

των mRNA γονιδίων, των οποίων η έκφραση εντοπίζεται αυξημένη στον κατεστραμ-

μένο οστεοαρθριτικό χόνδρο. Ένα τέτοιο μόριο αποτελεί η απακετυλάση των ιστονών 
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4 (HDAC4), η οποία χαρακτηρίζεται ως παράγοντας υπερτροφίας των χονδροκυττά-

ρων και καταστροφής του χόνδρου. Επιπλέον, καταστέλλουν την έκφραση πρωτεα-

σών όπως MMPs και ADAMTS από τα χονδροκύτταρα, ενώ ταυτόχρονα ενισχύουν 

την παραγωγή των συστατικών της ECM όπως κολλαγόνο τύπου ΙΙ και αγκρεκάνες. 

Η καταστολή σηματοδοτικών μονοπατιών αποτελεί μια ακόμα συμβολή τους στην 

αναγέννηση του χόνδρου. Δύο από τα βασικά μονοπάτια που καταστέλλονται από τα 

μικρά μη κωδικά RNA αποτελούν τα NF-kβ και MAPK. Όσον αφορά το MAPK μο-

νοπάτι, η καταστολή του αίρει τον φαινότυπο γήρανσης που παρατηρείται στον χόν-

δρο ενός ασθενούς με ΟΑ. Έτσι, μειώνεται η παραγωγή πρωτεασών και φλεγμονω-

δών κυτοκινών χαρακτηριστικών των γηρασμένων κυττάρων (IL-1β και IL-6). Απο-

τέλεσμα η καταστολή της IL-1β επαγόμενης καταστροφής του χόνδρου. Επιπρόσθε-

τα, τα microRNA συμβάλουν στην αναγέννηση του αρθρικού χόνδρου καταστέλλο-

ντας την απόπτωση  των χονδροκυττάρων που επάγεται μέσω του ΝF-kβ μονοπατιού. 

Πιο συγκεκριμένα, στοχεύοντας σε μεταγραφικούς παράγοντες όπως ο TNF factor 2, 

αίρεται η ενεργότητα του μονοπατιού με αποτέλεσμα να μειώνεται η έκφραση προ-

αποπτωτικών και να αυξάνεται η έκφραση αντι-αποπτωτικών παραγόντων προστα-

τεύοντας τελικά από την απόπτωση. Τέλος, καταστέλλουν την δράση της συνθετάσης 

του νιτρικού οξέος στα χονδροκύτταρα, συμβάλλοντας στην μείωση της παραγωγής 

νιτρικού οξέος, προστατεύοντας τον χόνδρο (Endisha et al., 2018; Razmara et al., 

2019; Swingler et al., 2019; Wu et al., 2014). 

Όπως τα miRNA έτσι και τα lncRNA διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην α-

ναγέννηση του αρθρικού χόνδρου. Αυτά εντοπίζονται κυρίως στο κυτταρόπλασμα, 

και δρουν με δύο τρόπους. Αρχικά, στοχεύουν τα mRNA και ρυθμίζουν αρνητικά τη 

μετάφραση πρωτεϊνών. Μελέτες έχουν αποδείξει τον σχηματισμό συμπλόκων με 

πρωτεΐνες (όπως τις CREB), μέσω τον οποίων επάγουν την διαφοροποίηση των με-

σενχυματικών κυττάρων σε χονδροκύτταρα. Επιπλέον, όπως και τα μικρά μη κωδικά 

μόρια RNA στοχεύουν παράγοντες σηματοδοτικών μονοπατιών, τα οποία στην ΟΑ 

είναι ενισχυμένα και τα καταστέλλουν. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα 

Notch, NF-kβ και τα μονοπάτια ιντερφερονών. Ο πολλαπλασιασμός των χονδροκυτ-

τάρων και η διαφοροποίηση των μεσενχυματικών κυττάρων επιτυγχάνεται επίσης και 

μέσω της θετικής ρύθμισης που προκαλούν διαφορα lncRNA στα mRNA σημαντικών 

γονιδίων για αυτές τις διαδικασίες. Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων γονιδίων 

αποτελούν τα MYC, SMAD3, και STAT3. Τα μακρά μη κωδικά RNA μπορούν επί-
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σης να λειτουργήσουν ως «παγίδες» για τα miRNA (sponges), αποτρέποντας έτσι την 

ανασταλτική επίδραση της δέσμευσης των miRNA στα mRNA-στόχους τους. Χαρα-

κτηριστική αποτελεί η καταστολή microRNA, τα οποία, όταν εντοπίζονται αυξημένα, 

εμποδίζουν την διαφοροποίηση των MSCs σε χονδροκύτταρα. Τέλος δεσμεύουν και 

απενεργοποιούν μικρά μη κωδικά μόρια RNA τα οποία συμμετέχουν στην απόπτωση 

των χονδροκυττάρων καθώς και στην παραγωγή πρωτεασών καταστροφής των προ-

ϊόντων της εξωκυττάριας ουσίας (Razmara et al., 2019; J. Zhu et al., 2019). 

1.5.2. Παρακρινής δράση των μη- κωδικών μορίων RNA. 

 
Τα μη κωδικά μόρια RNA έκτος από τα ίδια τα κύτταρα που παράγονται, μπορούν να 

δράσουν και σε γειτονικά. Εμφανίζουν δηλαδή και παρακρινή ρόλο. Η μεταφορά 

τους σε αυτά, μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε μέσω διάχυσης είτε με την βοήθεια 

μικρών εξωκυτταρικών κυστιδίων (EVs). Με αυτό τον τρόπο, τα μόρια αυτά ρυθμί-

ζουν  την δράση των κυττάρων. Έτσι συμβάλλουν σε όλες τις διαδικασίες ανάπλασης 

του εκφυλισμένου ιστού, στοχεύοντας τόσο τα χονδροκύτταρα όσο και άλλους τύ-

πους κυττάρων οι οποίοι συμμετέχουν στον φαινότυπο της ΟΑ (Lara-Barba et al., 

2021). 

Η παρακρινής δράση των μη κωδικών μορίων RNA στα χονδροκύτταρα ομοιάζει την 

δράση τους εντός των κυττάρων που παράγονται. Πιο συγκεκριμένα, καταστέλλουν 

την απόπτωση των κυττάρων ενώ ταυτόχρονα ενισχύουν τον πολλαπλασιασμό των 

χονδροκυττάρων αλλά και την διαφοροποίηση των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων 

για αναγέννηση του χόνδρου. Επιπλέον, καταστέλλοντας απακετυλάσες ιστονών ενι-

σχύουν την ακετυλίωση  αυτών των πρωτεϊνών και πιο συγκεκριμένα της ιστόνης Η3. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, την ενίσχυση των αναβολικών διεργασιών προς την παρα-

γωγή των  πρωτεϊνών της ECM. Η αρνητική ρύθμιση της έκκρισης πρωτεασών, απο-

τελεί μία ακόμα δράση τους (Li et al., 2021).Όσον αφορά τους υπόλοιπους κυτταρι-

κούς πληθυσμούς, τα μη κωδικά μόρια RNA, ελαττώνουν την παραγωγή προ-

φλεγμονωδών μορίων από τα κύτταρα της έμφυτης ανοσίας. Με αυτόν τον τρόπο κα-

ταστέλλουν την φλεγμονή που σημειώνεται στην άρθρωση με ΟΑ, μειώνοντας τον 

πληθυσμό των ενεργοποιημένων μακροφάγων και δενδριτικών κυττάρων. Επιπλέον, 

στοχεύουν τα Τh17 λεμφοκύτταρα, εμποδίζοντας τον πολλαπλασιασμό τους και την 

υπέρτερη παραγωγή κυτοκινών. Τέλος, εμποδίζοντας την δράση του VGEF παράγο-

ντα μειώνουν την ανώμαλη αγγειογένεση που εντοπίζεται στο χόνδρο και στο οστό 
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συμβάλλοντας τελικά στην επιδιόρθωση των δομών αυτών (Born et al., 2020; Lara-

Barba et al., 2021). Γίνεται, επομένως, εύκολα αντιληπτό πως η παρακρινής δράσης 

των μη κωδικών μορίων RNA είναι απαραίτητη όχι μόνο για την αναγέννηση του 

χόνδρου αλλά και για την επιδιόρθωση ολόκληρης της άρθρωσης. 

1.5.3. Ρόλος των μη κωδικών μορίων RNA στην «ανανέωση» (rejuvenation) 

των μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων (MSCs). 

 
Μεταξύ των παραγόντων που παίζουν σημαντικό ρόλο στην «ανανέωση» των MSCs 

ανήκουν τα μη κωδικά μόρια RNA. Μια από τις πρώτες αλλαγές που σημειώνονται 

εξαιτίας της δράσης τους αποτελεί η αποκατάσταση της έκφρασης αντι-γηραντικών 

παραγόντων όπως η τελομεράση, της οποίας η ενεργότητα χάνεται κατά τη γήρανση 

των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων (Okada et al., 2016). Με αυτό τον τρόπο, επα-

ναφέρεται η ικανότητα πολλαπλασιασμού τους (Q. S. Meng et al., 2020). Επιπλέον, 

τα μη κωδικά μόρια RNA, συμβάλλουν στο rejuvenation ρυθμίζοντας και καταστέλ-

λοντας σημαντικά σηματοδοτικά μονοπάτια, τα οποία συμβάλλουν στο φαινότυπο 

της γήρανσης. Ένα από αυτά αποτελεί το mTOR, το οποίο είναι υπεύθυνο για την 

απόπτωση των κυττάρων και το μεταβολισμό των μιτοχονδρίων. Με αυτόν τον τρόπο 

βελτιώνεται η δράση αυτών των κυτταρικών οργανιδίων και μειώνεται η σύνθεση 

ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS), οι οποίες παράγονται υπέρμετρα στα γηρασμένα 

κύτταρα λόγω της δυσλειτουργίας των μιτοχονδρίων, ενισχύοντας περαιτέρω τον 

φαινότυπο (J. Cai et al., 2021; Zhou et al., 2020). Μελέτες έχουν δείξει πως, και η 

ρύθμιση των p53/p21 και p16/RB μονοπατιών από μη κωδικά μόρια RNA κρίνεται 

απαραίτητη για την «ανανέωση» των MSCs. Αποτελεί γεγονός πως η υπέρμετρη ε-

νεργοποίηση αυτών των μονοπατιών συμβάλλει στη γήρανση του κυττάρου (Shang et 

al., 2016). H καταστολή της ηλικιο-συσχετιζόμενης αντίστασης στην ινσουλίνη απο-

τελεί μία ακόμα δράση των μη κωδικών μορίων . Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της αρνη-

τικής ρύθμισης του IGF-1 μονοπατιού, το οποίο είναι συντηρημένο μεταξύ των οργα-

νισμών και ρυθμίζει τη γήρανση. Η αποσιώπηση του κρίνεται απαραίτητη για την 

«ανανέωση» των MSCs (Zhou et al., 2020).  

