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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα microRNAs (miRNAs) είναι μονόκλωνα μόρια RNA, μήκους 20-23 nt, που 

ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση, αλληλεπιδρώντας με ειδικές θέσεις της 3' 

αμετάφραστης περιοχής (3' UTR) του mRNA συγκεκριμένων γονιδίων, προκαλώντας 

αναστολή της μετάφρασης. Πρόσφατες μελέτες αναφέρουν ότι τα miRNAs μπορούν 

να δρουν ως ρυθμιστικά σηματοδοτικά μόρια καθορίζοντας τις χαρακτηριστικές 

ιδιότητες των βλαστικών κυττάρων ενήλικης ή εμβρυϊκής προέλευσης. Τα 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs) αποτελούν ένα πληθυσμό προγονικών 

κυττάρων με δυνατότητα διαφοροποίησης σε επιμέρους ιστούς της μεσεγχυματικής 

σειράς και με ικανότητα in vivo αποκατάστασης του ομόλογου ιστού. Οι κύριες 

πηγές MSCs είναι ο μυελός των οστών (BM), το αίμα ομφαλίου λώρου (UCB) και το 

αμνιακό υγρό (AF). Από την ερευνητική μας ομάδα έχει ήδη πραγματοποιηθεί α) 

απομόνωση μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων του αμνιακού υγρού (AF-MSCs), 

β) φαινοτυπικός χαρακτηρισμός τους, γ) πιστοποίηση του υψηλού ρυθμού 

πολλαπλασιασμού τους, δ) εκτίμηση του φάσματος διαφοροποίησής τους και ε) 

ανάλυση του πρωτεωμικού τους προτύπου. Επιπρόσθετα μελετήθηκε, για πρώτη 

φορά, η παρουσία δύο μορφολογικά διακριτών υποπληθυσμών κυττάρων στις αρχικές 

αποικίες των AF-MSCs, σχήματος ατρακτοειδούς [spindle-shaped (SS)] ή σφαιρικού 

[round-shaped (RS)], οι οποίοι ονομάστηκαν SS-AF-MSCS και RS-AF-MSCs, 

αντιστοίχως. Λεπτομερής ανάλυση των δύο αυτών υποπληθυσμών, κατόπιν 

μηχανικού διαχωρισμού τους, έδειξε ότι τα SS-AF-MSCs εκφράζουν τον αντιγονικό 

δείκτη Thy-1 (CD90) σε μεγαλύτερο ποσοστό, παρουσιάζουν υψηλότερο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού και ευρύτερο φάσμα διαφοροποίησης σε σχέση με τα RS-AF-

MSCs. Με σκοπό την εμπεριστατωμένη μελέτη της μοριακής ταυτότητας των δύο 

αυτών υποπληθυσμών, έγινε συστηματική ανάλυση του πρωτεωμικού τους προτύπου, 

πριν την ενδεχόμενη αξιοποίησή τους σε in vivo θεραπευτικές δοκιμές.  

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η μελέτη της μετά-μεταγραφικής 

ρύθμισης τριών πληθυσμών MSCs από AF, BM και UCB, σε επίπεδο προτύπου 

έκφρασης των miRNAs με τη χρήση miRNAs μικροσυστοιχιών. Τα miRNAs είναι 

μονόκλωνα μόρια RNA, μήκους 20-23 nt, που ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση, 

αλληλεπιδρώντας με ειδικές θέσεις της 3' αμετάφραστης περιοχής (3' UTR) του 

mRNA συγκεκριμένων γονιδίων, προκαλώντας αναστολή της μετάφρασης.
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Ανιχνεύθηκαν 67 διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs στους τρεις τύπους MSCs. Πιο 

συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι το miR-21 εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στα RS-

AF-MSCs και στα BM-MSCs σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs. Με στόχο τη 

διερεύνηση του ρυθμιστικού ρόλου του miR-21 στην βλαστικότητα των AF-MSCs, 

περιγράφηκε για πρώτη φορά η άμεση αλληλεπίδραση του miR-21 με τον δείκτη 

βλαστικότητας Sox2. Η επαγωγή της έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs, 

προκάλεσε σημαντική καταστολή της έκφρασης του Sox2. Το γεγονός αυτό οδήγησε 

στην στατιστικά σημαντική μείωση της κλωνογονικής ικανότητας και του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs. Επιπρόσθετα, μετά την επαγωγή της έκφρασης 

του miR-21 στα SS-AF-MSCs διαπιστώθηκε μείωση της έκφρασης των κυκλινών D1, 

E1 και A και αναστολή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1/G0. Παράλληλα, 

διαπιστώθηκε αυξημένο ποσοστό κυτταρικής γήρανσης στα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21. Αντίθετα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν μετά την καταστολή της 

έκφρασης του miR-21 στα RS-AF-MSCs και στα BM-MSCs, όπου διαπιστώθηκε 

αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Επίσης, η επαγωγή του miR-

21 ενίσχυσε την ικανότητα διαφοροποίησης SS-AF-MSCs προς οστεοκύτταρα και 

μείωσε την ικανότητα διαφοροποίησης τους προς λιποκύτταρα και χονδροκύτταρα.  

Ακολούθησε λεπτομερής ανάλυση του προτύπου έκφρασης των miRNAs των SS-AF-

MSCs σε σύγκριση με αυτό των διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα. 

Αναγνωρίστηκαν 13 διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs και από αυτά ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσίασε το miR-26a, το οποίο εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα στα 

λιποκύτταρα σε σύγκριση με τα αδιαφοροποίητα SS-AF-MSCs. Η επαγωγής της 

έκφρασης του miR-26a προκάλεσε μείωση στον ρυθμό πολλαπλασιασμού των SS-

AF-MSCs, μείωση των επιπέδων έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων Sox2, 

Oct4 και Nanog και καταστολή της ικανότητας τους να διαφοροποιούνται προς 

λιποκύτταρα. 

Συμπερασματικά, βασιζόμενοι στα παραπάνω αποτελέσματα διακρίνεται ότι το miR-

21 ρυθμίζοντας τα επίπεδα έκφρασης του Sox2 μπορεί να επιδρά σε βασικές 

κυτταρικές διεργασίες των MSCs και να είναι ένα μόριο «κλειδί» για τον καθορισμό 

της πολλαπλασιαστικής τους ικανότητας καθώς και της ικανότητας του να 

διαφοροποιούν. Επιπρόσθετα, το miR-26 είναι πιθανό να αποτελεί ρυθμιστικό μόριο 

της διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα in vitro. 
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ΣΥΧΝΕΣ ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 

AF: Αμνιακό υγρό (Amniotic Fluid) 

BΜ: Μυελός των οστών (Bone marrow) 

UCB: Αίμα ομφαλίου λώρου (Umbillical cord blood) 

MSCs: Μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (Mesenchymal Stem cells) 

AF-MSCs: Mεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα αμνιακού υγρού (amniotic fluid-

mesenchymal stem cells) 

BM-MSCs: Mεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα μυελού των οστών (Bone marrow-

mesenchymal stem cells) 

UCB-MSCs: Mεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα αίματος ομφαλίου λώρου 

(Umbillical cord blood -mesenchymal stem cells) 

SS-AF-MSCs: ατρακτοειδές σχήμα (spindle shape) 

RS-AF-MSCs: σφαιρικό σχήμα (round shape) 

GFP: Φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green fluorescent protein) 

MOI: Πολλαπλότητα ιϊκής μόλυνσης (Multiplicity of infection)  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Βλαστικά κύτταρα (Stem Cells, SCs) 

Τα βλαστικά κύτταρα (Stem cells, SCs) μονοπωλούν το ενδιαφέρον περισσότερο από 

κάθε άλλο πεδίο στην Βιολογία τα τελευταία χρόνια. Αυτό συμβαίνει διότι η 

αποκάλυψη αλλά και η αποκωδικοποίηση των μοναδικών ιδιοτήτων τους αναμένεται 

να βοηθήσει στην κατανόηση των βιολογικών μηχανισμών των κυττάρων και 

παράλληλα να οδηγήσει στην ανεύρεση δυνητικών θεραπειών με εφαρμογή στην 

Αναγεννητική Ιατρική [1].  

Τα SCs αποτελούν μία κατηγορία αδιαφοροποίητων κυττάρων που χαρακτηρίζονται 

από την ικανότητα αυτοανανέωσης για απεριόριστο χρονικό διάστημα και την 

ικανότητα διαφοροποίησης σε εξειδικευμένους τύπους κυττάρων [2, 3] (Εικόνα 1.1). 

Επομένως, τα SCs μπορούν να αυτοανανεώνονται, δηλαδή να δίνουν γένεση σε 

θυγατρικά κύτταρα απόλυτα όμοια με το μητρικό καθώς επίσης και να δημιουργούν 

γενεές με περιορισμένο δυναμικό όσον αφορά τη διαφοροποίηση [1]. Παρόλο που τα 

περισσότερα κύτταρα στο ενήλικο στάδιο είναι ήδη διαφοροποιημένα, τα βλαστικά 

κύτταρα έχουν ποικίλες λειτουργίες, όπως να αναπληρώνουν συνεχώς πληθυσμούς 

ώριμων κυττάρων, όπως είναι τα αιμοποιητικά ή τα κύτταρα του δέρματος ή να 

αντικαθιστούν διαφοροποιημένα κύτταρα σε περίπτωση βλάβης του ιστού [4]. 

 

Εικόνα 1.1: Οι ιδιότητες ενός βλαστικού κυττάρου. 
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Οι αποφάσεις του βλαστικού κυττάρου, καθώς και η επιλογή προς την κατεύθυνση 

της απόπτωσης, της μετάπτωσης σε ηρεμία ή της διαφοροποίησης προς ιστούς 

διαφορετικούς από εκείνους στους οποίους ευρίσκεται καθορίζεται από την 

αλληλεπίδραση εξωγενών και ενδογενών σημάτων καθώς και από το πρότυπο της 

γονιδιακής έκφρασής του [1] (Εικόνα 1.2). 

 

Εικόνα 1.2: Οι αποφάσεις ενός βλαστικού κυττάρου. 

 

Κατά τη διάρκεια της οντογένεσης τα βλαστικά κύτταρα εμφανίζουν ετερογένεια 

όσον αφορά την πολυδυναμία τους (Εικόνα 1.3). Έτσι στην κορυφή της κλίμακας της 

οντογενετικής εξέλιξης των βλαστικών κυττάρων βρίσκεται το ζυγωτό και τα 

παράγωγα των δύο πρώτων κυτταρικών του διαιρέσεων. Τα κύτταρα αυτά είναι 

παντοδύναμα (totipotent) και ικανά να δώσουν γένεση σε ολόκληρο το έμβρυο και 

την τροφοβλάστη. Καθώς το ζυγωτό συνεχίζει να αναπτύσσεται, σχηματίζεται η έσω 

κυτταρική μάζα (inner cell mass) της βλαστοκύστης, όπου συναντάμε τα αρχέγονα 

εμβρυϊκά ή εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα, τα οποία θα δώσουν γένεση σε όλους τους 

ιστούς του εμβρύου. Τα κύτταρα της έσω κυτταρικής μάζας είναι ολοδύναμα ή 

πλειοδύναμα (pluripotent) και μπορούν να διαφοροποιηθούν και προς τα τρία 
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βλαστικά δέρματα, καθώς και προς τα γαμετικά κύτταρα, όχι όμως προς ολόκληρο το 

έμβρυο [1]. 