Τα μη κωδικά μόρια RNA επομένως, διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο στην «ανανέω-

ση» των MSCs, κάτι το οποίο κρίνεται απαραίτητο για τη χρήση τους για θεραπεία, 

καθώς μεταξύ άλλων ενισχύει την ικανότητα επιβίωσής τους στον ιστό που εγχέονται 

(Q. S. Meng et al., 2020).  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



33 
 

2. ΣΚΟΠΟΣ 

 
Σκοπό της παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτελεί η περιγραφή της πολυεπίπεδης 

σχέσης καθώς και του ρόλου των μη-κωδικών μορίων RNA σε μεσεγχυματικά βλα-

στικά κύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα (iΜSCs).  

Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν τα παρακάτω:  

 Διαφοροποίηση επαγόμενων βλαστοκυττάρων (iPSCs) σε μεσεγχυματικά 

βλαστικά κύτταρα προερχόμενα από επαγόμενα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα 

(iMSCs) 

  In silico μελέτη  της αλληλεπίδρασης μεταξύ επιλεγμένων μακρών μη-

κωδικών RNAs (lncRNAs) και μικρών μη-κωδικών (miRNAs) και μεταξύ 

miRNAs και των γονιδίων στόχων τους (mRNA), σε μεσεγχυματικά βλαστικά 

κύτταρα (MSCs) και σε μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα προερχόμενα από 

επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iΜSCs), τα οποία προήλθαν από δείγματα μυελού 

των οστών ατόμων με ΟΑ και υγιών ατόμων. 

 Διερεύνηση της έκφρασης επιλεγμένων lncRNA (όπως το SNHG14) και 

miRNA (όπως το hsa-miR-128-3p), τα οποία βρέθηκε ότι συμμετέχουν σε 

βασικές λειτουργίες των μεσεγχυματικών κυττάρων στην άρθρωση και σχεδι-

ασμός του ανταγωνιστικού δικτύου αλληλεπίδρασης (lncRNA-miRNA-

mRNA) στα iMSCs. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

3.1. Είδη κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν. 

Για την πραγματοποίηση της παρούσας διπλωματικής εργασίας, χρησιμοποιήθηκαν 

τρεις τύποι κυττάρων,  οι οποίοι φαίνονται στον Πίνακα 1. 

 Πίνακας 1: Τύποι κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν 

Τύπος κυττάρων 

Μεσεγχυματικά κύτταρα προερχόμενα από άτομα με οστεοαρθρίτιδα. 

Επαγόμενα μεσεγχυματικά κύτταρα προερχόμενα από υγιή άτομα. 

Επαγόμενα μεσεγχυματικά κύτταρα προερχόμενα από άτομα με οστεοαρθρίτιδα. 

 

Τα μεσεγχυματικά κύτταρα και τα επαγόμενα βλαστοκύτταρα  παράχθηκαν  στα 

πλαίσια προηγούμενου ερευνητικού προγράμματος του εργαστηρίου Κυτταρογενετι-

κής και Μοριακής Γενετικής.  

3.1.1.  Καλλιέργεια και ανακαλλιέργεια των iPSCs 

Η καλλιέργεια των κυττάρων πραγματοποιήθηκε κάτω από ασηπτικές συνθήκες χρη-

σιμοποιώντας θάλαμο νηματικής ροής Bluebeam 4 Class II biohazard cabinet. Επι-

πλέον για τις διαδικασίες αυτές έγινε χρήση της Megafuge φυγόκεντρου της Heraeus 

Instruments και ανάστροφου μικροσκοπίου τύπου Axiovert 5100. Επιπλέον, η ανά-

πτυξη των καλλιεργειών πραγματοποιήθηκε σε κλίβανο με σταθερές συνθήκες και 

πιο συγκεκριμένα, θερμοκρασία 37° C, διοξείδιο του άνθρακα (CO2) 5% και σταθερή 

υγρασία.  

Όταν παρατηρηθεί ότι η πληρότητα των επαγόμενων ολοδύναμων βλαστοκυττάρων 

στην φλάσκα έχει φτάσει στο 85% πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια των κυττάρων 

σε νέες φλάσκες. Για την ανακαλλιέργεια είναι απαραίτητα τα παρακάτω αντιδρα-

στήρια: 

1. Υπόστρωμα μίγματος εξωκυττάριας ουσίας Corning® Matrigel® hESC-

Qualified Matrix, LDEV-free  

2. Θρεπτικό υλικό mTeSR™1  

3. Ένζυμο αποκόλλησης Dispase 1U/ml  
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4.  Θρεπτικό υλικό DMEM/F-12 με 15mM HEPES  

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, DPBS  

Το πρωτόκολλο περιλαμβάνει τις ακόλουθες διαδικασίες. 

• Μια ώρα πριν την ανακαλλιέργεια, γίνεται επίστρωση φλασκών 25cm
2
 με Matrigel  

• Το υλικό καλλιέργειας των κυττάρων αφαιρείται και τα κύτταρα ξεπλένονται με πε-

ρίπου 2ml DPBS για απομάκρυνση τυχόν αιωρούμενων κυττάρων. 

• Τοποθετείται στη φλάσκα 1 ml από το ένζυμο Dispase. Η φλάσκα τοποθετείται στον 

κλίβανο για 1-2 λεπτά με κλειστό καπάκι για να δράσει το ένζυμο, έως ότου τα περι-

θώρια των αποικιών αρχίσουν να σηκώνονται. Ακολουθεί παρατήρηση τους στο ανά-

στροφο μικροσκόπιο. 

• Στη συνέχεια αφαιρείται η Dispase και η φλάσκα ξεπλένεται 2 φορές με DPBS. 

• Ακολουθεί προσθήκη 3 ml DMEM/F-12 για απενεργοποίηση της δράσης του ενζύ-

μου. Χρησιμοποιώντας ξύστρα κυττάρων πραγματοποιείται αποκόλληση των μερι-

κώς αποκολλημένων αποικιών από το υπόστρωμα. Με πιπέττα μιας χρήσης γίνεται 

ξέπλυμα των τοιχωμάτων της φλάσκας με το εναιώρημα, ώστε να σηκωθούν όλες οι 

αποικίες. 

• Το εναιώρημα τοποθετείται σε σωληνάριο πολυπροπυλενίου και πραγματοποιείται 

ξέπλυμα άλλες 2-3 φορές μέχρι να συγκεντρωθούν όλες τις αποικίες. Το εναιώρημα 

φυγοκεντρείται στα 500 x g για 6 λεπτά. 

• Από τις νέες επικαλυμμένες με Matrigel φλάσκες αφαιρείται το DMEM/F-12 και 

προστίθεται φρέσκο υλικό καλλιέργειας mTeSR1. 

• Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης το υπερκείμενο αφαιρείται και το ίζημα αναδια-

λύεται με mTeSR1 προσεκτικά, ώστε να μην σπάσουν τελείως τα συσσωματώματα. 

• Τέλος τα κύτταρα μοιράζονται στις καινούριες φλάσκες και τοποθετούνται στον 

κλίβανο. Ακολουθεί καθημερινή ανανέωση του θρεπτικού μέσου με 4ml mTeSR1. 

3.1.2. Δημιουργία εμβρυoνικών σωματίων. 

 
Απαραίτητο βήμα, για τη διαφοροποίηση των iPSCs σε iMSCs  είναι ο σχηματισμός 

των εμβρυονικών σωματίων. Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την επα-

γωγή των εμβρυονικών σωματίων ήταν τα εξής: 

1. Knockout Serum Replacement, KSR  

2. 2-Mercaptoethanol, 55mM  

3. L-Glutamine, 200mM  
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4. Knockout DMEM  

5. Bone Morphogenetic Protein 4, BMP-4  

6. MEM Non-essential aminoacids (NEAA)  

7. Ένζυμο αποκόλλησης Dispase 1U/ml  

Προκειμένου να παραχθούν τα ΕΣ ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο. 

• Αρχικά, προετοιμάζεται το υλικό διαφοροποίησης των iPSCs σε εμβρυονικά σωμά-

τια. Οι ακριβείς ποσότητες των συστατικών περιγράφονται στον Πίνακα 2: 

 

Πίνακας 2: Η τελική σύσταση του θρεπτικού μέσου διαφοροποίησης. 

Συστατικά Τελική συγκέντρωση Όγκος 

Knockout DMEM 1X 2400μl 

Knockout Serum Replace-

ment 

20% 600μl 

NEAA 1% 30μl 

L-Glutamine 1mM 30μl 

2-Mercaptoethanol 0.1 mM 5,4μl 

 

• Σε κάθε τρυβλίο χαμηλής προσκόλλησης προστίθενται 3 ml υλικού διαφοροποίη-

σης. 

• Από τη φλάσκα με τα αδιαφοροποίητα ολοδύναμα κύτταρα αφαιρείται το mTeSR1 

και συλέγονται τα κύτταρα, με την χρήση του ενζύμου Dispase με προσοχή  ώστε να 

μη σπάσουν τα συσσωματώματα. 

• Τα συσσωματώματα μεταφέρονται με την χρήση πιπέττας μια χρήσης στο τρυβλίο 

χαμηλής προσκόλλησης και τοποθετούνται στον κλίβανο. 

• Μετά από 24 ώρες, πραγματοποιείται αλλαγή του υλικού των εμβρυονικών σωμα-

τίων αφαιρώντας το εναιώρημα των κυττάρων και φυγοκεντρώντας στις 320 x g 

(1300 rpm) για 2 λεπτά. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο αφαιρεί-

ται με προσοχή, και το ίζημα αναδιαλύεται σε νέο θρεπτικό χωρίς ανάδευση ώστε να 

μην καταστραφούν τα σχηματισμένα σωμάτια. Στο θρεπτικό έγινε και προσθήκη 2μl 

BMP-4 για ενίσχυση του μεσοδέρματος. Το ίζημα τοποθετείται στο τρυβλίο με υλικό 

διαφοροποίησης και επωάζεται στον κλίβανο. 
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• Ακολουθεί καθημερινή μικροσκοπική παρατήρηση των εμβρυονικών σωματίων στο 

ανάστροφο μικροσκόπιο και ανανέωση του υλικού κάθε 2 μέρες προσθέτοντας BMP-

4. Τα σωμάτια μπορούν να διατηρηθούν σε αυτές τις συνθήκες έως 7 ημέρες. 

3.1.3. Μεταφορά εμβρυονικών σωματίων σε ζελατίνη. 

 
Όταν τα εμβρυονικά σωμάτια αποκτήσουν το κατάλληλο μέγεθος και ταυτόχρονα 

έχει πραγματοποιηθεί  σε αυτά επιτυχώς η επαγωγή του μεσοδέρματος, μεταφέρονται 

σε φλάσκες καλυμμένες με ζελατίνη ώστε να πραγματοποιηθεί η τελική ανάπτυξη 

των iMSCs. Για τη μεταφορά αυτή, χρειάζονται τα παρακάτω αντιδραστήρια: 

1. Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, DPBS  

2. Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF (FGF-2)  

3. MEM Non-essential aminoacids (NEAA)  

4. Gelatin 0.1% in water  

5. Knockout Serum Replacement, KSR  

Η μεταφορά στην ζελατίνη και η ανάπτυξη των iMSCs πραγματοποιείται ως εξής: 

• Αρχικά, σε νέα φλάσκα καλλιέργειας 25cm
2
 πραγματοποιείται επίστρωση με ζελα-

τίνη. Πιο συγκεκριμένα, προστίθενται 3ml διάλυματος 0.1% ζελατίνης και η φλάσκα 

αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για 20 λεπτά. Έπειτα η ζελατίνη αφαιρείται και 

ακολουθεί στέγνωμα του διαλύματος με ανοιχτό καπάκι σε ασηπτικές συνθήκες. 