 

 

Εικόνα 1.3:Η οντογένεση των διαφόρων τύπων βλαστικών κυττάρων. 

 

Μετά τη γέννηση, οι περισσότεροι ιστοί ενηλίκου σταδίου περιέχουν πολυδύναμα 

(multipotent) βλαστικά κύτταρα, που μπορούν να παράγουν κύτταρα περιορισμένου 

εύρους διαφοροποίησης και κατά βάση ανάλογα με τον ιστό στον οποίο βρίσκονται 

(Εικόνα 1.3). Παρόλα αυτά, σε μερικές περιπτώσεις διατηρούν τη λεγόμενη 

πλαστικότητα, δηλαδή την ικανότητα διαφοροποίησης προς άλλους κυτταρικούς 

τύπους [5] (Εικόνα 1.4). Τέλος, υπάρχουν και τα μονοδύναμα βλαστικά κύτταρα 
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(unipotent) που είναι ικανά να εξελιχθούν μόνο σε ένα συγκεκριμένο κυτταρικό τύπο 

[6].  

Τα βλαστοκύτταρα (SC) μπορούν να κατηγοριοποιηθούν είτε σε εμβρυονικού 

(embryonic stem cells, ESCs) είτε σε ενηλίκου σταδίου (adult stem cells, ASCs). Στη 

συνέχεια οι δύο αυτές ομάδες υποδιαιρούνται σε υποομάδες, ανάλογα με τον 

οργανισμό ή τον ιστό από τον οποίο προέρχονται καθώς και ανάλογα με τον ιστό 

προς τον οποίο μπορούν να διαφοροποιηθούν [6]. Πιο συγκεκριμένα, τα ESCs 

απομονώνονται από την βλαστοκύστη και πληρούν όλες τις ιδιότητες των βλαστικών 

κυττάρων ενώ τα ASCs απομονώνονται από πολλούς ενήλικους ιστούς, όπως ο 

μυελός των οστών (Bone marrow, BM) και ο λιπώδης ιστός, και διαθέτουν τις ίδιες 

χαρακτηριστικές ιδιότητες αλλά με πιο περιορισμένο δυναμικό σε σύγκριση με τα 

ESCs [7-9]. 

Εικόνα 1.4: Η δυνατότητα διαφοροποίησης των βλαστικών κυττάρων. 
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Επιπλέον, μία πιο πρόσφατα χαρακτηρισμένη κατηγορία βλαστικών κυττάρων είναι 

τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Fetal stem cells, FSCs), τα οποία έχουν απομονωθεί 

κατά την διάρκεια της κύησης ή της γέννησης του εμβρύου από πολλούς 

διαφορετικούς ιστούς, όπως ο πλακούντας, το αίμα ομφαλίου λώρου, η γέλη του 

Wharton και το αμνιακό υγρό [10-12]. Τα κύτταρα αυτά πληρούν τις ιδιότητες των 

βλαστικών κυττάρων και χαρακτηρίζονται από προγονικό φαινότυπο με ευρύτερο 

δυναμικό διαφοροποίησης σε σχέση με τα αντίστοιχα ενήλικα κύτταρα [10, 12].  

Γενικότερα, τα βλαστικά κύτταρα, εμβρυονικά, εμβρυϊκά και ενήλικα, 

χαρακτηρίζονται από μοναδικές ιδιότητες που θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν σε 

πρωτόκολλα κυτταρικής θεραπείας και αναγεννητικής θεραπείας. Καθένας από τους 

παραπάνω τύπους βλαστικών κυττάρων διαθέτει μια σύνολο πλεονεκτημάτων αλλά 

και μειονεκτημάτων που θα πρέπει να αξιολογηθούν περαιτέρω για την εφαρμογή 

τους σε θεραπείες. 

 

1.2 Εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (Embryonic Stem Cells, ESCs) 

Από το 1998 που απομονώθηκαν για πρώτη φορά τα ανθρώπινα ESCs προκάλεσαν το 

ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας και τη συνεχή μελέτη τους [13]. Τα 

εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (ESCs) χαρακτηρίζονται ως ολοδύναμα (pluripotent) και 

έχουν τη δυνατότητα να δίδουν γένεση και στα τρία βλαστικά δέρματα (ενδόδερμα, 

μεσόδερμα και εξώδερμα) καθώς και στα γαμετικά κύτταρα [14] (Εικόνα 1.5).  

Βασικό χαρακτηριστικό των ESCs είναι η ικανότητα της αυτοανανέωσης, όπου με 

ασύμμετρη διαίρεση παράγουν ένα πανομοιότυπο κύτταρο με το αρχικό και ένα 

κύτταρο που πρόκειται να ακολουθήσει ένα συγκεκριμένο πρόγραμμα 

διαφοροποίησης [15, 16].  
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Εικόνα 1.5: Αρχέγονα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα. 

 

Η πιο ενδιαφέρουσα ιδιότητα των βλαστικών κυττάρων να διαφοροποιούνται, αφού 

σχηματίσουν in vitro τρισδιάστατες μορφές, τα εμβρυονικά σωμάτια (Embryonic 

bodies, EB) [17, 18] (Εικόνα 1.6). Πρόδρομα κύτταρα από το μεσόδερμα και το 

εξώδερμα αναπτύσσονται μέσα σε λίγες ημέρες, ενώ κύτταρα ενδοδέρματος συνήθως 

εμφανίζονται μετά την δέκατη μέρα, όπου τα περισσότερα ΕΒ αποκτούν μία κυστική 

μορφή [19]. 
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Εικόνα 1.6 :In vitro τρισδιάστατες μορφές, τα εμβρυονικά σωμάτια. 

 

Τα ESCs μπορούν να διατηρηθούν στην in vitro καλλιέργεια για μεγάλο χρονικό 

διάστημα χωρίς να χάσουν την ικανότητα διαφοροποίησής τους και υπό 

καθορισμένες συνθήκες είναι ικανά να πολλαπλασιάζονται επ’ αόριστον. 

Ταυτοποιούνται και χαρακτηρίζονται από την έκφραση διαφόρων μεταγραφικών 

παραγόντων και μορίων επιφανείας. Οι μεταγραφικοί παράγοντες Oct4, Nanog και 

Sox2 σχηματίζουν ένα ρυθμιστικό δίκτυο που εξασφαλίζει την καταστολή γονιδίων 

που οδηγούν στην διαφοροποίηση και στην διατήρηση της πολυδυναμικότητας [20]. 

Μάλιστα το Oct4 χαρακτηρίζεται ως δείκτης ολοδυναμίας για τα ESCs. Τα πιο συχνά 

μόρια επιφανείας που χρησιμοποιούνται για την ταυτοποίηση των hESCs είναι τα 

γλυκολιπίδια SSEA3 και SSEA4 και τα αντιγόνα Tra-160 και Tra-1-81 [21].  

Η ικανότητα των ESCs να πολλαπλασιάζονται απεριόριστα και να διαφοροποιούνται 

σε όλους τους τύπους κυττάρων των τριών βλαστικών δερμάτων έχει κεντρίσει το 

ενδιαφέρον των ερευνητών. Αυτά τα μοναδικά χαρακτηριστικά τοποθετούν τα ESCs 

στο κέντρο του ενδιαφέροντος καθώς τα καθιστούν ιδανικά εργαλεία για την 
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κυτταρική θεραπεία αλλά και την βαθύτερη κατανόηση της κυτταρικής βιολογίας 

[22-24]. Έχει αναπτυχθεί σημαντική ερευνητική δραστηριότητα για τη διερεύνηση 

της δυνατότητας των hESCs να αντικαταστήσουν κατεστραμμένα ή νοσούντα 

κύτταρα και ιστούς. Έτσι, μελέτες σε μοντέλα ζώων έχουν δείξει ότι η μεταμόσχευση 

ESCs μπορεί να βοηθήσει στη θεραπεία χρόνιων νοσημάτων όπως η νόσος 

Parkinson, η μυοπάθεια Duchenne, η καρδιακή και ηπατική μυοπάθεια και η ατελής 

οστεογένεση [25]. Παράλληλα, όμως δημιουργούνται σημαντικοί νομικοί και ηθικοί 

ενδοιασμοί ως προς την χρήση τους σε θεραπευτικές και κλινικές εφαρμογές, λόγο 

της χρήσης ανθρώπινων εμβρύων [26, 27]. Για το λόγο αυτό έρευνες έχουν στραφεί 

στην ανεύρεση εναλλακτικών πηγών βλαστικών κυττάρων μέσα στον ενήλικο 

οργανισμό.  

 

1.3 Ενήλικα βλαστικά κύτταρα (Adult Stem Cells, ΑSCs) 

Τα ASCs είναι αδιαφοροποίητα κύτταρα που απαντούν στο σώμα του οργανισμού 

μετά τη εμβρυϊκή ανάπτυξη. Βρίσκονται μεταξύ διαφοροποιημένων κυττάρων σε 

ιστούς ή όργανα όπως ο μυελός των οστών, το περιφερικό αίμα, ο κερατοειδής, ο 

αμφιβληστροειδής, ο εγκέφαλος, οι σκελετικοί μύες, το ήπαρ, το δέρμα, ο λιπώδης 

ιστός, ο πολφός των οδόντων, το πάγκρεας και το επιθήλιο του γαστρεντερικού 

σωλήνα [9, 28-33] (Εικόνα 1.7). 

Τα ASCs, ως πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα μπορούν να πολλαπλασιάζονται και να 

αυτοανανεώνονται μέσα στο ανθρώπινο σώμα χωρίς να διαφοροποιούνται για μακρά 

χρονικά διαστήματα (long term self renewal) και είναι δυνατόν να δώσουν γένεση σε 

ώριμα κύτταρα με χαρακτηριστικά και εξειδικευμένες λειτουργίες [9, 34, 35]. Τα 

ενήλικα βλαστικά κύτταρα είναι σχετικά σπάνια μέσα στον οργανισμό και ως εκ 

τούτου είναι δύσκολο να αναγνωριστούν και να απομονωθούν.  

Ένα άλλο βασικό μειονέκτημα είναι ότι όταν αναπτύσσονται in vitro, δεν είναι 

δυνατόν να παραμείνουν αδιαφοροποίητα για μεγάλο χρονικό διάστημα [9]. 

Ταυτόχρονα όμως η χρήση τους στον τομέα της έρευνας και της θεραπείας δεν 

θεωρείται αμφιλεγόμενη, όπως αυτή των ESCs, διότι προκύπτουν από ενήλικα 

δείγματα ιστού και όχι από καταστροφή εμβρύων [36]. 
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Εικόνα 1.7: Τα ενήλικα βλαστικά κύτταρα (ASCs) είναι πολυδύναμα (multipotent). 

 

Η κύρια πηγή προέλευσης των ASCs και η καλύτερα μελετημένη είναι ο μυελός των 

οστών (Bone marrow, BM) (Εικόνα 1.8). Ο μυελός των οστών είναι μαλακός, 

σπογγώδης ιστός που βρίσκεται μέσα στα οστά του σώματος και κυρίως στα οστά της 

λεκάνης και του στέρνου.  