• Όταν απομακρυνθεί όλο το υγρό, τοποθετείται στη φλάσκα 5 ml υλικού διαφορο-

ποίησης σε iMSCs, το οποίο περιέχει 4 ml DMEM/F12 εμπλουτισμένο με 0.5ml 

KSR, 0.4 μl (5ng/ml) FGF-2, 25 μl (1mM) L-Glutamine  και 50μl (1%) NEAA. 

• Tα Εμβρυονικά σωμάτια συλλέγονται από το τρυβλίο χαμηλής προσκόλλησης α-

φαιρώντας το εναιώρημα των κυττάρων, ξεπλένοντας με DPBS το τρυβλίο και φυγο-

κεντρώντας στις 320 x g (1300 rpm) για 2 λεπτά. Το υπερκείμενο αφαιρείται και το 

ίζημα αναδιαλύεται σε υλικό διαφοροποίησης iMSCs. Τέλος, με μια αποστειρωμένη 

σύριγγα με βελόνα 21G, τα σωμάτια διαχωρίζονται. 

• Τα ΕΣ τοποθετούνται στην νέα φλάσκα και επωάζονται στον κλίβανο. Πραγματο-

ποιείται αλλαγή υλικού κάθε 3 ημέρες. 
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3.2. Βιοπληροφορική αναζήτηση  microRNA, mRNA στόχων και lncRNA  

• H αναζήτηση των μη- κωδικών μορίων RNA έγινε με βάση γονίδια τα οποία 

βρέθηκαν πειραματικά ότι εμφανίζουν διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ ΟΑ-MSCs 

και iMSCs, μετά από αλληλούχιση ολικού RNA με την τεχνολογία NGS στο πλαίσιο 

άλλης μελέτης.  

Για την εύρεση των μη- κωδικών μορίων πραγματοποιήθηκε βιοπληροφορική ανάλυ-

ση. Πιο συγκεκριμένα, η αναζήτηση των microRNA έγινε στη βάση δεδομένων mir-

Walk , η οποία προσφέρει τις εξής δυνατότητες: 

1. Εύρεση των microRNA που στοχεύουν ένα συγκεκριμένο γονίδιο. 

2. Εύρεση των γονιδίων που στοχεύει ένα microRNA.  

3. Δημιουργία δικτύων microRNA-γονιδίων.  

4. Μελέτη της αλληλεπίδρασης γονιδίων και microRNA που σχετίζονται με μια 

νόσο. 

Για την αναζήτηση ακολουθήθηκαν τα παρακάτω βήματα: 

 

Εικόνα 6: Το περιβάλλον της βάσης δεδομένων mirWalk και οι επιλογές αναζήτησης που 

προσφέρει. Ο κύκλος υποδηλώνει την επιλογή αναζήτησης που χρησιμοποιήθηκε. 

• Στη συνέχεια αφού γίνει καταγραφή των γονιδίων προκύπτει μια λίστα mi-

croRNA, τα οποία στοχεύουν τα επιθυμητά γονίδια (Εικόνα 8). Σε αυτή τη λίστα 

πραγματοποιείται φιλτράρισμα των δεδομένων με βάση τρεις παραμέτρους: 
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1. Το prediction score, δηλαδή το score που δηλώνει το πόσο ειδικά συν-

δέεται το microRNA με το mRNA του γονιδίου στόχου. Επιλέγεται ως κατώ-

τερο όριο το 0.8.  

2. Τη θέση (position), η οποία αφορά την περιοχή που συνδέεται το    

microRNA στο mRNA. Για τον σκοπό του πειράματος επιλέγονται και οι 

τρείς περιοχές (3’ UTR, 5’UTR, Coding region) διαδοχικά. 

3. Τη διασταύρωση με άλλες βάσεις για μεγαλύτερη εγκυρότητα του α-

ποτελέσματος. Εδώ επιλέγονται οι δύο από τις τρεις και πιο συγκεκριμένα οι 

MirDB και Targetscan, βάσεις οι οποίες προβλέπουν τους στόχους των mi-

croRNAs. 

 

Εικόνα 7: το πλαίσιο αναζήτησης microRNA βάση γονιδίων 
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Εικόνα 8: Η λίστα microRNA. Στην πρώτη στήλη καταγράφονται τα ονόματα των mi-

croRNA, στη δεύτερη ο κωδικός τους στη βάση δεδομένων NCBI, στην τρίτη το γονίδιο στό-

χος, στην πέμπτη το prediction score, στην έκτη η θέση πρόσδεσης και στην έβδομη η ακρι-

βής περιοχή πρόσδεσης. Στις 3 τελευταίες στήλες σημειώνονται οι σύνδεσμοι του κάθε mi-

croRNA στις άλλες βάσεις δεδομένων. 

Όσον αφορά την αναζήτηση των lncRNA, αυτή πραγματοποιήθηκε στη βάση δεδο-

μένων «LncBase v.3-Dianna Tools». Αυτή η βάση δεδομένων προσφέρει τις εξής δυ-

νατότητες: 

1. Εύρεση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ lncRNA και microRNA και οπτικοποί-

ηση τους σε διάγραμμα. 

2. Εύρεση πληροφοριών σχετικά με τους ιστούς που αυτά εκφράζονται και τη 

θέση που εντοπίζεται η δράση τους στο κύτταρο (πυρήνας/κυτταρόπλασμα). 

Και σε αυτή την περίπτωση τα αποτελέσματα οπτικοποιούνται σε διαγράμμα-

τα. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 9, αρχικά καταγράφεται στο πλαίσιο αναζήτησης 

«lncRNA», το επιθυμητό μόριο και επιλέγεται φιλτράρισμα με βάση το είδος του ορ-

γανισμού, στο οποίο πραγματοποιείται η αναζήτηση (εδώ Homo sapiens). 
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Εικόνα 9: Το περιβάλλον της βάσης δεδομένων LncBase v.3-Dianna Tools, με το φίλτρο που 

επιλέγεται. 

Από την αναζήτηση προκύπτει μια λίστα με όλα τα microRNA που στοχεύει το κάθε 

ένα από τα lncRNA. Από αυτά επιλέγονται μόνο όσα έχουν υψηλή ειδικότητα σύνδε-

σης στο microRNA στόχο (Εικόνα 10). Η τελική λίστα μακρών μη κωδικών μορίων 

RNA αποτελείται από αυτά που στοχεύουν microRNA τα οποία εντοπίζονται εξίσου 

στις 2 βάσεις δεδομένων (LncBase v.3-Dianna Tools και mirWalk). 

Από αυτή τη λίστα, τα μη κωδικά μόρια RNA που επιλέγονται για τους σκοπούς της 

παρούσας εργασίας, προέρχονται από βιβλιογραφική έρευνα του ρόλου και των μο-

νοπατιών που συμμετέχουν στην άρθρωση. Με αυτόν τον τρόπο επιλέχτηκε για περε-

ταίρω μελέτη το hsa-miR-128-3p καθώς και τα lncRNA που το στοχεύουν. 
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Εικόνα 10: Η λίστα microRNA που στοχεύει κάθε lncRNA. 

3.3. Διερεύνηση έκφρασης μη κωδικών μορίων RNA 

3.3.1. Απομόνωση RNA 

Για την πραγματοποίηση της απομόνωσης χρησιμοποιήθηκαν τα εξής αντιδραστήρια: 

1. Trizol (Life Technologies) 

2. Χλωροφόρμιο (Merck) 

3. Ισοπροπυλική αλκοόλη (Amersco) 

4. 70% αιθανόλη (Scharlau)  

5. RNase-free water (Qiagen) 

6. Θρυψίνη (Gibco, 253000054) 

7. Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, DPBS  

 

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η απομόνωση του RNA από τα κύτταρα, οι καλ-

λιέργειες επεξεργάζονται σύμφωνα με το ακόλουθο πρωτόκολλο: 

• Αρχικά το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας αφαιρείται, και προστίθενται περίπου 

5ml DPBS, για να ξεπλυθεί η επιφάνεια. Μετά το πέρας της πλύσης αφαιρείται προ-

σεκτικά με πιπέττα μιας χρήσης. 

• Έπειτα προστίθενται 2ml θρυψίνης προκειμένου να συλλεχθούν τα κύτταρα καθώς 

το ένζυμο διασπά τη σύνδεση των κυττάρων με την επιφάνεια προσκόλλησης της 

φλάσκας.  
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• Ακολουθεί επώαση στον κλίβανο για 5 με 10 λεπτά, μικροσκοπικός έλεγχος και 

προσθήκη 5ml θρεπτικού υλικού DMEM/F12 ώστε να ανασταλεί η δράση του ενζύ-

μου. 

• Επόμενο βήμα η συγκέντρωση του «pellet» των κυττάρων με φυγοκέντρηση στα 

1500g για 6 λεπτά. 

• Το υπερκείμενο απομακρύνεται, και ακολουθεί μια πλύση του ιζήματος των κυττά-

ρων με 5ml DPBS και φυγοκεντρηση στα 1500g για 6 λεπτά. 

• Τέλος προστίθεται 1ml Trisol και πραγματοποιείται έντονη ανάδευση με vortex για 

λύση των κυττάρων και μετουσίωση των πρωτεϊνών. 

• Τα δείγματα μεταφέρονται σε σωληνάριο των 2mL (eppendorf) 

• Έπειτα προστίθενται 0,2ml χλωροφορμίου (για κάθε 1ml Trizol) προκειμένου να 

μεταφερθεί το RNA από το ίζημα στο υπερκείμενο και πραγματοποιείται ανάδευση 

με vortex. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 15 λεπτά στους 4
ο
C. 

Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε eppendorf των 

2ml. 

• Στη συνέχεια προστίθενται 0,5ml ισοπροπυλικής αλκοόλης (για κάθε 1ml Trizol) 

για κατακρήμνιση του RNA και τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 12000 στροφές 

για 10 λεπτά στους 4
ο
C. 

• Το υπερκείμενο απομακρύνεται και ακολουθεί ξέπλυμα του με 1ml 70% αιθανόλης 

για καθαρισμό του RNA. 

• Τα δείγματα αναδεύονται και φυγοκεντρούνται στις 10000 στροφές για 10 λεπτά 

στους 4
0
C. 

• Το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα eppendorf τοποθετούνται για στέγνωμα στον 

κλίβανο, μέχρι να εξατμιστεί η αιθανόλη. 

• Τέλος, το RNA διαλύεται σε 30μl RNase-free water και επωάζεται για 10 λεπτά 

στους 57
0
C στο υδατόλουτρο. 

• Μέχρι να χρησιμοποιηθούν, τα δείγματα αποθηκεύονται στους -80
0
C. 

3.3.2. Έλεγχος ποιότητας απομονωμένου RNA. 

 
Για τον έλεγχο ποιότητας του απομονωμένου RNA χρησιμοποιήθηκε ο αναλυτής 

Bioanalyzer Agilent 2100 και το RNA 6000 Nano kit. Για την πραγματοποίηση του 

ελέγχου είναι απαραίτητα τα παρακάτω αντιδραστήρια. 

1. Πλακέτα RNA Nano Chip 
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2. Συσκευή εφαρμογής πίεσης (Chip priming station #5065- 4401) 

3. Σωληνάρια φυγοκέντρησης με φίλτρο χωρίς RNAάση. 

4. Διάλυμα καταστροφής RNAασών  (RNaseZAP, Ambion, Inc. cat. no. 9780) 

5. RNase-free water 

6. Μάρτυρας μοριακού βάρους (Agilent RNA 6000 Ladder #5067-1529) 

7. Φθορίζουσα χρωστική (RNA Nano Dye Concentrate) 

8. Μάρτυρας ελάχιστου και μέγιστου μοριακού βάρους (Agilent RNA 6000 

Nano Marker) 

9. Gel ηλεκροφόρησης (Agilent RNA 6000 Nano Gel Matrix) 

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί ο έλεγχος του απομονωμένου RNA ακολουθείται 

το παρακάτω πρωτόκολλο. 

• Αρχικά πραγματοποιείται πλύση των τριχοειδών σωληναρίων του αναλυτή. Η πλύ-

ση περιλαμβάνει δύο στάδια. Στο πρώτο τοποθετούνται στην πλακέτα πλύσης 350μl 

διαλύματος καταστροφής RNAασών (RNaseZAP) και στην συνέχεια η πλακέτα 

αφήνεται στο μηχάνημα για 1 λεπτό. Στο δεύτερο στάδιο τοποθετούνται σε μια δεύ-

τερη πλακέτα πλύσης 350μl RNase-free water και πραγματοποιείται δεύτερη πλύση 

που διαρκεί 10sec. 

• Στη συνέχεια ακολουθεί η προετοιμασία του gel ηλεκτροφόρησης. Σε ένα σωληνά-

ριο ηλεκροφόρησης με φίλτρο τοποθετούνται με την βοήθεια μια πιττέτας 65μl από 

το Agilent RNA 6000 Nano Gel Matrix και το δείγμα φυγοκεντρείται στα 4000rpm 

για 10min. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης η στήλη με το φίλτρο απορρίπτεται. 

• Έπειτα, προστίθεται στο gel 1μl χρωστικής (RNA Nano Dye Concentrate) και το 

μείγμα αναδεύεται με την βοήθεια της συσκευής vortex μέχρι ότου να δημιουργηθεί 

ένα ομοιογενές μείγμα. 

• Από το μείγμα αυτό 9μl τοποθετούνται σε μια πλακέτα RNA Nano Chip στη θέση 

με το σύμβολο «G». 

• Η πλακέτα τοποθετείται στη συσκευή πίεσης, όπου και εφαρμόζεται πίεση για 30sec 

προκειμένου να στεγνώσει το gel. 

• Στη συνέχεια, 9μl gel τοποθετούνται στις δύο θέσεις που βρίσκονται πάνω από την 

θέση «G». 

• Ακολουθεί η φόρτωση 1μl του μάρτυρα μοριακού βάρους στο «πηγαδάκι» που βρί-

σκεται ακριβώς κάτω από τη θέση «G» καθώς και 5μl του μάρτυρα ελάχιστου και 

μέγιστου μοριακού βάρους. 
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• Έπειτα, τα δείγματα προετοιμάζονται με θερμική αποδίαταξη στους 70
ο
C για 2 min 

και 1μl από το κάθε ένα τοποθετείται στα «πηγαδάκια» της πλακέτας που αντιστοι-

χούν στα δείγματα, μαζί με 5μl του μάρτυρα ελάχιστου και μέγιστου μοριακού βά-

ρους. Σε όσες θέσεις δεν τοποθετηθεί δείγμα, αυτό αντικαθίσταται με την αντίστοι-

χη ποσότητα RNase-free water. 

• Η πλακέτα εισάγεται στο μηχάνημα Bioanalyzer Agilent 2100 και επιλέγεται το κα-

τάλληλο πρόγραμμα στον υπολογιστή για την ανάλυση των δειγμάτων RNA. 

 

 

Εικόνα 11: Απεικόνιση της ποιότητας των 7 RNA δειγμάτων με την χρήση RNA 6000 Nano 

Bioanalyzer kit. Οι κορυφές των διαγραμμάτων απεικονίζουν κατά σειρά την αλληλουχία 

μάρτυρα (25nt), την 18S ριβοσωμική υπομονάδα και την 28S ριβοσωμική υπομονάδα. Η 

ποιότητα των δειγμάτων  κρίνεται ως ικανοποιητική  σε όλα τα δείγματα (RNA Integrity 

Number-RIN>8.5) 

3.3.3. Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA). 

Μετά την απομόνωση του RNA ακολουθεί η σύνθεση συμπληρωματικού DNA 

(cDNA) μέσω της μεθόδου της αντίστροφης μεταγραφής (reverse transcription). Η 

αντίδραση πραγματοποιείται σε δύο στάδια και το κύριο ένζυμο που χρησιμοποιήθη-

κε ήταν η αντίστροφη μεταγραφάση SuperScript III. Για εκκινητές χρησιμοποιήθη-

καν αλληλουχίες stem loop τεχνολογίας ειδικοί για κάθε μη κωδικό μόριο RNA. Συ-

μπληρωματικό DNA συντίθεται και για το microRNA U6, το οποίο χρησιμοποιείται 

ως «γονίδιο αναφοράς», επειδή εκφράζεται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους. Το 

μηχάνημα στο οποίο πραγματοποιήθηκε η σύνθεση cDNA είναι το Veriti 96-Well 

Thermal Cycler της εταιρίας Applied Biosystems. Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων 
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που χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση της αντίδρασης κάθε δείγματος ανα-

γράφονται παρακάτω: 

1
ο 
στάδιο σύνθεσης συμπληρωματικού DNA 

1. Stem loop primers: 1μl (οι αλληλουχίες καταγράφονται στον Πίνακα 3) 

2. dNTPs: 1μl 

3. RNA κάθε δείγματος (ο ακριβής όγκος για κάθε δείγμα καταγράφεται στον 

πίνακα 4) 

4. dH20 μέχρι τελικού όγκου 13μl 

 

Πίνακας 3: Καταγραφή των αλληλουχιών των stem loop primer που χρησιμοποιήθη-

καν. 

MicroRNA Αλληλουχία stem loop primer 

U6 5’-CACGGAAGCCCTCACACCGTGTCGTTC-3’ 

miR-128-3p 5’-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATT 

CAGTTGAGAAAAGAGA-3’ 

 

Πίνακας 4: Καταγραφή της ποσότητας RNA κάθε δείγματος που χρησιμοποιήθηκε. 

Κωδικός δείγματος Ποσότητα RNA (μl) 

MOA13 3μl 

MOA7 5μl 

MOA1 3μl 

BMS-MOA7 3μl 

MOA4 2μl 

Thal1 3μl 

B3A 2μl 

 

2
ο
 στάδιο σύνθεσης συμπληρωματικού DNA 

1. 5x Buffer: 4μl 

2. DTT: 9μl 

3. SuperScript III (200U/μl): 0,5μl 
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Η σύνθεση του cDNA πραγματοποιείται με βάση το ακόλουθο πρωτόκολλο: 

• Αρχικά, τοποθετούνται σε eppendorf όλα τα αντιδραστήρια κάθε δείγματος για τον 1
ο
 

κύκλο της αντίδρασης (συνολικός όγκος 13μl). 

• Έπειτα, τα δείγματα θερμαίνονται στους 65
ο
C για 5 λεπτά προκειμένου να αναδιατα-

χτούν οι δευτεροταγείς δομές του RNA. 

• Μετά το πέρας αυτών, παραμένουν στον πάγο για 5 λεπτά ώστε να σταματήσει η 

αντίδραση. 

• Στο 2
ο
 στάδιο της αντίδρασης, προστίθενται τα υπόλοιπα αντιδραστήρια (συνολικός 

όγκος 18.5μl) και τα eppendorf τοποθετούνται στον θερμοκυκλοποιητη όπου πραγμα-

τοποιείται η σύνθεση του cDNA ακολουθώντας τα παρακάτω στάδια: 

⁃ 25
ο
C, 5 λεπτά 

⁃ 50
ο
C, 60 λεπτά 

⁃ 70
ο
C, 15 λεπτά 

⁃ 4
ο
C  

Για την επιβεβαίωση της σύνθεσης του cDNA πραγματοποιείται ενίσχυση των αλλη-

λουχιών που αντιστοιχούν στα μη κωδικά RNA με τη χρήση primers μέσω της τεχνι-

κής της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Πρόκειται για μια τεχνική, ό-

που μέσω επαναλαμβανόμενων κύκλων αύξησης και μείωσης της θερμοκρασίας επι-

τυγχάνεται η επιμήκυνση ενός τμήματος DNA μέσω της χρήσης κατάλληλων ευκίνη-

των οι οποίοι υβριδοποιούνται δεξιά και αριστερά του τμήματος που θα ενισχυθεί. 

Εκτός από το εκμαγείο DNA (cDNA σε αυτή την περίπτωση) και τους εκκινητές 

προστίθενται νουκλεοτίδια και η κατάλληλη DNA πολυμεράση. Την πιο συνηθισμένη 

αποτελεί η Taq πολυμεράση, η οποία προέρχεται από το βακτήριο Thermus 

aquaticus. Η ευρεία χρήση της οφείλεται στο γεγονός ότι είναι θερμοανθεκτική και 

λειτουργική στις υψηλές συνθήκες αποδιάταξης της αλυσίδας του DNA. 

Κάθε μείγμα της αντίδρασης περιέχει: 

⁃ cDNA 2μl 

⁃ Εκκινητής Forward 1μl 

⁃ Εκκινητής Reverse 1μl 

⁃ Μaster Mix (Dream Taq Green MM) 12,5 μl 

⁃ Δις απεσταγμένο νερό 7,5 μl 

Οι συνθήκες PCR που εφαρμόζονται για την ενίσχυση των δειγμάτων είναι οι εξής: 
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 Αποδιάταξη στους 95
ο
C για 90sec 

 Ακολουθούν 35 κύκλοι: 

⁃ Αποδιάταξη στους 95
o
C για 30sec 

⁃ Υβριδισμός εκκινητών στους 60
o
C για 30sec 

⁃ Επιμήκυνση στους 72
o
C για 60sec 

 Τελική επιμήκυνση στους 72
o
C για 7 λεπτά 

 Τερματισμός αντίδρασης στους 4
ο
C 

Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης της PCR, για τον έλεγχο της παρουσίας των επι-

θυμητών τμημάτων, πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 3% με 

χρήση μάρτυρα πρότυπου μοριακού βάρους 50bp (GeneON, Ludwigshafen, 

Germany). Στην Εικόνα 12 απεικονίζεται το αποτέλεσμα των ηλεκτροφορήσεων των 

δύο μη κωδικών μορίων: του microRNA αναφοράς U6 (αριστερά) και του hsa-miR-

128-3p (δεξιά). Όπως γίνεται φανερό, σε όλα τα δείγματα εντοπίζονται τα συγκεκρι-

μένα microRNA. Επιπλέον, όλες οι μπάντες τόσο για το U6 όσο και για το 

microRNA 128-3p εντοπίζονται στο αναμενόμενο μέγεθος. 