Από εκεί απομονώνονται ASCs, τα οποία υποδιαιρούνται σε δύο υποομάδες, τα 

αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα τα οποία δίδουν γένεση στα κύτταρα του αίματος και 

του ανοσοποιητικού συστήματος και τα στρωματικά ή μεσεγχυματικά βλαστικά 
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κύτταρα από τα οποία προέρχονται τα κύτταρα του λιπώδους ιστού, των χόνδρων, τα 

κύτταρα του οστίτη ιστού, των μυών, ενώ συγχρόνως παρέχουν στρωματική 

υποστήριξη για τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα [37]. 

 

 

Εικόνα 1.8:Από τον μυελό των οστών απομονώνονται τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα και τα 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα. 
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1.3.1 Αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα (Heamatopoietic Stem Cells, ΗSCs) 

Τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα (HSCs) έχουν χαρακτηριστεί φαινοτυπικά και 

μπορούν να διαιρεθούν σε διακριτούς πληθυσμούς με βάση το φαινότυπο και τη 

λειτουργία τους. Ο ένας εκ των δύο είναι τα μακράς διάρκειας αιμοποιητικά κύτταρα 

(Long Term HSCs) που έχουν τη μέγιστη ικανότητα αυτοανανέωσης και δίνουν 

γένεση σε όλες τις αιμοποιητικές κυτταρικές σειρές (Εικόνα 1.9) [1, 3, 9]. Οι άμεσοι 

απόγονοι των LT-HSCs είναι τα βραχείας διάρκειας αιμοποιητικά κύτταρα (Short 

Term HSCs), τα οποία μπορούν να δώσουν γένεση στις αιμοποιητικές κυτταρικές 

σειρές, αλλά μόνο για περιορισμένη χρονική περίοδο και αποτελούν το δεύτερο 

υποπληθυσμό [3]. 

 

Εικόνα 1.9:Τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα δίνουν γένεση στα κύτταρα του αίματος και στα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. 
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Τα HSCs είναι σπάνια και απαντούν σε συχνότητα 1 στα 10
4
-10

5
 των συνολικών 

αιμοποιητικών κυττάρων. Εντούτοις έχει επιτευχθεί η απομόνωσή τους βάσει της 

έκφρασης συγκεκριμένων μορίων επιφανείας των κυττάρων [5]. Πιο συγκεκριμένα 

έχει αποδειχθεί ότι κύτταρα που εκφράζουν το μόριο CD34 είναι ικανά για 

αποκατάσταση της αιμοποίησης σε ανοσο-ανεπαρκή ποντίκια και στα περισσότερα 

κλινικά πρωτόκολλα η απομόνωση των HSCs επιτυγχάνεται με τη χρήση CD34
+ 

πληθυσμών [34]. 

Η μεταμόσχευση των HSCs είναι πλέον στις μέρες μας μία καθιερωμένη κλινική 

διαδικασία, παρόλο που δεν επιτυγχάνονται πάντα τα ιδανικά αποτελέσματα. Αυτό 

συμβαίνει διότι είναι ακόμα ανεπαρκής η γνώση για τους διάφορους υποπληθυσμούς 

αρχέγονων κυττάρων που χρειάζονται για την μόνιμη ανάκτηση της παραγωγής 

κυττάρων του αίματος [38]. Τα HSCs έχουν χρησιμοποιηθεί ως μόσχευμα για την 

αποκατάσταση μυελού των οστών σε περιπτώσεις όπως συγγενείς ανωμαλίες 

ανοσοανεπάρκειας, απλαστική αναιμία, β-θαλασσαιμία, καθώς και σε κακοήθη 

νοσήματα, όπως το λέμφωμα, η λευχαιμία και το μυέλωμα [39, 40]. Επιπλέον, τα 

HSCs αποτελούν ιδανικό στόχο για την τεχνολογία της γονιδιακής θεραπείας, με τη 

μεταφορά γονιδίων μέσω μεταγωγής από ιογενείς φορείς, όπως οι ρετροιοί και οι 

λεντιϊοί [41]. 

 

1.3.2 Μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) 

Τα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs), που ανήκουν στο στρωματικό 

περιβάλλον του μυελού των οστών ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά την δεκαετία 

του 60 από τον Alexander Friedenstein [42]. Η κύρια πηγή ενηλίκων MSCs είναι ο 

μυελός των οστών. Τα MSCs αντιπροσωπεύουν ένα μικρό τμήμα (0.001-0.01% του 

συνολικού πληθυσμού) των εμπύρηνων κυττάρων του μυελού των οστών. 

Απομονώνονται συνήθως από τη στοιβάδα μονοπύρηνων κυττάρων του μυελού των 

οστών, που προκύπτει μετά από επιστοίβαση του μυελού σε φικόλη ακολουθούμενη 

από φυγοκέντρηση [43]. Τα μονοπύρηνα κύτταρα καλλιεργούνται στη συνέχεια σε 

κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο και τα MSCs προσκολλώνται στην πλαστική 

καλλιεργητική επιφάνεια.  
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Τα MSCs είναι ένας διακριτός πληθυσμός από τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα, 

καθώς δεν εκφράζουν τα μόρια επιφανείας CD14, CD34, CD117 και CD31 (δείκτες 

των ενδοθηλιακών και αιμοποιητικών βλαστικών κυττάρων) καθώς και το μόριο 

CD45 (δείκτης των αιμοποιητικών κυττάρων) [44]. Ο χαρακτηρισμός τους βασίζεται 

στην έκφραση ενός συνόλου δεικτών όπως το μόριο Stro-1, το οποίο εκφράζεται στα 

μη αιμοποιητικά στρωματικά προγονικά κύτταρα του μυελού των οστών, τα αντιγόνα 

επιφανείας CD105 (ενδογλίνη), CD73, CD166 (ALCAM), CD90/Thy-1, CD44 και 

CD29 [45-47]. 

Εκτεταμένες μελέτες σε αυτά τα κύτταρα έδειξαν ότι είναι πολυδύναμα και μπορούν 

να διαφοροποιηθούν σε κύτταρα του λιπώδους ιστού, των χόνδρων και του οστίτη 

ιστού [48]. Επιπρόσθετα έχουν δείξει ότι τα MSCs εκτός από ιστούς μεσοδερμικής 

προέλευσης μπορούν να διαφοροποιηθούν in vitro σε κύτταρα που προέρχονται από 

άλλες εμβρυϊκές στοιβάδες όπως σε νευρικά κύτταρα [49], ηπατοκύτταρα [50], 

καρδιακά κύτταρα [51], σκελετικά κύτταρα [52] και επιθηλιακά κύτταρα του 

δέρματος, του πνεύμονα, του εντέρου και του σπλήνα [50] (Εικόνα 1.10). 

 

 

Εικόνα 1.10: Τα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα εκτός από ιστούς μεσοδερμικής προέλευσης 

μπορούν να διαφοροποιηθούν in vitro σε κύτταρα που προέρχονται από άλλες εμβρυϊκές στοιβάδες  
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Έχουν πραγματοποιηθεί πολλές μελέτες για την διερεύνηση του πολλαπλασιασμού 

και τον φαινοτυπικό χαρακτηρισμό των κυττάρων αυτών in vitro όπως και για την 

αναγνώριση παραγόντων που τα διατηρούν σε αδιαφοροποίητο στάδιο [53, 54] με 

σκοπό τη χρήση τους σε μεταμοσχεύσεις in vivo σε περιπτώσεις επιδιόρθωσης 

συγκεκριμένων ιστών όπως τα οστά και οι χόνδροι [55, 56]. Δεδομένα υποδεικνύουν 

ότι ο θεραπευτικός τους ρόλος βασίζεται ιδιαίτερα στην ικανότητα τους να εκκρίνουν 

παράγοντες που μπορούν και επηρεάζουν το μικροπεριβάλλον του τραυματισμένου 

ιστού [57]. 

Εντούτοις ένα μείζον πρόβλημα του ιστού αυτού είναι το γεγονός ότι ο αριθμός των 

MSCs μειώνεται σημαντικά με την πάροδο της ηλικίας, έχουν περιορισμένο δυναμικό 

διαφοροποίησης και βραχύτερο χρόνο ζωής σε σχέση με τα εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα. Ένα άλλο μειονέκτημα των ενήλικων βλαστικών κυττάρων του μυελού των 

οστών είναι ότι όταν αναπτύσσονται in vitro δεν είναι δυνατόν να παραμείνουν 

αδιαφοροποίητα για μεγάλο χρονικό διάστημα [58]. Επιπλέον, η διαδικασία είναι 

αρκετά επίπονη για το δότη (Εικόνα 1.11), γεγονός το οποίο καθιστά επιτακτική την 

ανάγκη της αναζήτησης επαρκών εναλλακτικών πηγών των κυττάρων αυτών για 

αυτόλογη ή ετερόλογη θεραπευτική χρήση. 

 

Εικόνα 1.11: Διαδικασίες απομόνωσης μυελού των οστών και λιπώδη ιστού για την περαιτέρω 

απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων. 
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Μία ενήλικη πηγή MSCs κερδίζει το ενδιαφέρον των ερευνητών όλα και περισσότερο 

είναι ο λιπώδης ιστός. Τα MSCs του λιπώδους ιστού (adipose tissue derived 

mesenchymal stem cells, ATMSCs) απομονώνονται με μία απλή χειρουργική 

διαδικασία που είναι εύκολη και επαναλήψιμη [59] (Εικόνα 1.11). Τα MSCs του 

λιπώδους ιστού προσκολλώνται στην πλαστική καλλιεργητική επιφάνεια. Η 

καλλιέργεια όμως είναι ετερογενής αφού μαζί καλλιεργούνται στρωματικά κύτταρα 

του λιπώδους ιστού και ινοβλάστες (Εικόνα 1.12). Πρόσφατες μελέτες επιβεβαίωσαν 

ότι τα ATMSCs έχουν ανάλογο φαινότυπο με τα BM-MSCs, καθώς και παρόμοιες 

χαρακτηριστικές ιδιότητες [60-62]. Εντούτοις, παράγοντες, όπως η ηλικία του δότη, ο 

τύπος του λιπώδες ιστού, η προέλευσή του (υποδορίως ή σπλαγχνικώς), το είδος της 

χειρουργικής επέμβασης και οι συνθήκες καλλιέργειας μπορούν να επηρεάσουν το 

δυναμικό πολλαπλασιασμού και την ικανότητα διαφοροποίησης των ATMSCs [59]. 

 

 

Εικόνα 1.12: Τα MSCs του λιπώδους ιστού προσκολλώνται στην πλαστική καλλιεργητική επιφάνεια. 

Η καλλιέργεια όμως είναι ετερογενής αφού μαζί καλλιεργούνται στρωματικά κύτταρα του λιπώδους 

ιστού και ινοβλάστες.  

 

Όπως αναφέρθηκε, εκτός από τον μυελό των οστών υπάρχουν και άλλες πηγές 

ενήλικων MSCs. Αυτό το γεγονός δείχνει αν και δεν αποδεικνύει, ότι υπάρχει ένα 

δίκτυο μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων που μεταναστεύει από την κύρια πηγή 

(το στρώμα του μυελού των οστών) στους διάφορους ιστούς μέσω της κυκλοφορίας 

και στην συνέχεια αποκτά κατάλληλα χαρακτηριστικά, έτσι ώστε να συνδράμει στην 
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διατήρηση και επιδιόρθωση του συγκεκριμένου ιστού [63]. Παρόλη την φαινοτυπική 

ομοιογένεια, τα κύτταρα αυτά μπορεί να παρουσιάζουν ετερογένεια στην ικανότητα 

διαφοροποίησης, γεγονός που σχετίζεται με τον ιστό από τον οποίο προέρχονται. 