 

Εικόνα 12: Ηλεκτροφόρηση του microRNA U6 (αριστερά) και του hsa-miR-128-3p (δεξιά). 

3.3.4. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου (real-time 

PCR). 

H αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time polymerase 

chain reaction), πρόκειται για μια τεχνική, η οποία χρησιμοποιείται για τον πολλα-

πλασιασμό και την ποσοτικοποίηση ενός μορίου DNA. Η μέθοδος της real time PCR 

βασίζεται στην απλή Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR). Χαρακτηριστικό 

της αποτελεί το γεγονός, ότι το πολλαπλασιαζόμενο DNA ποσοτικοποιείται σε πραγ-

ματικό χρόνο, στην εκθετική φάση, στο τέλος κάθε κύκλου της αντίδρασης. Η real-
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time PCR στηρίζεται στη χρήση ειδικών φθοριζουσών ουσιών, με πιο συχνά χρησι-

μοποιούμενες αυτές που προσδένονται στο DNA, καθώς και στην ανίχνευση του σή-

ματος του φθορισμού που παράγεται από την σύνδεση. Αύξηση στην ανίχνευση του 

σήματος παρατηρείται στο στάδιο επιμήκυνσης, όπου το DNA πολλαπλασιάζεται με 

αποτέλεσμα να προσδένονται σε αυτό όλο και περισσότερα μόρια χρωστικής. Ωστό-

σο, εκτός από τις τεχνικές που χρησιμοποιούν φθορίζουσες ουσίες που παρεμβάλλο-

νται στο DNA, υπάρχουν και άλλες, οι οποίες βασίζονται στη χρήση Μοριακών ση-

ματοδοτών, Μορίων υβριδισμού και υδρολυόμενων μορίων. Στο τέλος της αντίδρα-

σης, σχηματίζεται μια γραφική παράσταση πολλαπλασιασμού (amplification plot), 

ένα γράφημα δηλαδή του σήματος φθορισμού συναρτήσει του αριθμού των κύκλων 

της αντίδρασης. Σημαντικό σημείο της παράστασης αποτελεί το Ct (Cycle threshold), 

το οποίο αντιστοιχεί στον κύκλο της αντίδρασης, όπου ο αριθμός των αντιγράφων 

του DNA είναι τέτοιος ώστε να γίνει ανιχνεύσιμο το σήμα. Η τιμή Ct είναι απαραίτη-

τη για τη σχετική ποσοτικοποίηση, δηλαδή για την συγκριτική ανάλυση της έκφρα-

σης ενός γονιδίου σε ένα δείγμα, σε σχέση με ένα άλλο δείγμα calibrator (βαθμονο-

μητής). Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται η μέθοδος συγκριτικού Ct, η οποία ορίζε-

ται από τον τύπο ΔΔCt=Δctδειγμ.-Δctcalibrator.) με την χρήση ενός γονιδίου αναφο-

ράς (σταθερής έκφρασης) για κανονικοποίηση. 

Στην παρούσα εργασία, η Real-Time PCR χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση 

της έκφρασης των μικρών μη κωδικών μορίων RNA U6 και  hsa-miR-128-3p. Για 

την πραγματοποίηση της αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε η συσκευή ABI 7300 (Ap-

plied Biosystems, Foster City, CA, USA) και η φθορίζουσα χρωστική SYBR Green η 

οποία απορροφά στα 497nm και προσδένεται στο δίκλωνο DNA. Η διαδικασία της 

PCR αποτελείται από επαναλαμβανόμενους κύκλους, καθένας από τους οποίους πε-

ριλαμβάνει τα εξής στάδια: 

1. Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 94-95
0
C 

2. Σύνδεση των εκκινητών σε θερμοκρασία ανάλογη της σύνθεσής τους. 

3. Θέρμανση του μίγματος στους 68-72
0
C, ώστε η Taq πολυμεράση να 

πραγματοποιήσει την αντιγραφή του DNA, με χρήση dNTPs 

Αξίζει να σημειωθεί πως η χρονική διάρκεια κάθε σταδίου δεν είναι συγκεκριμένη, 

αλλά εξαρτάται κάθε φορά από το μήκος (bp) του DNA-τμήματος που πρόκειται να 

ενισχυθεί. 
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Για την πραγματοποίηση της real time PCR είναι απαραίτητα τα παρακάτω αντιδρα-

στήρια: 

1. cDNA των δειγμάτων 

2. SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).   

3. Εκκινητές (5μM) για τα μη κωδικά μόρια RNA, οι αλληλουχίες των οποίων 

καταγράφονται στον Πίνακα 5. 

4. Δις απεσταγμένο νερό (ddH2O) (DEMO S.A.) 

Πίνακας 5: Αλληλουχίες εκκινητών για την real time PCR. 

MicroRNA Forward primer Reverse primer 

U6 5’GCTTCGGCAGCACATATAC 

TAAAAT-3’ 

5’-CTCACACCGTGTCGTTCCA-3’ 

miR-128-3p 5’ACACTCCAGCTGGGTCAC 

AGTGAACCGGTC-3’ 

5’TGGTGTCGTGGAGTCG-3’ 

 

Tο πρωτόκολλο που ακολουθείται για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγ-

ματικού χρόνου περιγράφεται παρακάτω. 

• Τα μείγματα της αντίδρασης προετοιμάζονται, παρασκευάζοντας διαφορετικό μείγμα 

με διαφορετικούς εκκινητές για κάθε μη κωδικό RNA. Σε κάθε μείγμα περιέχονται 

5μl SYBR Select Master Mix, 0,3μl του forward εκκινιτή, 0,3μl του reverse εκκινιτή 

και 2,4μl ddH2O. 

• Στην συνέχεια 8μl του μείγματος τοποθετείται σε κάθε πηγαδάκι του ειδικού πιάτου 

Real Time PCR 96 θέσεων. 

• Έπειτα προστίθενται 2μl από το κατάλληλο δείγμα cDNA σε κάθε πηγαδάκι και 

πραγματοποιείται ανάδευση με την χρήση πιπέττας. 

• Το πιάτο τοποθετείται στο μηχάνημα Real Time PCR όπου ακολουθείται το εξής 

πρόγραμμα:  

 Aποδιάταξη στους 95
0
C 

 45 κύκλοι με 3 στάδια στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλλη-

λουχίας-στόχου 

⁃ Αποδιάταξη στους 95
0
C  

⁃ Υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 60
0
C  

⁃ Επιμήκυνση στους 72
0
C  
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 Τελική επιμήκυνση στους 72
0
C  

3.3.5. Στατιστική ανάλυση. 

Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε χρήση του στατιστικού προ-

γράμματος SPSS και πιο συγκεκριμένα η μη παραμετρική δοκιμασία Mann Whitney 

test. Η τιμή p-value<0,05 ορίστηκε ως όριο στατιστικής σημαντικότητας. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1. Καλλιέργεια των επαγόμενων ολοδύναμων βλαστοκυττάρων (iPSCs). 

Πρώτο βήμα για την ανάπτυξη των iMSCs αποτέλεσε η καλλιέργεια των iPSCs, που 

δημιουργήθηκαν στα πλαίσια προηγούμενου ερευνητικού project, μέχρι ο αριθμός 

κυττάρων να φτάσει σε ικανοποιητικό βαθμό, ώστε να πραγματοποιηθεί η διαφορο-

ποίησή τους σε μεσεγχυματικά κύτταρα. Η ανάπτυξη τους και οι επακόλουθες αλλα-

γές στη μορφολογία τους παρατηρούνταν καθημερινά με την χρήση του ανάστροφου 

οπτικού μικροσκοπίου και του 40x φακού.  

Η πρώτη παρατήρηση έγινε την πρώτη μέρα καλλιέργειας τους, δηλαδή 24h μετά το 

ξεπάγωμα και τη τοποθέτηση τους σε 25T φλάσκες με θρεπτικό υλικό mTeSR1 και 

αναστολέα του μονοπατιού ROCK (Rho inhibitor). Στην Εικόνα 13 απεικονίζεται μια 

αποικία iPSCs, όπου τα iPSCs κύτταρα προήλθαν μετά από επαναπρογραμματισμό 

ΜSCs ατόμου με οστεοαρθρίτιδα. Η αποικία φαίνεται πως έχει ένα χαρακτηριστικό 

«ατρακτοειδές» σχήμα με προεξοχές, κάτι το οποίο οφείλεται στην προσθήκη του α-

ναστολέα Rho. Αξίζει να σημειωθεί, πως γύρω από την αποικία γίνεται φανερός ο 

χαρακτηριστικός λευκός, φωτεινός δακτύλιος κάτι το οποίο είναι αναμενόμενο αφού 

τα κύτταρα αυτά είναι σε αδιαφοροποίητη κατάσταση. 

 

Εικόνα 13: Αποικία iPSCs προερχόμενα από άτομα με ΟΑ, 24h μετά το ξεπάγωμα. Φωτο-

γραφία ανάστροφου οπτικού μικροσκοπίου με χρήση 40x φακού. 

Από την ημέρα αυτή και έπειτα, η καλλιέργεια των iPSCs παρατηρούνταν καθημερι-

νά με τη χρήση του ανάστροφου οπτικού μικροσκοπίου. Ενδεικτικά, στην Εικόνα 14 

παρουσιάζεται η αποικία της Εικόνας 13, την 2
η
 (αριστερά) και την 3

η
 (δεξιά) μέρα 
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καλλιέργειας. Από αυτές τις φωτογραφίες γίνεται εύκολα αντιληπτό, πως το μέγεθος 

της αποικίας έχει αυξηθεί. Επιπλέον, εντοπίζεται και μια ακόμα σημαντική διαφορά: 

οι αποικίες δεν έχουν πια τη χαρακτηριστική «ατρακτοειδή» μορφή με τις προεξοχές 

που είχαν την πρώτη μέρα καλλιέργειας. Αντίθετα, είναι σφαιρικές με λιγότερες μι-

κρές προεξοχές την 2
η
 μέρα (αριστερά) και σχεδόν καθόλου προεξοχές την 3

η
 (δεξιά). 

Αυτό οφείλεται στην προσθήκη θρεπτικού χωρίς αναστολέα Rho. Στην Εικόνα 15 

απεικονίζονται οι αποικίες των iPSCs μετά την ανακαλλιέργεια τους, όπου έχουν 

σπάσει σε μικρότερες. Μορφολογικά ομοιάζουν αυτές της Εικόνας 14 εφόσον το 

θρεπτικό που χρησιμοποιείται και μετά την ανακαλλιέργεια τους δεν περιέχει ανα-

στολέα Rho. 