Έτσι, τα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα διαφέρουν μεταξύ τους ανάλογα με την 

πηγή προέλευσής τους και η σχέση τους με τα MSCs από τον μυελό των οστών θα 

πρέπει να διερευνηθεί [50]. 

1.4 Εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Fetal Stem Cells, FSCs) 

Πρόσφατα έχουν χαρακτηριστεί τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Fetal stem cells, 

FSCs) που αποτελούν μία κατηγορία βλαστικών κυττάρων με ενδιάμεσες ιδιότητες 

μεταξύ αρχέγονων εμβρυϊκών και ενήλικων βλαστικών κυττάρων. Τα FSCs έχουν 

απομονωθεί κατά την διάρκεια της κύησης από πολλούς διαφορετικούς ιστούς, όπως 

ο μυελός των οστών, το αίμα και το ήπαρ του εμβρύου, καθώς και από αρκετούς εξω-

εμβρυϊκούς ιστούς, όπως το έλυτρο του Wharton, η αμνιακή μεμβράνη, το αμνιακό 

υγρό, ο πλακούντας και ομφαλοπλακουντιακό αίμα [10-12] (Εικόνα 1.13). Οι ιστοί 

αυτοί συνήθως απορρίπτονται μετά τη γέννα ή είναι εύκολα προσβάσιμοι μέσω των 

εξετάσεων της αμνιοκέντησης και των χοριακών λαχνών.  

 

Εικόνα 1.13: Εμβρυϊκές πηγές βλαστικών κυττάρων. 
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Τα κύτταρα αυτά, αν και παρουσιάζουν περιορισμένο δυναμικό διαφοροποίησης σε 

σχέση με τα ESCs, εντούτοις πλεονεκτούν, τόσο στην ικανότητα πολλαπλασιασμού 

όσο και στην ικανότητα διαφοροποίησης, ως προς τα ενήλικα βλαστικά κύτταρα. 

Συμπερασματικά, τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα αποτελούν μία νέα τάξη 

πολυδύναμων βλαστοκυττάρων που διαθέτουν ενδιάμεσα χαρακτηριστικά, μεταξύ 

εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων της βλαστοκύστης και ενηλίκων βλαστικών 

κυττάρων [12](Εικόνα 1.14). 

 

Εικόνα 1.14: Το αναπτυξιακό στάδιο και η δυναμικότητα των εμβρυικών κυττάρων κατά τη διάρκεια 

της οντογένεσης.  

 

1.4.1 Βλαστικά κύτταρα αίματος ομφαλίου λώρου  

Το αίμα του ομφάλιου λώρου (Umbilical cord blood, UCB), που επίσης ονομάζεται 

αίμα του πλακούντα, είναι το αίμα που παραμένει στον ομφάλιο λώρο και στον 

πλακούντα μετά την γέννηση του παιδιού (Εικόνα 1.15). Συνήθως, μετά την γέννηση 

του παιδιού, το αίμα του ομφάλιου λώρου αχρηστεύεται μαζί με τον πλακούντα και 

τον ομφάλιο λώρο διότι αποτελούν υπολείμματα της γέννας. Το αίμα ομφαλίου 

λώρου αποτελεί μία από τις πιο καλά χαρακτηρισμένες πηγές τόσο αιμοποιητικών 

όσο και μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων, που προέρχονται από το νεογνό [10, 

64, 65]. Η πηγή αυτή μπορεί να αποτελέσει μία εναλλακτική πηγή βλαστικών 

κυττάρων για την κυτταρική θεραπεία, καθώς δεν προκύπτουν ηθικοί φραγμοί για την 

χρήση αυτού του υλικού [66].  
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Εικόνα 1.15: Το αίμα ομφαλίου λώρου είναι το αίμα που παραμένει στον ομφάλιο λώρο και στον 

πλακούντα μετά τη γέννηση του εμβρύου.  

 Η συχνότητα των MSCs στο αίμα ομφαλίου λώρου είναι εξαιρετικά μικρή, 

συγκεκριμένα το 0.00003% των εμπύρηνων κυττάρων, αλλά διαθέτουν μεγάλη 

πολλαπλασιαστική ικανότητα σε σύγκριση με MSCs άλλων πηγών [67]. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι τα UCB-MSCs είναι παρόμοια με τα BM-MSCs με βάση τα 

κυτταρικά τους χαρακτηριστικά και την ικανότητα διαφοροποίησης τους [65, 67]. Τα 

UCB-MSCs είναι αρνητικά για τους αιμοποιητικούς επιφανειακούς δείκτες ενώ είναι 

θετικά για τους μεσεγχυματικούς δείκτες CD90, CD105 και CD73 [11] (Πίνακας 

1.1). Επιπλέον μελέτες έχουν δείξει ότι τα UCB-MSCs εκφράζουν και τους 

εμβρυϊκούς δείκτες SSEA-3, SSEA-4, Tra 1-60, Tra 1-81 και NANOG [12]. 

Επιπρόσθετα, τα UCB-MSCs παρουσιάζουν αυξημένη ικανότητα διαφοροποίησης 

προς οστεοβλάστες και περιορισμένη ικανότητα διαφοροποίησης προς λιποκύτταρα 

σε σύγκριση με τα BM-MSCs [68].  

  

Πίνακας 1.1: Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των UCB-MSCs. 

 Αντιγόνα CD no. UCB-MSCs 

Μεσεγχυματικοί δείκτες Thy-1 CD90 + 

 SH3, SH4 CD73 + 

 Endoglobin CD105 + 

Αιμοποιητικοί δείκτες LCA CD45 - 

 Gp105-120 CD34 - 
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Επιπροσθέτως, έχει αναφερθεί ότι τα UCB-MSCs μπορούν να διαφοροποιηθούν προς 

νευρικά κύτταρα ή καρδιομυοκύτταρα [69, 70]. Τα UCB-MSCs είναι λιγότερο ώριμα 

από τα BM-MSCs, έχουν λιγότερες πιθανότητες να προκαλέσουν ανοσολογικές 

αντιδράσεις σε διαδικασίες μεταμόσχευσης [71]. Αναλυτικότερα, τα UCB-MSCs 

έχουν ανασταλτική δράση στον πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων και δεν 

φαίνεται να πυροδοτούν το ανοσοποιητικό σύστημα του μετά από αλλογενή 

μεταμόσχευση [72]. 

Έτσι, τα UCB-MSCs παρουσιάζουν σημαντικά περισσότερα πλεονεκτήματα στην 

απομόνωση, αποθήκευση και στην μεταμόσχευση σε σύγκριση με τα BM-MSCs [73, 

74]. Εντούτοις, στα μειονεκτήματα των UCB-MSCs πρέπει να συμπεριληφθούν οι 

δύσκολες συνθήκες απομόνωσης και έκπτυξης τους, καθώς και το μικρό ποσοστό 

τους στα δείγματα ομφαλοπλακουντιακού αίματος. Αυτό το γεγονός προβάλλει 

έντονη την ανάγκη για την εύρεση εναλλακτικών πηγών MSCs, που θα έχουν 

βελτιωμένες ιδιότητες και θα επιτρέψουν την αποτελεσματική τους χρήση στην 

κυτταρική θεραπεία. 

 

 

1.4.2 Βλαστικά κύτταρα του ελύτρου του Wharton  

Πηγή εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων αποτελεί και το έλυτρο του Wharton, το οποίο 

συνιστά το συνδετικό ιστό που περιβάλλεται από τις δύο αρτηρίες και τη μία φλέβα 

του ομφαλίου λώρου [11, 12] (Εικόνα 1.16). Αναλυτικότερα, MSCs έχουν 

απομονωθεί από την περιοχή του ελύτρου του Whatron του ομφάλιου λώρου και 

ονομάζονται UC- MSCs (Umbilical cord blood mesenchymal stem cells) [75]. Έχει 

εκτιμηθεί ότι περίπου 3.6x10
6
 UC-MSCs απομονώνονται από κάθε δείγμα ομφαλίου 

λώρου [12]. 

Εικόνα 1.16: Έλυτρο του Wharton 



Κεφάλαιο 1 

27 

 

Εκτεταμένες μελέτες έχουν δείξει ότι τα UB-MSCs διαθέτουν την ικανότητα της 

αυτοανανέωσης καθώς και την ικανότητα διαφοροποίησης όπως τα MSCs άλλων 

πηγών [75]. Τα UC-MSCs εκφράζουν τους επιφανειακούς δείκτες CD90, CD73, 

CD105, CD10, CD13, CD29 και CD44, ενώ δεν εκφράζουν τα μόρια CD14, CD33, 

CD56, CD31, CD34, CD45 και HLA-DR [76-78] (Πίνακας 1.2). Επιπρόσθετα, τα 

UC-MSCs εκφράζουν τους δείκτες βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog [79]. 

 

 
Αντιγόνα CD no. UCB-MSCs 

Μεσεγχυματικοί δείκτες Thy-1 CD90 + 

 
SH3, SH4 CD73 + 

 
Endoglobin CD105 + 

 
HCAM-1 CD44 + 

Αιμοποιητικοί δείκτες LCA CD45 - 

 
Gp105-120 CD34 - 

 
LPS-R CD14 - 

Ιντεγκρίνες β1-ιντεγκρίνη CD29 + 

 
α5-ιντεγκρίνη CD49e + 

Σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας HLA-DR 
 

- 

 

 

Πίνακας 1.2: Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των UC-MSCs. 

 

Επιπρόσθετα, τα UC-MSCs μπορούν να διαφοροποιηθούν προς λιποκύτταρα, 

οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα, καρδιομυοκύτταρα, νευρικά κύτταρα, γλοιοκύτταρα 

και ντοπαμινεργικούς νευρώνες [80-82]. Τα UC-MSCs είναι ανοσοκατασταλτικά με 

αποτέλεσμα να θεωρούνται ιδανικά για αλλογενής μεταμοσχεύσεις [76]. Ακόμα πιο 

σημαντικό χαρακτηριστικό των κυττάρων αυτών είναι ότι μετά την μεταμόσχευση 

δεν έχει παρουσιαστεί σχηματισμός όγκου, ούτε 50 ημέρες μετά [83]. Εντούτοις, 

πρέπει να πραγματοποιηθούν περισσότερες μελέτες σχετικά με την in vivo εφαρμογή 

των συγκεκριμένων κυττάρων, ώστε να διασφαλιστεί η θεραπευτική τους σημασία. 
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1.4.3 Βλαστικά κύτταρα του πλακούντα 

Ο πλακούντας αποτελεί μία πολλά υποσχόμενη πηγή MSCs. Πιο συγκεκριμένα 

προέρχεται από το τροφοεκτόδερμα και σχηματίζει την τροφοβλάστη, που 

περιλαμβάνει την κυτιοτροφοβλάστη και τη συγκυτιοτροφοβλάστη (Εικόνα 1.17). Οι 

αμιγείς πληθυσμοί βλαστοκυττάρων, που προέρχονται από τον ανθρώπινο πλακούντα 

περιλαμβάνουν τα χοριονικά μεσεγχυματικά στρωματικά κύτταρα και τους 

χοριονικούς τροφοβλάστες [12].  

 

Εικόνα 1.17: Ο πλακούντας. 

 

Η απομόνωση των MSCs του πλακούντα (pMSCs) πραγματοποιείται από τις 

χοριακές λάχνες μετά από ειδική επεξεργασία [84]. Ακολούθως τα pMSCs μπορούν 

να απομονωθούν με τη χρήση συγκεκριμένων μοριακών δεικτών που εκφράζουν τα 

κύτταρα αυτά, την πρωτεΐνη CD349/FZD9 (frizzled family receptor 9) [85]. Τα 

pMSCs εκφράζουν τα επιφανειακά μόρια CD44, CD90, CD105, CD146, CD166 και 

HLA-ABC αλλά δεν εκφράζουν τα μόρια CD14, CD19, CD40, CD45, CD80, CD83, 

CD86 και HLA-DR [84]. Επιπρόσθετα, τα pMSCs εκφράζουν δείκτες 

πολυδυναμικότητας όπως το SSEA-4, SSEA-3, TRA-1-60 και TRA-1-81 [86, 87]. 
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Επιπρόσθετα, τα κύτταρα αυτά εμφανίζουν υψηλό δυναμικό διαφοροποίησης προς 

οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα και λιποκύτταρα, πλαστικότητα και ανοσορυθμιστικές 

ιδιότητες [12, 87]. Έτσι, τα pMSCs να χρησιμοποιηθούν για αυτόλογες ή αλλογενής 

μεταμοσχεύσεις [87]. Ακολούθως έχει δειχθεί ότι τα pMSCs εκκρίνουν πολλές 

κυτοκίνες όπως οι IL-1Ra, IL6, IL8, IL10, IL11 και IL15 και ότι παρουσιάζουν την 

ικανότητα να μεταναστεύουν απαντώντας σε χημειοτακτικά μόρια όπως τα SDF-1 

(stromal cell-derived factor-1), PDGF (platelet derived growth factor), HGF 

(hepatocyte growth factor) και MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) [84]. 

Είναι αναγκαίο να γίνει κατανοητός ο ρόλος των βλαστικών κυττάρων του 

πλακούντα κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης καθώς και η παρακρινής δράσης τους 

θα μπορούσε να βοηθήσει στη μελέτη ασθενειών που επηρεάζουν τον πλακούντα 

κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης. 

 

1.4.4 Βλαστικά κύτταρα της αμνιακής μεμβράνης 

Η αμνιακή μεμβράνη δεν διαθέτει αγγεία και προέρχεται από την επιβλάστη και 

συνίσταται από 3 στιβάδες: την επιθηλιακή στιβάδα που περιέχει επιθηλιακά 

κύτταρα, την ενδιάμεση βασική μεμβράνη, που δεν περιέχει κύτταρα και ένα 

εξωτερικό στρώμα, που βρίσκεται δίπλα στο χόριον και συνίσταται από 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα [88, 89] (Εικόνα 1.18). 

Η αμνιακή μεμβράνη έχει χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν για πολλές δεκαετίες για τη 

θεραπεία εγκαυμάτων, αφού έχει φανεί να προωθεί τον σχηματισμό του επιθηλίου και 

επιπρόσθετα να προστατεύει από τη διαδικασία της μόλυνσης [90, 91]. Πρόσφατες 

μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει την αμνιακή μεμβράνη σε χειρουργικές επεμβάσεις 

στον βλεννογόνο του στόματος [92], σε ανακατασκευή της οφθαλμικής επιφάνειας 

[93] και σε κερατοειδική διάτριση [94].  
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Εικόνα 1.18: Εναλλακτική πηγή εμβρυικών βλαστικών κυττάρων αποτελεί η αμνιακή μεμβράνη. 

 

Από την αμνιακή μεμβράνη έχουν απομονωθεί δύο πληθυσμοί βλαστικών κυττάρων: 

τα αμνιακά επιθηλιακά κύτταρα (amniotic epithelial stem cells, AECs) και τα MSCs 

της αμνιακής μεμβράνης (amniotic membrane mesenchymal stem cells, AM-MSCs) 

που προέρχονται από το αμνιακό επιθήλιο και τα αμνιακά μεσεγχυματικά στρώματα, 

αντίστοιχα [11, 89]. Για την απομόνωση των δύο αυτών πληθυσμών βλαστικών 

κυττάρων της αμνιακής μεμβράνης έχουν χρησιμοποιηθεί πολλά πρωτόκολλα κυρίως 

στηριζόμενα στον μηχανικό διαχωρισμό της αμνιακής μεμβράνης από τη χοριακή 

μεμβράνη με ενζυματική πέψη [95, 96]. Τα AM-MSCs εμφανίζουν ινοβλαστική 

μορφολογία, ενώ τα AECs παρουσιάζουν πλακόστρωτη επιθηλιακή μορφολογία. 

Αναλυτικότερα, τα AM-MSCs διαθέτουν παρόμοιες ιδιότητες με τα MSCs που 

προέρχονται από ενήλικες πηγές [97]. Τα AM-MSCs προέρχονται από τα κύτταρα 

της επιβλάστης και για αυτό το λόγο διατηρούν τα χαρακτηριστικά των βλαστικών 
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κυττάρων κατά τη γέννηση, που σχετίζονται με μειωμένη έκφραση του αντιγόνου 

HLA, που υποδηλώνει μειωμένη πιθανότητα απόρριψης του μοσχεύματος [12]. 

Αναλυτικός φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των AM-MSCs και των AECs δείχνει ότι 

οι δύο πληθυσμοί αυτοί εκφράζουν τα μόρια επιφανείας CD13, CD29, CD44, CD73, 

CD105 και CD90, ενώ είναι αρνητικοί για τους αιμοποιητικούς δείκτες CD14, CD34 

και CD45 [11] (Πίνακας 1.3). Περαιτέρω ανάλυση έδειξε ότι τα AM-MSCs 

εκφράζουν τον δείκτη βλαστικότητας Oct4, ενώ τα AECs εκφράζουν τους δείκτες 

SSEA-4, SSEA-1, Nanog και Sox2 [89].  

Το γεγονός ότι η αμνιακή μεμβράνη είναι ένας εύκολα προσβάσιμος ιστός και σε 

ιδιαίτερη αφθονία, μπορεί να χαρακτηριστεί ως μία πηγή βλαστικών κυττάρων που 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε κυτταρικές θεραπευτικές προσεγγίσεις. 

 

 Αντιγόνα CD no. AM-MSCs AECs 

Μεσεγχυματικοί δείκτες Thy-1 CD90 + + 

 SH3, SH4 CD73 + + 

 Endoglobin CD105 + + 

 HCAM-1 CD44 + + 

Αιμοποιητικοί δείκτες LCA CD45 - - 

 Gp105-120 CD34 - - 

 LPS-R CD14  - 

Ιντεγκρίνες β1-

ιντεγκρίνη 

CD29 + + 

 α5-

ιντεγκρίνη 

CD49e  + 

Σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας HLA-DR  - - 

 

Πίνακας 1.3: Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των ΑΜ-MSCs και των AECs. 

 

1.4.5 Βλαστικά κύτταρα αμνιακού υγρού 

Το αμνιακό υγρό περιβρέχει το αναπτυσσόμενο έμβρυο κατά την διάρκεια της 

κύησης. Η παραγωγή του αμνιακού υγρού αρχίζει 4-5 ημέρες μετά τη γονιμοποίηση, 

όταν ο ζυγώτης ετοιμάζεται να εμφυτευτεί στο ενδομήτριο. Ανάμεσα στην 8
η
 και 10

η
 

ημέρα μετά τη γονιμοποίηση, το υγρό αρχίζει σταδιακά να εξαπλώνεται και να 
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διαχωρίζει την επιβλάστη (μελλοντικό έμβρυο) από την αμνιοβλάστη (μελλοντικό 

άμνιο) σχηματίζοντας κατά αυτό τον τρόπο την αμνιακή κοιλότητα. Κατά τη διάρκεια 

του πρώτου μισού της κύησης το αμνιακό υγρό (Amniotic fluid, AF) προέρχεται από 

την ενεργό μεταφορά νατρίου και χλωρίου διαμέσου της αμνιακής μεμβράνης και του 

μη κερατινοποιημένου δέρματος του εμβρύου, με ταυτόχρονη παθητική μεταφορά 

νερού. Κατά το δεύτερο μισό της εγκυμοσύνης το αμνιακό υγρό συνίσταται από 

εμβρυϊκά ούρα, απεκκρίσεις της αναπνευστικής και γαστρεντερικής οδού, καθώς και 

ουσίες ανταλλαγής, μέσω του αμνιακού σάκου [98]. 

Το αμνιακό υγρό προστατεύει το έμβρυο από μηχανικές κακώσεις και βοηθά 

παρέχοντας τον απαραίτητο χώρο και περιβάλλον στο έμβρυο να εκτείνει και να 

κάμπτει τα άκρα και τον κορμό του (Εικόνα 1.19). Επιπλέον, παίζει σημαντικό ρόλο 

στην έκπτυξη των εμβρυϊκών πνευμόνων και την εκτέλεση των αναπνευστικών 

κινήσεων καθώς και την ανάπτυξη και λειτουργία του πεπτικού συστήματος. 

 

Εικόνα 1.19: Το αμνιακό υγρό περιβρέχει το αναπτυσσόμενο έμβρυο κατά τη διάρκεια της κύησης. 



Κεφάλαιο 1 

33 

 

Το αμνιακό υγρό χρησιμοποιείται στην προγεννητική διάγνωση τα τελευταία 70 

χρόνια επιτρέποντας τον εντοπισμό διαφόρων γενετικών ασθενειών στα 

αναπτυσσόμενα έμβρυα (Εικόνα 1.20). Το αμνιακό υγρό λαμβάνεται με τη 

διαδικασία της αμνιοπαρακέντησης με κίνδυνο άμβλωσης μόλις 0,06-0,5% [99]. 

Έτσι, λοιπόν είναι ασφαλές, αξιόπιστο και αποτελεσματικό εργαλείο για την μελέτη 

του καρυότυπου του εμβρύου και την πρόβλεψη πολλών γενετικών και αναπτυξιακών 

ασθενειών. 

 

Εικόνα 1.20: Το αμνιακό υγρό λαμβάνεται με τη διαδικασία της αμνιοπαρακέντησης. 

Το αμνιακό υγρό αποτελεί και μία πλούσια πηγή κυττάρων που προέρχονται είτε από 

το αναπτυσσόμενο έμβρυο είτε από την περιβάλλουσα αμνιακή μεμβράνη [89, 100]. 

Πιο συγκεκριμένα, οι πληθυσμοί κυττάρων του αμνιακού υγρού χωρίζονται σε τρεις 

ομάδες κυττάρων ανάλογα με τη μορφολογία και τα βιοχημικά χαρακτηριστικά τους 

[12, 89]. Η πρώτη κατηγορία είναι τα επιθηλιοειδή κύτταρα, Ε-τύπου, που έχουν 

κυβοειδές προς κιονοειδές σχήμα, προέρχονται από το δέρμα και το ουροποιητικό 

σύστημα του εμβρύου και βρίσκονται στο αμνιακό υγρό σε ποσοστό 33.7% [11, 89]. 