 

Εικόνα 14: Αποικία iPSCs προερχόμενα από άτομα με ΟΑ, την 2
η
 (αριστερά) και την 3

η 
(δε-

ξιά) μέρα καλλιέργειας. Φωτογραφία οπτικού ανάστροφου μικροσκοπίου με χρήση 40x φα-

κού.  

 

Εικόνα 15: Αποικίες iPSCs προερχόμενα από άτομα με ΟΑ μετά την ανακαλλιέργεια τους σε 

νέα φλάσκα. Φωτογραφία οπτικού ανάστροφου μικροσκοπίου με χρήση 40x φακού. 
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4.1.1. Σχηματισμός των εμβρυονικών σωματίων (Embryoid bodies). 

 
H διαφοροποίηση των iPSCs σε iMSCs πραγματοποιήθηκε μέσω της δημιουργίας 

εμβρυονικών σωματίων. Στην Εικόνα 16 απεικονίζονται οι δομές των εμβρυονικών 

σωματίων όπως φαίνονται στον 40x φακό του ανάστροφου οπτικού μικροσκοπίου. 

Όπως γίνεται αντιληπτό από την εικόνα, τα σωμάτια έχουν χαρακτηριστική σφαιρική 

δομή γεγονός που οφείλεται στο ότι προσομοιάζουν το στάδιο της γαστριδίωσης στην 

βλαστοκύστη, όπου πραγματοποιείται ο σχηματισμός των τριών βλαστικών δερμά-

των. Αξίζει να σημειωθεί πως δεν καταφέρνουν όλα τα κύτταρα να γίνουν εμβρυονι-

κά σωμάτια. Τα μεμονωμένα κύτταρα πεθαίνουν. Αυτό εμφανίζεται στην εικόνα ως 

μαύρα στίγματα γύρω από τα σχηματισμένα εμβρυονικά σωμάτια. 

 

Εικόνα 16: Τα εμβρυονικά σωμάτια (embryoid bodies) όπως φαίνονται στον 40x φακό του 

ανάστροφου μικροσκοπίου. 

4.1.2. Μεταφορά εμβρυονικών σωματίων σε ζελατίνη και ανάπτυξη των επαγό-

μενων μεσεγχυματικών κυττάρων. 

 
Στην Εικόνα 17 απεικονίζεται η μορφή των εμβρυονικών σωματίων 24h (δεξιά) και 

48h (αριστερά) μετά την μεταφορά τους με σύριγγα σε 25Τ φλάσκα μετά από επί-

στρωση με ζελατίνη. Παρατηρείται πως πλέον δεν είναι σφαιρικά καθώς έχει πραγ-

ματοποιηθεί κατακερματισμός τους με τη βοήθεια της σύριγγας. Επιπλέον, τόσο στη 

δεξιά όσο και στην αριστερή εικόνα φαίνεται πως έχει αρχίσει να πραγματοποιείται 

«άπλωμα» των κυττάρων του μεσοδέρματος πάνω στη ζελατίνη, ώστε να αρχίσουν να 

διαφοροποιούνται σε μεσεγχυματικά με τη βοήθεια του αυξητικού παράγοντα FGF-2. 
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Εικόνα 17: Τα εμβρυονικά σωμάτια μετά την μεταφορά τους σε ζελατίνη 24h (δεξιά) και 48h 

(αριστερά). Τα μεσοδερμικά κύτταρα έχουν ξεκινήσει να απλώνονται πάνω στην ζελατίνη για 

την έναρξη της διαφοροποίησης τους σε iMSCs. Φωτογραφία οπτικού ανάστροφου μικρο-

σκοπίου με χρήση 40x φακού. 

Στην Εικόνα 18 απεικονίζονται τα επαγόμενα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα που 

προέκυψαν, επτά μέρες μετά την μεταφορά των εμβρυονικών σωματίων σε ζελατίνη 

και με χρήση θρεπτικού υλικού εμπλουτισμένου με τον αυξητικό παράγοντα FGF-2. 

H μορφολογία τους είναι η χαρακτηριστική των μεσεγχυματικών κυττάρων. Τα κύτ-

ταρα εμφανίζονται πεπλατισμένα και έχουν επίμηκες σχήμα όπως ακριβώς και τα 

MSCs. 

  

 

 

 

 

 

Εικόνα 18: Επαγόμενα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα (iMSCs). Φωτογραφία οπτικού ανά-

στροφου μικροσκοπίου με χρήση 40x φακού. 
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4.2. Δίκτυο αλληλεπίδρασης μικρών μη κωδικών μορίων RNA (microRNA) και 

γονιδίων με διαφορική έκφραση μεταξύ ΟΑ-MSCs και iMSCs. 

Για τη δημιουργία του δικτύου αλληλεπιδράσεων microRNA και γονιδίων χρησιμο-

ποιήθηκαν δεδομένα από πειραματικό project του εργαστηρίου, στο οποίο μετά από 

αλληλούχιση ολικού RNA με την τεχνολογία του Next Generation Sequencing 

(NGS), προέκυψε μια λίστα γονιδίων με διαφορετική έκφραση μεταξύ ΟΑ-MSCs και 

iMSCs. Στη συνέχεια, τα γονίδια αυτά εισήχθησαν σε βάσεις δεδομένων αναζήτησης 

μικρών μη κωδικών μορίων RNA (mirWalk, MirDB και Targetscan), μέσα από τις 

οποίες προέκυψε μια λίστα microRNA, τα οποία εμφανίζουν συμπληρωματικότητα 

και αλληλεπιδρούν με την 3΄ή την 5΄αμετάφραση περιοχή (ακόμα και την κωδική πε-

ριοχή σε κάποιες περιπτώσεις) των mRNA αυτών των γονιδίων. Τα δεδομένα αυτά 

χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή του δικτύου αλληλεπιδράσεων microRNA με 

γονίδια-στόχους τους (Εικόνας 19) μέσω του προγράμματος Cytoscape. 

Στο δίκτυο αυτό, με πράσινο χρώμα απεικονίζονται τα γονίδια των οποίων η έκφραση 

είναι αυξημένη στα iMSCs σε σχέση με τα OA-MSCs. Αντίστοιχα, με πορτοκαλί 

συμβολίζονται τα γονίδια των οποίων η έκφραση εμφανίζεται μειωμένη στα iMSCs 

συγκριτικά με τα ΟΑ-MSCs. Επιπλέον, με κίτρινο απεικονίζονται τα microRNA. Ό-

σον αφορά την ειδικότητα αλληλεπίδρασης του κάθε microRNA με το mRNA του 

γονιδίου στόχου, αυτή σημειώνεται με διαφορετικό χρώμα, η σημασία του οποίου 

φαίνεται στο υπόμνημα της εικόνας. Αναλυτικότερα, όσο αυξάνεται η ειδικότητα 

πρόσδεσης τόσο γίνεται πιο σκούρο το χρώμα στην κλίμακα των χρωμάτων. 
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Εικόνα 19: Δίκτυο αλληλεπιδράσεων miRNA-γονιδίων. Δημιουργήθηκε μέσω του προγράμ-

ματος Cytoscape v_3.7.2. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



58 
 

4.2.1. Δίκτυο αλληλεπίδρασης του hsa-miR-128-3p με τα γονίδια στόχους του. 

 
Την κατασκευή του παραπάνω δικτύου αλληλεπιδράσεων ακολούθησε η επιλογή ε-

νός microRNA για μελέτη των επιπέδων έκφρασης μέσω real time PCR σε μεσεγχυ-

ματικά κύτταρα προερχόμενα από άτομα με οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ-MSCs) και σε επα-

γόμενα μεσεγχυματικά κύτταρα προερχόμενα από υγιή άτομα (iMSCs(normal)) και 

άτομα που νοσούν (iMSCs(OA)). Έτσι, στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής ερ-

γασίας επιλέχθηκε για μελέτη το hsa-miR-128-3p. Η επιλογή βασίστηκε σε βιβλιο-

γραφική αναζήτηση του ρόλου του συγκεκριμένου microRNA τόσο στη νόσο όσο και 

στα υγιή κύτταρα. Στην Εικόνα 20 απεικονίζεται το δίκτυο αλληλεπίδρασης του hsa-

miR-128-3p με τα τρία βασικά γονίδια των οποίων ρυθμίζει την έκφραση: NR2F2, 

GATA2 και ADAMTS5.  

 

Εικόνα 20: Δίκτυο αλληλελεπίδρασης του hsa-miR-128-3p και των γονιδίων που ρυθμίζει 

την έκφραση. Δημιουργήθηκε μέσω του προγράμματος Cytoscape v_3.7.2. 
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4.2.2. Μελέτη των επιπέδων έκφρασης του hsa-miR-128-3p σε ΟΑ-MSCs και  

iMSCs. 

 
Από τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη, τόσο οστεοαρθριτικά μεσεγχυ-

ματικά βλαστικά κύτταρα όσο και επαγόμενα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, απο-

μονώθηκε RNA, μετατράπηκε σε cDNA και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του 

μικρού μη κωδικού RNA hsa-miR-128-3p. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη 

μέθοδο της ποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου έδειξαν στατιστικά σημαντική δια-

φορά της έκφρασης του hsa-miR-128-3p μεταξύ των δύο ειδών κυττάρων (Εικόνα 

21). Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε πως τα επίπεδα έκφρασης του hsa-miR-128-

3p ήταν στατιστικά σημαντικά αυξημένα στα οστεοαρθριτικά MSCs συγκριτικά με τα 

iMSCs (p=0,034, μη παραμετρικό τέστ Mann-Whitney). 

 

Εικόνα 21: Τα επίπεδα έκφρασης του hsa-miR-128-3p σε ΟΑ-MSCs και iMSCs. Τα επίπεδα 

είναι ομαλοποιημένα ως προς το miRNA αναφοράς U6. *p<0,05. 

 

* 
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4.2.3. Μελέτη των επιπέδων έκφρασης του hsa-miR-128-3p σε iMSCs προερχό-

μενα από υγιή άτομα και iMSCs προερχόμενα από άτομα με ΟΑ. 

Στη συνέχεια προκειμένου να διερευνήσουμε αν τα iMSCs που προέρχονται από α-

σθενείς με οστεοαρθρίτιδα ομοιάζουν το προφίλ έκφρασης του hsa-miR-128-3p των   

iMSCs από υγιή άτομα πραγματοποιήθηκε μελέτη των επιπέδων έκφρασης του συ-

γκεκριμένου microRNA στους δύο κυτταρικούς πληθυσμούς. Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από τη μέθοδο της real time PCR, έδειξαν πως δεν υπάρχει κάποια στατι-

στικά σημαντική διαφορά στην έκφραση του hsa-miR-128-3p μεταξύ των δύο κυττα-

ρικών πληθυσμών iMSCs (Εικόνα 22). Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε πως τα επί-

πεδα έκφρασης του hsa-miR-128-3p ήταν σχεδόν όμοια (p=0,121, μη παραμετρικό 

τέστ Mann-Whitney). 