Η δεύτερη κατηγορία κυττάρων είναι αυτά του αμνιακού υγρού, AF τύπου, που 

βρίσκονται στο αμνιακό υγρό σε ποσοστό 60,8% και προέρχονται από τις εμβρυϊκές 

μεμβράνες και την τροφοβλάστη [11, 89]. Η τελευταία κατηγορία είναι τα 

ινοβλαστικά κύτταρα, F τύπου, που προέρχονται από τον ινώδη συνδετικό ιστό και 

τους δερματικούς ινοβλάστες και βρίσκονται στο αμνιακό υγρό σε ποσοστό 5.5% 
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[11, 89]. Τα AF και F τύπου κύτταρα έχουν παρόμοια ινοβλαστική μορφολογία και 

εκφράζουν πρωτεΐνες κερατίνης (keratins) και βιμεντίνης (vimentins) [89, 100-103].  

Τις τελευταίες δεκαετίες έχουν απομονωθεί διάφοροι πληθυσμοί βλαστικών 

κυττάρων από το αμνιακό υγρό (Amniotic fluid stem cells, AFSCs). Αρχικά, 

περιγράφηκε ένας πληθυσμός βλαστικών κυττάρων με χαρακτηριστικά 

μεσεγχυματικών κυττάρων από τον Kaviani και τους συνεργάτες του [104]. Μέχρι 

σήμερα έχουν δημοσιευτεί διάφορα πρωτόκολλά απομόνωση και καλλιέργειας των 

AFSCs, τα οποία είναι τα εξής: α) το πρωτόκολλο καλλιέργειας ενός βήματος, όπου η 

πρωταρχική καλλιέργεια αφήνεται για 7 ή παραπάνω ημέρες μέχρι να εμφανιστούν οι 

πρώτες αποικίες [103, 105-107], β) το πρωτόκολλο καλλιέργειας δύο βημάτων, όπου 

τα αμνιοκύτταρα που δεν προσκολλήθηκαν μετά από 5 ημέρες στην καλλιέργεια, 

συλλέγονται για περαιτέρω καλλιέργεια [107-109], γ) το πρωτόκολλο καλλιέργειας 

με τη χρήση του επιφανειακού δείκτη CD117 (c-kit υποδοχέας) [107, 110-112], δ) το 

πρωτόκολλο μηχανικής απομόνωσης των μεσεγχυματικών προγονικών κυττάρων από 

την πρωταρχική καλλιέργεια [102] και ε) το πρωτόκολλο μικρής διάρκειας 

καλλιέργειας για την απομόνωση ινοβλαστικών αποικιών [113].  

Τα AFSCs εκφράζουν μόρια επιφανείας χαρακτηριστικά των MSCs, όπως τα CD29, 

CD73, CD90 και CD105, ενώ δεν εκφράζουν αιμοποιητικούς δείκτες όπως τα CD45, 

CD34 και CD133 (Πίνακας 1.4). Τα AFSCs είναι πολύδυναμα, με υψηλό ρυθμό 

πολλαπλασιασμού, ευρύ φάσμα διαφοροποίησης και φυσιολογικό καρυότυπο μετά 

από συνεχής ανακαλλιέργειες [11]. Επιπρόσθετα, έχει δειχθεί ότι τα AFSCs όταν 

ενεθούν σε ανοσοκατασταλμένα ποντίκια δεν προκαλούν σχηματισμό όγκου [89, 

112].  

 Αντιγόνα CD no. AFSCs 

Μεσεγχυματικοί δείκτες Thy-1 CD90 + 

 SH3, SH4 CD73 + 

 Endoglobin CD105 + 

 HCAM-1 CD44 + 

Αιμοποιητικοί δείκτες LCA CD45 - 

 Gp105-120 CD34 - 

 Prominin-1 CD133  

Ιντεγκρίνες β1-ιντεγκρίνη CD29 + 

Πίνακας 1.4: Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των AFSCs. 
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Σε μια πρόσφατη μελέτη έχει δειχθεί ότι τα AFSCs μπορούν να 

επαναπρογραμματιστούν πλήρως, μετά από την καλλιέργεια των κυττάρων σε 

θρεπτικό μέσο κατάλληλο για ESCs παρουσία βαλπορικού οξέος, το οποίο είναι 

αναστολέας της απακετυλάσης ιστονών [114]. Κανένας άλλος παράγοντας δεν 

χρειάζεται για τον επαναπρογραμματισμό των AFSCs, αφού τα ίδια ήδη εκφράζουν 

τους μεταγραφικούς παράγοντες βλαστικότητας Sox2, Oct4, Klf4 και c-Myc. Τα 

AFSCs μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να παράγουν ολοδύναμα βλαστικά κύτταρα 

ειδικά για κάθε ασθενή και έτσι να χρησιμοποιηθούν στην αναγεννητική ιατρική, στη 

φαρμακευτική διαλογή και στη μοντελοποίηση ασθενειών [114]. 

Το αμνιακό υγρό καθώς και τα AFSCs παρουσιάζουν σημαντικά πλεονεκτήματα, με 

βασικότερο το γεγονός ότι δεν προκύπτει κανένας ηθικός φραγμός για την χρήση των 

κυττάρων αυτών σε μελλοντικές κυτταρικές θεραπείες. 

 

 

1.4.5.1 Μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα αμνιακού υγρού  

Τα τελευταία χρόνια διερευνάται περαιτέρω ο πληθυσμός των MSCs που μπορούν να 

απομονωθούν από το αμνιακό υγρό (Amniotic Fluid Mesenchymal Stem Cells, AF-

MSCs). Η προέλευση των AF-MSCs του αμνιακού υγρού δεν έχει ακόμα 

διευκρινιστεί. Έχει όμως διευκρινιστεί ότι τα κύτταρα αυτά είναι καθαρά εμβρυικής 

προέλευσης, μέσω τυποποίησης αντιγόνων ιστοσυμβατότητας HLA (Molecular 

human leucocyte antigen typing) και ενίσχυσης της περιοχής του φυλετικού Υ 

χρωμοσώματος σε κύτταρα αμνιακού υγρού προερχόμενα από αρσενικά έμβρυα [12]. 

Γενικότερα, τα AF-MSCs αποτελούν μία νέα κατηγορία πολυδύναμων 

βλαστοκυττάρων που διαθέτουν ενδιάμεσα χαρακτηριστικά, μεταξύ εμβρυoνικών 

βλαστικών κυττάρων (ESCs) και ενηλίκων βλαστικών κυττάρων. 

Τα AF-MSCs μπορούν εύκολα να συλλεχθούν από το ανθρώπινο αμνιακό υγρό κατά 

τη διάρκεια προγραμματισμένης αμνιοπαρακέντησης κατά το δεύτερο τρίμηνο της 

κύησης, όπου το ποσοστό των AF-MSCs προσεγγίζει το 0,9-1,5% όλων των 

κυτταρικών πληθυσμών του αμνιακού υγρού [109, 113]. Σε μελέτες φαινοτυπικού 

χαρακτηρισμού, τα AF-MSCs βρέθηκαν θετικά για τους μεσεγχυματικούς δείκτες 

CD90, CD105, CD73, CD166, για την ιντεγκρίνη VLA-5 (CD49e) και τα αντιγόνα 

HCAM-1 (CD44d), HLA-ABC και ICAM-1 (CD54f). Επίσης βρέθηκαν αρνητικά για 
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τα αιμοποιητικά αντιγόνα CD45, CD34 και CD14 (Πίνακας 1.5) [11, 89]. Το μόριο 

SSEA-4, δείκτης που θεωρούνταν εξειδικευμένος στην πρώιμη εμβρυϊκή ανάπτυξη 

και στα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα, είναι επίσης θετικό στα MSCs και μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί στην απομόνωσή τους [4]. Παρομοίως, το μόριο επιφάνειας c-kit 

(CD117) (υποδοχέας του μορίου stem cell factor, SCF) μπορεί να χρησιμοποιηθεί και 

αυτό για την απομόνωση MSCs από το αμνιακό υγρό και στην συνέχεια να 

δημιουργηθούν κυτταρικές σειρές που προέρχονται κλωνογονικά από ένα μόνο 

αρχικό κύτταρο (clonal stem cell lines) [111]. Ακολούθως, τα AF-MSCs εκφράζουν 

τους δείκτες βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog [4, 102, 103]. 

 

 Αντιγόνα CD no. AF-MSCs 

Μεσεγχυματικοί δείκτες Thy-1 CD90 + 

 SH3, SH4 CD73 + 

 Endoglobin CD105 + 

 SB10/ALCAM CD166 + 

 HCAM-1 CD44 + 

Αιμοποιητικοί δείκτες LCA CD45 - 

 Gp105-120 CD34 - 

 Prominin-1 CD133 - 

 LPS-R CD14 - 

Ιντεγκρίνες β1-ιντεγκρίνη CD29 + 

 α5-ιντεγκρίνη CD49e + 

Σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας HLA-DR  - 

 HLA-ABC  + 

 

Πίνακας 1.5: Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των AFSCs. 

 

Τα AF-MSCs χαρακτηρίζονται από αυξημένη ικανότητα πολλαπλασιασμού, ενώ 

παράλληλα διατηρούν σταθερό τον καρυότυπο τους, όταν καλλιεργούνται in vitro [4, 

102, 103]. Επιπρόσθετα, μελέτες έχουν δείξει στα AF-MSCs απουσία κυτταρικής 

γήρανσης και τη διατήρηση μεγάλων τελομερών στις κυτταρικές αυτές σειρές για 

πάνω από 250 κυτταρικές διαιρέσεις (population doublings), αριθμός που ξεπερνά το 

όριο Hayflick των 50 κυτταρικών διαιρέσεων που χαρακτηρίζει πολλά μετα-εμβρυϊκά 

κύτταρα [111].  
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Τα AF-MSCs παρουσιάζουν ένα ευρύ φάσμα διαφοροποίησης. Κάτω από 

συγκεκριμένες καλλιεργητικές συνθήκες in vitro μπορούν να διαφοροποιηθούν με 

επιτυχία σε κυτταρικούς τύπους μεσοδερμικών σειρών (λιποκύτταρα, χονδροκύτταρα 

και οστεοκύτταρα) [103, 109, 115] (Εικόνα 1.21). Επιπλέον η διαφοροποίηση των 

AF-MSCs σε νευρικά και ηπατικά κύτταρα, δείχνει ότι τα κύτταρα αυτά μπορούν να 

ξεπεράσουν την μεσοδερμική τους προέλευση και να δώσουν κύτταρα προερχόμενα 

από άλλες γαμετικές στοιβάδες [103, 116, 117] (Εικόνα 1.21). 

Ανάλυση της in vitro διαφοροποίησης των MSCs έχει οδηγήσει στην ταυτοποίηση 

ποικίλων παραγόντων, απαραίτητων για τον καθορισμό των βλαστικών κυττάρων. Σε 

αυτούς περιλαμβάνονται εκκρινόμενα μόρια, όπως ο TGF-β, μόρια της εξωκυττάριας 

θεμέλιας ουσίας, όπως κολλαγόνο και πρωτεογλυκάνες, κυτταροσκελετός της 

ακτίνης και ενδοκυτταρικοί μεταγραφικοί παράγοντες, όπως Runx2, PPARγ, Sox9 

και MEF2 που έχουν σημαντικό ρόλο στην κατεύθυνση των πολυδύναμων 

βλαστικών κυττάρων προς συγκεκριμένες σειρές και στην ανάκτηση 

διαφοροποιημένων φαινοτύπων [118]. 

 

Εικόνα 1.21: Τα AF-MSCs μπορούν να διαφοροποιηθούν σε λιποκύτταρα, οστεοκύτταρα, 

χονδροκύτταρα, ηπατοκύτταρα και νευρικά κύτταρα. 
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Επιπρόσθετα, έχει αποδειχθεί ότι μέλη της οικογένειας Wnt συντελούν στη 

διαφοροποίηση των MSCs προς συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές [119, 120]. Η 

οικογένεια Wnt αποτελείται από εκκρινόμενες γλυκοπρωτεΐνες πλούσιες σε 

κυστεΐνη, που συμβάλλουν στη ρύθμιση της ανάκτησης του φαινοτύπου των 

βλαστοκυττάρων, στον πολλαπλασιασμό και στη διαφοροποίηση κατά τη διάρκεια 

της εμβρυϊκής ανάπτυξης. Το σηματοδοτικό μονοπάτι του Wnt αυξάνει τη 

σταθερότητα της κυτταροπλασματικής β-κατενίνης, μέσω απενεργοποίησης της 

ενεργότητας της GSK-3 κινάσης και προώθησης της μετανάστευσης της β-κατενίνης 

στον πυρήνα. Στη συνέχεια το ενεργοποιημένο σύμπλοκο β-κατενίνη/TCF/LEF 

ρυθμίζει τη μεταγραφή των γονιδίων που περιλαμβάνονται στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και στην κυτταρική διαφοροποίηση [121]. 

Τα AF-MSCs εκτός όμως από τη δυνατότητα αυτοανανέωσης και διαφοροποίησης 

παρουσιάζουν και τη δυνατότητα δια-διαφοροποίησης, δηλαδή μπορούν να μεταβούν 

από ένα διαφοροποιημένο τύπο κυττάρου σε έναν άλλο αλλά και την ικανότητα 

αποδιαφοροποίησης, δηλαδή από ένα διαφοροποιημένο τύπου κυττάρου μπορούν να 

μεταβούν σε ένα πιο πρωταρχικό τύπο κυττάρου [117]. Η δια-διαφοροποίηση των 

AF-MSCs μπορεί να πραγματοποιηθεί από ένα διαφοροποιημένο κύτταρο προς τη 

μεσοδερμική σειρά σε διαφοροποιημένο κύτταρο προς την ενδοδερμική σειρά, ως 

απάντηση σε εξωτερικούς παράγοντες, μέσω του σταδίου αποδιαφοροποίησης προς 

ένα πιο προγονικό στάδιο [117] (Εικόνα 1.22). 

 

Εικόνα 1.22: Δια-διαφοροποίησης των λιποκυττάρων σε ηπατοκύτταρα, μέσω ενός ενδιάμεσου 

σταδίου αποδιαφοροποίησης (TRAF-MSCs). 
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Η ερευνητική μας ομάδα μελέτησε την παρουσία δύο μορφολογικά διακριτών 

υποπληθυσμών κυττάρων στις αρχικές αποικίες των AF-MSCs, σχήματος επιμήκους 

[spindle-shaped (SS)] ή σφαιρικού [round-shaped (RS)], τους οποίους και ονομάσαμε 

SS-AF-MSCs και RS-AF-MSCs, αντιστοίχως [102] (Εικόνα 1.23).  

 

 

Εικόνα 1.23: Στην αρχική καλλιέργεια των AF-MSCs υπάρχουν δυο μορφολογικά διακριτοί 

υποπληθυσμοί, τα SS-AF-MSCs και τα RS-AF-MSCs. 

 

Λεπτομερής ανάλυση των δύο αυτών υποπληθυσμών, κατόπιν μηχανικού 

διαχωρισμού τους, έδειξε ότι τα SS-AF-MSCs εκφράζουν τον αντιγονικό δείκτη 

Thy-1 (CD90) σε μεγαλύτερο ποσοστό, παρουσιάζουν υψηλότερο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού και ευρύτερο φάσμα διαφοροποίησης σε σχέση με τα RS-AF-

MSCs. Επιπλέον, τα SS-AF-MSCs εκφράζουν αυξημένα επίπεδα ιντεγκρινών και 

μορίων προσκόλλησης, γεγονός που μπορεί να δικαιολογεί την σημαντικά αυξημένη 
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μεταναστευτική ικανότητα που παρουσιάζουν in vitro προς εξωκυττάριες ουσίες, 

όπως ινονεκτίνη (fibronectin) και η λαμινίνη (laminin), σε σχέση με τα RS-AF-MSCs 

[102].  

Ακολούθησε η εκτίμηση της χρήσης των SS-AF-MSCs ως εργαλεία σε θεραπευτικές 

προσπελάσεις in vivo. Πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση των AF-MSCs με λεντιϊκό 

φορέα που φέρει το γονίδιο GFP. Διαπιστώθηκε ότι τα GFP-SS-AF-MSCs διατηρούν 

τη βλαστικότητά τους, εκφράζοντας τα μόρια Nanog, SSEA-4 και Oct-4, καθώς και 

τη δυνατότητα διαφοροποίησής τους σε οστεοκύτταρα, λιποκύτταρα και 

ηπατοκύτταρα [102]. Ακολούθησε ενδοφλέβια χορήγηση των κυττάρων αυτών σε 

ανοσοκατασταλμένα NOD/SCID ποντίκια και διαπιστώθηκε ο τροπισμός και η 

επιβίωσή τους σε διάφορους ιστούς για μεγάλο χρονικό διάστημα in vivo με 

μεθόδους ανοσοεντοπισμού [102]. 

 

1.4.5.2 Εφαρμογές των AF-MSCs στην κυτταρική θεραπεία 

Το αυξανόμενο ενδιαφέρον για τα βλαστικά κύτταρα προέρχεται κυρίως από την 

πιθανή χρήση τους στην θεραπεία πολλών ασθενειών, στις οποίες οι τρέχουσες 

θεραπείες βασίζονται σε αλλογενείς ή αυτόλογες μεταμοσχεύσεις κυττάρων ή 

οργάνων και είναι δύσκολα εφαρμόσιμες ή αναποτελεσματικές. Η βασική αρχή της 

κυτταρικής θεραπείας με τη χρήση βλαστοκυττάρων είναι ότι τα μη διαφοροποιημένα 

βλαστικά κύτταρα μεταμοσχεύονται στον ασθενή, μεταναστεύουν στο σημείο του 

τραύματος και εκεί υπό την επήρεια τοπικών σημάτων, πιθανότατα διαφοροποιούνται 

σε κύτταρα με τον κατάλληλο φαινότυπο. Για την επιτυχία της κυτταρικής θεραπείας 

είναι βασικό τα βλαστικά κύτταρα που θα μεταμοσχευθούν να διαθέτουν 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά. Τα AF-MSCs όλο και περισσότερο κεντρίζουν το 

ενδιαφέρον των ερευνητών, οι οποίοι πραγματοποιούν όλο και περισσότερες μελέτες 

για τη χρήση των κυττάρων αυτών στη θεραπεία διάφορων ασθενειών. 

Βασικό πλεονέκτημα των AF-MSCs είναι ότι απομονώνονται από το αμνιακό υγρό 

που αποτελεί μία εύκολα προσβάσιμη πηγή βλαστικών κυττάρων, χωρίς ηθικούς 

περιορισμούς και ακόμα πιο σημαντικό είναι ότι η απομόνωση τους δεν είναι 

επώδυνη για τον ασθενή [122]. Στην κυτταρική θεραπεία ένας βασικός περιορισμός 

είναι η απόρριψη των κυττάρων που θα μεταμοσχευθούν. Τα AF-MSCs 
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παρουσιάζουν το πλεονέκτημα ότι έχουν χαμηλή ανοσογονικότητα αφού εκφράζουν 

σε χαμηλά επίπεδα τα HLA-ABC αντιγόνα και δεν εκφράζουν καθόλου τα HLA-DR 

αντιγόνα [102, 103, 111, 115]. Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα η χρήση των AF-

MSCs να μειώνει το ρίσκο απόρριψης των κυττάρων που θα μεταμοσχευθούν. 

Επιπρόσθετα, ένα σημαντικό πλεονέκτημα των AF-MSCs είναι ότι μπορεί να 

καταστείλει την φλεγμονώδης απόκριση, εκκρίνοντας συγκεκριμένες κυτοκίνες και 

αυξητικούς παράγοντες όπως το TGF-β1 (transforming growth factor beta-1), το GM-

CSF (granulocyte macrophase colony stimulation factor), η IL-6 (interleukin-6) και το 

MCP (monocyte chemotactic protein) [116, 123]. Άλλο ένα σημαντικό πλεονέκτημα 

των AF-MSCs είναι ότι έχουν τη δυνατότητα να τροποποιηθούν γενετικά, ώστε να 

μεταφέρουν το επιθυμητό θεραπευτικό γονίδιο στην τραυματισμένη περιοχή. Η 

γενετική τροποποίηση των AF-MSCs έχει πραγματοποιηθεί με τη χρήση αδενοιών 

και λεντιϊών με υψηλή απόδοση, όπου δεν παρατηρήθηκαν φαινοτυπικές αλλαγές στα 

AF-MSCs και επίσης δεν επηρεάστηκαν οι χαρακτηριστικές τους ιδιότητες [102, 

124]. Στην κυτταρική θεραπεία ίσως η μεγαλύτερη ανησυχία είναι ο σχηματισμός 

τερατωμάτων in vivo. Τα AF-MSCs έχει φανεί ότι δεν σχηματίζουν όγκους ακόμα 

και 3 μήνες μετά την μεταμόσχευση τους σε ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια [102, 111]. 

Μέχρι σήμερα τα AF-MSCs έχουν χρησιμοποιηθεί για τη θεραπεία διαφόρων 

ασθενειών σε κατάλληλα ζωικά μοντέλα και με τη χρήση των κατάλληλων 

ικριωμάτων (scaffolds) [122]. Πρώτη φορά ο De Coppi και οι συνεργάτες του έδειξαν 

τη δημιουργία οστού από hAFSCs που είχαν τοποθετηθεί σε ειδικό ικρίωμα και 

μεταμοσχευθεί σε ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια [111]. Τα AF-MSCs έχουν 

μεταμοσχευθεί σε ισχαιμικές καρδίες μετά από έμφραγμα του μυοκαρδίου και 

παρατηρήθηκε ότι τα ενσωματώνονται στον τραυματισμένο ιστό και 

διαφοροποιούνται σε καρδιακά κύτταρα [125]. Τα AF-MSCs έχει δειχθεί ότι μπορούν 

να μεταναστεύσουν στο ραβδωτό σώμα του εγκεφάλου των ποντικών [126]. Έτσι 

έχουν χρησιμοποιηθεί σε μοντέλα ισχαιμικής νευρικής βλάβης σε κατάλληλο κάθε 

φορά ικρίωμα, όπου παρατηρήθηκε περιφερική νευρική αναγέννηση [127-130]. Τα 

AF-MSCs έχουν επίσης μεταμοσχευθεί σε μοντέλα οξείας νεφρικής βλάβης, όπου 

παρατηρήθηκε βελτίωση του φαινοτύπου που οφείλεται ουσιαστικά στην παρακρινή 

δράση των κυττάρων, αφού εκκρίνουν παράγοντες που παίζουν βασικό 

αντιφλεγμονώδες ρόλο [131, 132]. Παρόμοια αποτελέσματα φάνηκαν μετά την 
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μεταμόσχευση των AF-MSCs σε μοντέλο ποντικού οξείας ηπατικής ανεπάρκειας, 

όπου παρατηρείται βελτίωση του φαινοτύπου λόγω της παρακρινής δράσης των 

κυττάρων [116] (Εικόνα 1.24). Συγκεκριμένα, το θρεπτικό μέσο των AF-MSCs 

(Condition medium, CM) περιέχει κυτοκίνες όπως οι IL-10, IL-27, IL-17E, IL-12p70, 

IL-1β και IL-1ra, που είναι υπεύθυνες για την τοπική και συστεμική ρύθμιση της 

αντι-φλεγμονώδους αντίδρασης [116].  