 

 

Εικόνα 22: Τα επίπεδα έκφρασης του hsa-miR-128-3p σε iMSCs(OA) και iMSCs(normal). 

Τα επίπεδα είναι ομαλοποιημένα ως προς το microRNA αναφοράς U6. p>0,05. 

 

 

ns 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



61 
 

4.3. Κατασκευή δικτύου αλληλεπίδρασης μακρών μη κωδικών μορίων RNA 

(lncRNA) με διαφορική έκφραση μεταξύ ΟΑ-MSCs και iMSCs και μικρών μη 

κωδικών μορίων (miRNA). 

Για τη δημιουργία του δικτύου αλληλεπιδράσεων long non coding RNA και mi-

croRNA χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα από πειραματικό project του εργαστηρίου, ό-

που μετά από ανάλυση δεδομένων αλληλούχισης RNA (NGS) σε MSCs και iMSCs 

κύτταρα, προέκυψε μια λίστα με συγκεκριμένα lncRNA, τα οποία παρουσίαζαν δια-

φορική έκφραση μεταξύ ΟΑ-ΜSCs και iMSCs. Έπειτα, τα lncRNA εισήχθησαν στη 

βάση δεδομένων LncBase v.3-Dianna Tools, μέσα από την οποία εντοπίστηκε ποια 

από τα microRNA του δικτύου της Εικόνας 19 στοχεύει το κάθε long non-coding 

RNA. Χρησιμοποιώντας αυτά τα δεδομένα, μέσω του προγράμματος Cytoscape κα-

τασκευάστηκε το δίκτυο αλληλεπιδράσεων long non-coding RNA-microRNA της 

Εικόνας 23. 

Στο παρών ανταγωνιστικό δίκτυο αλληλεπίδρασης με μπλε χρώμα απεικονίζονται τα 

long non-coding RNA ενώ με κίτρινο τα microRNA, όπως και στο δίκτυο της Εικό-

νας 19. Σχετικά με την ειδικότητα σύνδεσης των μακρών με τα μικρά μη κωδικά 

RNA, αυτή θεωρήθηκε παντού η ίδια και υψηλή, όπως προέκυψε από την βάση δε-

δομένων. 
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Εικόνα 23: Δίκτυο αλληλεπιδράσεων long non-coding RNA-microRNA. Δημιουργήθηκε 

μέσω του προγράμματος Cytoscape v_3.7.2. 
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4.4. Κατασκευή ολικού ανταγωνιστικού δικτύου αλληλεπίδρασης μακρών μη 

κωδικών μορίων RNA (lncRNA), μικρών μη κωδικών μορίων RNA (miRNA) 

και γονιδίων με διαφορική έκφραση μεταξύ ΟΑ-MSCs και iMSCs. 

Για την απεικόνιση όλων των αλληλεπιδράσεων σε ένα συνολικό δίκτυο, συνδυάστη-

κε το σύνολο των δεδομένων που χρησιμοποιήθηκαν για την δημιουργία των επιμέ-

ρους δικτύων των Εικόνων 19 και 23. Η δημιουργία του δικτύου της Εικόνας  24 έγι-

νε μέσω της χρήσης του προγράμματος  Cytoscape. Αυτό περιλαμβάνει τις σχέσεις 

μεταξύ long non-coding RNA, microRNA και γονιδίων. 

Στην Εικόνα 24, ομοίως με τα δίκτυα των Εικόνων 19 και 23, με πράσινο χρώμα α-

πεικονίζονται τα γονίδια, με αυξημένη έκφραση στα iMSCs σε σχέση με τα OA-

MSCs ενώ με πορτοκαλί συμβολίζονται τα γονίδια με μειωμένη. Αντίστοιχα, με μπλε 

συμβολίζονται τα long non-coding RNA και με κίτρινο τα microRNA. Όσον αφορά 

την ειδικότητα αλληλεπίδρασης, αυτή για τα μακρά με τα μικρά μη κωδικά μόρια 

RNA θεωρήθηκε παντού η ίδια και υψηλή, ενώ για τα microRNA με τα mRNA των 

γονιδίων στόχων, απεικονίζεται με διαφορετικό χρώμα, η σημασία του οποίου φαίνε-

ται στο υπόμνημα της εικόνας.  
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Εικόνα 24: Δίκτυο αλληλεπιδράσεων long non-coding RNA-microRNA-γονιδίων. Δημιουργή-

θηκε μέσω του προγράμματος Cytoscape v_3.7.2. 
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4.5. Μελέτη του «άξονα» αλληλεπίδρασης lncRNA/has-miR-128-3p/γονίδια 

στόχοι. 

Από το σύνολο των long non-coding RNA που βρέθηκε πως έχουν διαφορετική έκ-

φραση μεταξύ OA-MSCs και iMSCs, επιλέχτηκαν για μελέτη στα πλαίσια της πα-

ρούσας διπλωματικής εργασίας, αυτά που στοχεύουν το hsa-miR-128-3p. Αναλυτικό-

τερα, αυτά είναι τρία: το LINK00641, το AL355488.1 και το SNHG14. Έτσι, μέσω 

του προγράμματος Cytoscape κατασκευάστηκε το ολικό ανταγωνιστικό δίκτυο που 

χαρακτηρίζει το συγκεκριμένο microRNA, όπως φαίνεται στην Εικόνα 25. 

Οι χρωματικοί συμβολισμοί των μη κωδικών μορίων και των γονιδίων είναι οι ίδιοι 

με τα δίκτυα των Εικόνων 19, 20, 23 και 24. Σχετικά με το συμβολισμό της ειδικότη-

τας αλληλεπίδρασης των μορίων, ακολουθήθηκε το ίδιο μοτίβο με τα προαναφερθέ-

ντα δίκτυα, όπως φαίνεται και από το υπόμνημα της Εικόνας. 

 

Εικόνα 25: Το ανταγωνιστικό δίκτυο των long non-coding RNA, που στοχεύουν το hsa-miR-

128-3p, καθώς και των γονιδίων των οποίων ρυθμίζει την έκφραση το microRNA. Δημιουρ-

γήθηκε μέσω του προγράμματος Cytoscape v_3.7.2. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Όπως προαναφέρθηκε εκτός από τους γενετικούς παράγοντες, σημαντικό ρόλο στην 

εκδήλωση της νόσου έχουν και οι επιγενετικοί παράγοντες και κυρίως τα μη-κωδικά 

μόρια RNA (microRNA και long non-coding RNA). Τα μόρια αυτά μέσω της αυξη-

μένης ή της μειωμένης έκφρασής τους στον παθολογικό ιστό, ενισχύουν ή καταστέλ-

λουν μοριακά μονοπάτια, συμμετέχοντας σε όλα τα στάδια της παθογένεσης της νό-

σου (Abbasifard et al., 2020; Iliopoulos et al., 2008). Μάλιστα, το ενδιαφέρον που 

παρουσιάζεται για την μελέτη των μη κωδικών μορίων είναι μεγάλο, καθώς έχει απο-

δειχτεί η μεγάλη συμβολή τους στην αναγέννηση του αρθρικού χόνδρου, είτε μέσω 

της αυτοκρινούς, είτε μέσω της παρακρινούς δράσης τους. Πιο συγκεκριμένα, ο ρό-

λος τους έγκειται στην επαγωγή της χονδρογένεσης, στην αποφυγή της απόπτωσης 

μέσω καταστολής σηματοδοτικών μονοπατιών που την επάγουν όπως το ΝF-kβ, στην 

παραγωγή των συστατικών της ECM, καθώς και στη μείωση της παραγωγής φλεγμο-

νοδών μορίων και της ανώμαλης αγγειογένεσης (Born et al., 2020; Lara-Barba et al., 

2021; Razmara et al., 2019). 

Η προσπάθεια αναγέννησης του αρθρικού χόνδρου αποτέλεσε το βασικό λόγο της 

έναρξης προσπαθειών για κυτταρική θεραπεία του νοσήματος με χρήση διάφορων 

κυτταρικών τύπων, που θα μπορούσαν να αναστρέψουν το φαινότυπο της ΟΑ, ανα-

γεννώντας τον ιστό και αποκαθιστώντας τη φυσιολογική δομή της άρθρωσης. Έναν 

από αυτούς αποτελούν τα μεσεγχυματικά κύτταρα (MSCs) προερχόμενα από μυελό 

των οστών (BM-MSCs), τα οποία μπορούν να διαφοροποιηθούν σε χονδροκύτταρα 

και να ενεργοποιήσουν τα προγονικά κύτταρα της άρθρωσης, μέσω της παρακρινούς 

δράσης τους, για αποκατάσταση του χόνδρου. Όμως, λόγω των μειονεκτημάτων που 

εμφανίζουν μεταξύ των οποίων η γήρανση, το μικρό ποσοστό επιβίωσης και η ετερο-

γένεια κυτταρικού πληθυσμού, έγινε προσπάθεια χρήσης των επαγόμενων ολοδύνα-

μων βλαστοκυττάρων (iPSCs) (Loo & Wong, 2021; Primorac, 2020). Τα κύτταρα αυ-

τά, παρόλο το μεγάλο πολλαπλασιαστικό τους δυναμικό και την ικανότητα διαφορο-

ποίησης τους σε χονδροκύτταρα μόλις εισαχθούν στην άρθρωση, η αυτούσια χρήση 

τους για θεραπεία είναι αδύνατη λόγω γενετικής αστάθειας και δημιουργίας τερατω-

μάτων (Loo & Wong, 2021). Τα τελευταία χρόνια, ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει δοθεί σε 

ένα νέο  κυτταρικό τύπο των MSCs προερχόμενων από iPSCs (iMSCs). Τα κύτταρα 

αυτά, αν και ομοιάζουν μορφολογικά με τα MSCs, φέρουν κάποιες διαφορές σε γενε-

τικό και επιγενετικό επίπεδο, καθώς προσομοιάζουν τα νεαρά κύτταρα. Επιπλέον, 
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εμφανίζουν όμοιο αναγεννητικό δυναμικό με τα iPSCs, χωρίς να έχουν την ικανότητα 

ογκογένεσης. (Sabapathy & Kumar, 2016; Spitzhorn et al., 2019). 

Λαμβάνοντας υπόψη τα προτερήματα των iMSCs για κυτταρική θεραπεία, καθώς και 

τη συμβολή των μη-κωδικών μορίων RNA, τόσο στη νόσο όσο και στην αναγέννηση 

του αρθρικού χόνδρου, σκοπό της παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτέλεσε η με-

λέτη της πολυεπίπεδης σχέσης καθώς και ρόλου μη-κωδικών μορίων RNA σε iMSCs. 

Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα αλληλούχισης ολικού RNA (RNA-

seq) με την τεχνολογία του Next Generation Sequencing από προηγούμενο ερευνητι-

κό πρόγραμμα του εργαστηρίου, από τα οποία προέκυψε ένας αριθμός γονιδίων, τα 

οποία εμφανίζουν διαφορετική έκφραση μεταξύ MSCs και iMSCs προερχόμενα από 

άτομα με ΟΑ. Στη συνέχεια, μέσω αναζήτησης σε βάσεις δεδομένων προέκυψε μια 

λίστα microRNAs, τα οποία στοχεύουν τα προαναφερθέντα γονίδια και πιθανά να 

εμφανίζουν διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ OA-MSCs και iMSCs κυττάρων. Από 

αυτή τη λίστα επιλέχτηκε για μελέτη το hsa-miR-128-3p. Βιβλιογραφική έρευνα για 

το συγκεκριμένο miRNA, έδειξε πως η έκφρασή του μεταβάλλεται ανάλογα με την 

ηλικία των κυττάρων που μελετώνται. Πιο συγκεκριμένα πειραματική μελέτη των Xu 

et al. σε ποντίκια απέδειξε πως η παρουσία του hsa-miR-128-3p είναι αυξημένη στα 

εξωσώματα των γερασμένων μεσεγχυματικών κυττάρων, συγκριτικά με την αντίστοι-

χη στα εξωσώματα των νεαρών MSCs (Xu et al., 2020). Παρόμοια αποτελέσματα 

προέκυψαν από την συγκριτική μελέτη έκφρασης του συγκεκριμένου miRNA μεταξύ 

ΟΑ-ΜSCs και iMSCs στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας. Αναλυτι-

κότερα, σε συμφωνία με τη παραπάνω μελέτη, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 

διαφορά στην έκφραση του hsa-miR-128-3p μεταξύ των ΟΑ-MSCs και των iMSCs. 

Μάλιστα, στα ΟΑ-MSCs η έκφραση ήταν σχετικά αυξημένη. Τα ΟΑ-MSCs που χρη-

σιμοποιήθηκαν στη παρούσα διπλωματική εργασία προέρχονται από ασθενείς μεγά-

λης ηλικίας, πρόκειται δηλαδή για γερασμένα κύτταρα. Αντίθετα, τα iMSCs, σύμφω-

να με την βιβλιογραφία προσομοιάζουν τα νεαρά υγιή κύτταρα (Frobel et al., 2014; 

Spitzhorn et al., 2019; Wruck et al., 2021). Συνεπώς, η έκφραση του συγκεκριμένου 

microRNA αναμένεται μειωμένη συγκριτικά με την αντίστοιχη στα ΟΑ-MSCs, κάτι 

το οποίο φάνηκε να παρατηρείται στην παρούσα διπλωματική εργασία. Επιπλέον, 

αξίζει να σημειωθεί πως η σχετικά αυξημένη έκφραση στα ΟΑ-MSCs, συμφωνεί με 

προηγούμενες πειραματικές μελέτες κατά τις οποίες αποδείχτηκε πως στα χονδροκύτ-
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ταρα και στα MSCs ασθενών με ΟΑ το hsa-miR-128-3p εμφανίζει αυξημένη έκφρα-

ση (S. Chen & Li, 2020; Lian et al., 2018; Mihanfar et al., 2020). 

Όσον αφορά τη μελέτη των long non-coding RNA στα iMSCs, χρησιμοποιήθηκαν 

προηγούμενα δεδομένα αλληλούχισης ολικού RNA του εργαστηρίου, από τα οποία 

μελετήθηκε η έκφραση ορισμένων lncRNA σε ΟΑ-MSCs και iMSCs. Έτσι προέκυψε 

μια λίστα μακρών μη-κωδικών μορίων RNA με διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ 

των δύο κυτταρικών τύπων. Από αυτά τα lncRNA μόλις τρία στοχεύουν το hsa-miR-

128-3p όπως προέκυψε από αναζήτηση σε βάσεις δεδομένων. Αυτά είναι τα: 

LINK00641, AL355488.1 και SNHG14.Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

SNHG14, το οποίο όπως προέκυψε από την αναζήτηση σε βάσεις δεδομένων προσ-

δένεται με μεγάλη ειδικότητα στο hsa-miR-128-3p καταστέλλοντας την δράση του. 

Αυτό φαίνεται να συνάδει με τη μειωμένη έκφραση του hsa-miR-128-3p που βρέθηκε 

στα iMSCs. 

Ωστόσο, πολύ λίγες έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί για τον ρόλο του SNHG14 .  Οι 

Du et al., απέδειξαν, πως το SNHG14 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη δημιουργία 

των οστεοβλαστών και την οστεογένεση κατά την ενδοχόνδρια οστεοποίηση, μια δι-

αδικασία η οποία εμφανίζει πολλά κοινά χαρακτηριστικά με την ΟΑ (Du et al., 2020). 

Κατά τα αρχικά στάδια της ενδοχόνδριας οστεοποίησης, στην αυξητική πλάκα 

(growth plate) τα χονδροκύτταρα πολλαπλασιάζονται με γρήγορους ρυθμούς, ενώ 

στη συνέχεια αυξάνονται σε μέγεθος και μετατρέπονται σε υπερτροφικά. Σε αυτή τη 

φάση, τα υπερτροφικά χονδροκύτταρα ξεκινούν να παράγουν πρωτεϊνάσες για κατα-

στροφή της εξωκυττάριας ουσίας και τον παράγοντα VEGF, ο οποίος οδηγεί σε αγ-

γειογένεση στην περιοχή. Αποτέλεσμα της διαδικασίας είναι η οστεοποίηση της αυ-

ξητικής πλάκας (Park et al., 2021). Μέσα από την περιγραφή αυτή φαίνονται τα κοινά 

χαρακτηριστικά με την ΟΑ: η έκφραση υπερτροφικών δεικτών στα χονδροκύτταρα 

(κολλαγόνο X), η αγγειογένεση, η παραγωγή πρωτεϊνασών (ΜΜΡ-13) για καταστρο-

φή της ECM και η ασβεστοποίηση της άρθρωσης (Dreier, 2010). Είναι λογικό επομέ-

νως οι δύο καταστάσεις να μοιράζονται κοινά γονίδια και μη κωδικά μόρια RNA 

(Fan et al., 2021). 

Στη παρούσα διπλωματίκή επίσης, μέσω της δημιουργίας του ολικού ανταγωνιστικού 

δικτύου αλληλεπιδράσεων για το hsa-miR-128-3p έγινε φανερό πως όπως το lncRNA 

που το στοχεύει, έτσι και το hsa-miR-128-3p εμπλέκεται ενεργά στην διαδικασία της 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 03:38:47 EEST - 3.15.17.249



69 
 

οστεογένεσης. Αυτό γίνεται φανερό από τα γονίδια που αυτό ρυθμίζει. Πιο συγκεκρι-

μένα, έναν από τους στόχους του hsa-miR-128-3p αποτελεί το γονίδιο που κωδικο-

ποιεί την μεταλλοπρωτεϊνάση με μοτίβα θρομβοσπονδίνης 5 (ADAMTS5). Αυτό το 

ένζυμο είναι απαραίτητο κυρίως στα τελικά στάδια της ενδοχόνδριας οστεοποίησης 

για την καταστροφή της ΕCM στην περιοχή που θα δημιουργηθεί το νέο οστό, ώστε 

να πραγματοποιηθεί είσοδος των οστεοβλαστών στην περιοχή (Djouad et al., 2007). 

Όσον αφορά τα άλλα δύο γονίδια στόχους του hsa-miR-128-3p, τα ΝR2F2 και 

GATA2, αυτά σχετίζονται με το δυναμικό διαφοροποίησης των MSCs. Αναλυτικότε-

ρα, ο μεταγραφικός παράγοντας ΝR2F2 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην χονδρο-

γένεση ενώ ο μεταγραφικός παράγοντας GATA2 στη διαφοροποίηση των MSCs σε 

λιποκύτταρα (Gao et al., 2017; Kamata et al., 2014). Πρέπει ωστόσο να τονιστεί πως 

η έκφραση των συγκεκριμένων γονιδίων στα iMSCs δεν ρυθμίζεται αποκλειστικά 

από το hsa-miR-128-3p αλλά από μια πληθώρα μη κωδικών μορίων όπως προέκυψε 

μέσα από τα ολικά δίκτυα αλληλεπιδράσεων που δημιουργήθηκαν.    

Συμπερασματικά, μέσα από την παρούσα διπλωματική εργασία έγινε φανερό πως τα 

μη-κωδικά μόρια RNA μέσω πολύπλοκων ρυθμιστικών δικτύων συμβάλλουν τόσο 

στη διαμόρφωση των οστών και της άρθρωσης, όσο και στην παθολογία εκφυλιστι-

κών νοσημάτων, όπως η οστεοαρθρίτιδα. Τόσο στα χονδροκύτταρα, όσο και στα 

MSCs μιας άρθρωσης με ΟΑ, πολλά μη-κωδικά μόρια RNA υπερεκφράζονται ή υπο-

εκφράζονται συμβάλλοντας τελικά στην διαμόρφωση του φαινοτύπου. Ένα τέτοιο 

μη-κωδικό μόριο αποτελεί το hsa-miR-128-3p, το οποίο υπερεκφράζεται στον χόνδρο 

με ΟΑ και ο ρυθμιστής του το lncRNA SNHG14, που μελετήθηκαν στα πλαίσια της 

παρούσας διπλωματικής εργασίας.  

Σχετικά με την κυτταρική θεραπεία της νόσου, ένας από τους νεότερους κυτταρικούς 

τύπους που θα μπορούσε δυνητικά να αναστρέψει τον ΟΑ φαινότυπο θα μπορούσε να 

είναι τα iMSCs, κύτταρα επαναπρογραμματισμένα με μεγάλη αναγεννητική ικανότη-

τα, τα οποία σύμφωνα με τη βιβλιογραφία προσομοιάζουν τα νεαρά κύτταρα. Μέσα 

από τα αποτελέσματα της παρούσας πειραματικής διαδικασίας, η έκφραση των hsa-

miR-128-3p  και SNHG14 στα iMSCs φαίνεται να ομοιάζει αυτή των υγειών νεαρών 

κυττάρων. Από αυτό γίνεται εύκολα αντιληπτό πως μια θεραπεία βασισμένη σε χρή-

ση αυτόλογων iMSCs ή εξωσωμάτων τους, χορηγούμενα μόνα τους ή συνδυαστικά 

με μόρια μιμητές ή ανταγωνιστές μη κωδικών μορίων, θα μπορούσε πιθανά να επα-

ναφέρει τα φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης των miRNA και lncRNA, βοηθώντας σε 
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μερική, αν όχι πλήρη, αναστροφή του οστεοαρθριτικού φαινοτύπου. Ωστόσο, για να 

συμβεί αυτό, είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθούν μελλοντικά περισσότερες εργα-

σίες, ώστε να γίνει πλήρως κατανοητός ο ρόλος των hsa-miR-128-3p  και SNHG14 

στα μεσεγχυματικά κύτταρα. Αυτό μπορεί να συμβεί μέσω πειραμάτων καταστολής 

τους με μόρια ανταγωνιστές ή πειραμάτων ενίσχυσης τους με μόρια μιμητές. Επιπρό-

σθετα, κρίνεται αναγκαία η διεξαγωγή περισσότερων μελετών σχετικά με το αν τα 

συγκεκριμένα μόρια συμμετέχουν στην «ανανέωση» των iMSCs καθώς και με ποιο 

τρόπο.  
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