 

 

Εικόνα 1.24: Μορφολογία του ήπατος μετά την θεραπεία με το θρεπτικό μέσο από τα AF-MSCs σε 

σύγκριση με την μορφολογία μετά την πρόκληση οξείας ηπατικής ανεπάρκειας με τη χρήση CCl4. 
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Στηριζόμενοι στην παρακρινή δράση των AF-MSCs, πραγματοποιήθηκαν μελέτες 

όπου χορηγήθηκε σε τραύματα δέρματος μοντέλου ποντικού, το θρεπτικό μέσο των 

κυττάρων (Condition medium, CM) σε ειδικά ικριώματα σιλικόνης ή ζελατίνης και 

παρατηρήθηκε σημαντική βελτίωση λόγω των κυτοκινών, των χημειοκινών και των 

αγγειογενετικών παραγόντων που εκκρίνονται [133-135] (Εικόνα 1.25).  

 

 

Εικόνα 1.25: Αντιπροσωπευτικές εικόνες από τραύματα 6 ημέρες μετά τη χορήγηση θρεπτικού μέσου 

από AF-MSCs. 

 

Πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι τα AF-MSCs μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

οχήματα για την μεταφορά αντικαρκινικών ουσιών στην περιοχή του όγκου, λόγω της 

φυσικής ικανότητας τους να μεταναστεύουν στην περιοχή του όγκου [136] (Εικόνα 

1.26). Ο Yin και οι συνεργάτες του χρησιμοποίησαν γενετικά τροποποιημένα AF-

MSCs ώστε να εκφράζουν τον αναστολέα της αγγειογένεσης, ενδοστατίνη, για τη 

θεραπεία του γλοιοβλαστόματος [137]. Παρατηρήθηκε ότι μειώνεται σημαντικά ο 

σχηματισμός αγγείων και ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των καρκινικών κυττάρων 

καθώς και ότι αυξάνεται η κυτταρική απόπτωση [137].  
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Εικόνα 1.26: Πειραματικός σχεδιασμός θεραπευτικής στόχευσης όγκων με MSCs. 

 

Χρησιμοποιώντας την ίδια θεραπευτική διαδικασία, η ερευνητική μας ομάδα έχει 

τροποποιήσει γενετικά AF-MSCs ώστε να εκφράζουν την αντικαρκινική ουσία IFNβ 

τα οποία έχουν μεταμοσχευθεί σε μοντέλου ποντικού με καρκίνο της ουροδόχου 

κύστης, προκαλώντας σημαντική μείωση του όγκου αλλά και αύξηση του χρόνου 

ζωής των ποντικών [138] (Εικόνα 1.27). 

 

 

Εικόνα 1.27: Μείωση του όγκου της ουροδόχου κύστης μετά από την μεταμόσχευσή IFNβ-AF-MSCs. 
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Συνεπώς, νέες στρατηγικές που επιτρέπουν την απομόνωση και τη γενετική 

τροποποίηση των MSCs, χωρίς να επηρεάζουν τη δυνατότητα αυτοανανέωσης και 

διαφοροποίησής τους, είναι ιδιαίτερα σημαντικές για τις μακροχρόνιες θεραπευτικές 

δράσεις των MSCs. 

 

1.5 MicroRNAs 

Τα microRNAs (miRNAs) είναι ενδογενή, μικρά, μονόκλωνα μόρια RNA με μέγεθος 

από 21-23 νουκλεοτίδια, τα οποία δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Συνιστούν μία νέα 

τάξη γονιδιακών ρυθμιστών που βρίσκονται τόσο στα φυτά, όσο και στα ζώα. Για 

πρώτη φορά περιγράφθηκαν το 1993 από τον Lee και τους συναδέλφους του στο 

εργαστήριο του Victor Ambros [139], ενώ ο όρος miRNAs εισήχθηκε μόλις το 2001 

μετά από την δημοσίευση τριών άρθρων στο επιστημονικό περιοδικό Science [140-

142]. Υπολογίζεται ότι υπάρχουν τουλάχιστον 300 miRNAs στο ανθρώπινο 

γονιδίωμα, συνιστώντας περίπου το 1-4% όλων των εκφραζόμενων ανθρώπινων 

γονιδίων, γεγονός που καθιστά τα miRNAs μια από τις μεγαλύτερες τάξεις 

γονιδιακών ρυθμιστών [143]. Τα περισσότερα ανθρώπινα miRNAs βρίσκονται είτε 

μέσα σε εσώνια mRNA μορίων, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, είτε μέσα σε εσώνια 

mRNA μορίων που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες [143]. Τα υπόλοιπα miRNAs 

βρίσκονται είτε σε εξώνια mRNA γονιδίων, είτε μέσα στην 3΄ αμετάφραστη περιοχή 

(3΄-UTR) άλλων mRNA γονιδίων, είτε τέλος ομαδοποιημένα σε ειδικά γονίδια 

miRNA [143, 144].  

Τα miRNAs έχουν κυρίως αρνητική ρυθμιστική δράση στην γονιδιακή έκφραση 

χρησιμοποιώντας διάφορους μηχανισμούς ανάλογα με το βαθμό 

συμπληρωματικότητας ανάμεσα στο miRNA και το γονίδιο στόχο, προκαλώντας είτε 

αποικοδόμηση των μεταγράφων, είτε καταστολή της μετάφρασης [143, 145]. 

Φαίνεται να είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη ενός οργανισμού αφού εμπλέκονται 

σε πολλές βιολογικές διαδικασίες του κυττάρου, ενώ η διαταραχή στην έκφραση τους 

φαίνεται να παίζει ρόλο σε πολλές παθολογικές καταστάσεις [146]. Tα γονίδια των 

miRNAs εντοπίζονται συχνά σε ευαίσθητες θέσεις και σε γενωμικές περιοχές που 

εμπλέκονται στον καρκίνο, υποδηλώνοντας ότι αυτά τα miRNAs εμπλέκονται σε 

κυτταρικές διαδικασίες που διαταράσσονται στον καρκίνο, όπως κυτταρική αύξηση, 
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κυτταρική διαίρεση και πολλαπλασιασμό [144] (Εικόνα 1.28). Έτσι, δημιουργείται 

ένα νέο πεδίο έρευνας, τα ογκογόνα miRNAs (oncomiRs) που σχετίζονται με τον 

καρκίνο και τα οποία θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν στη διάγνωση και τη 

θεραπεία του καρκίνου [147].  

 

Εικόνα 1.28: A) Η υπερέκφραση miRNAs είναι πιθανό να οδηγήσει σε μειωμένη έκφραση του 

στόχου του, όπως για παράδειγμα ενός ογκοκατασταλτικού γονιδίου. Β) Η μειωμένη έκφραση 

miRNAs είναι πιθανόν να οδηγήσει σε αύξηση της έκφρασης του γονιδίου στόχου, όπως για 

παράδειγμα ενός ογκογονιδίου. Και στις δύο περιπτώσεις μπορεί να προκληθεί δημιουργία όγκου. 

 

Παρόλα αυτά πρέπει να επισημάνουμε ότι τα miRNAs έχει φανεί να δρουν και 

ογκοκατασταλτικά, και η καταστολή των συγκεκριμένων miRNAs οδηγούν σε 

αυξημένο πολλαπλασιασμό, μεταστατικότητα ή αγγειογένεση, περιορισμό της 

απόπτωσης, αποδιαφοροποίηση, γεγονότα που οδηγούν σε σχηματισμό όγκου [148, 

149] (Εικόνα 1.27). Συμπερασματικά, η κατανόηση του μηχανισμού δράσης των 

miRNAs μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη καινοτόμων θεραπευτικών 

προσεγγίσεων για την αντιμετώπιση πολλών ασθενειών καθώς και στη χρήση τους ως 

διαγνωστικά εργαλεία.  
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1.5.1 Βιοσύνθεση των miRNAs 

Τα γονίδια των miRNA μεταγράφονται είτε από την RNA πολυμεράση ΙΙ είτε από 

την RNA πολυμεράση ΙΙΙ σε πρωτογενή miRNA μετάγραφα (pri-miRNAs) [150, 

151]. Τα pri-miRΝAs, που έχουν σχήμα φουρκέτας (stem-loop structure), 

νουκλεολύονται στον πυρήνα από ένα σύμπλοκο πρωτεϊνών, το σύμπλοκο 

μικροεπεξεργαστών (microprocessor complex) [152]. Το σύμπλοκο αυτό 

συγκροτείται από την πρωτεΐνη Drosha που έχει τον κύριο νουκλεολυτικό ρόλο και 

από την πρωτεΐνη DGCR8 (DiGeorge critical region 8) που κατευθύνει και 

σταθεροποιεί τη δράση της Drosha [152]. Τα πρόδρομα miRNAs (pre-miRNAs) που 

απελευθερώνονται με δομή φουρκέτα (stem-loop structure) [153], βγαίνουν από τον 

πυρήνα με τη βοήθεια της Εξπορτίνης-5, μιας Ran-GTP πρωτεΐνης-μεταφορέα που 

βρίσκεται στο σύμπλεγμα του πυρηνικού πόρου [154, 155] (Εικόνα 1.29).  

 

Εικόνα 1.29 : Το μονοπάτι βιοσύνθεσης των MicroRNAs (miRNAs). 
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Στο κυτταρόπλασμα, τα pre-miRNA νουκλεολύονται από το ένζυμο Dicer και 

παράγονται δίκλωνα τμήματα μήκους ~21 νουκλεοτιδίων, που έχουν 

5΄φωσφορυλιωμένα άκρα και 3΄προεξέχοντα άκρα μήκους 2 νουκλεοτιδίων [156, 

157]. Έχει διαπιστωθεί ότι η ανθρώπινη Dicer αλληλεπιδρά με δύο στενά 

συνδεδεμένες πρωτεΐνες, την TRBP (trans activator RNA (Tar) binding protein) και 

την PACT (protein activator of PKR) οι οποίες συμβάλλουν στο σχηματισμό του 

συμπλέγματος αποσιώπησης RISC που επάγεται από RNA [158, 159] (Εικόνα 1.28).  

Tα παραγόμενα δίκλωνα τμήματα αποτελούνται από το ώριμο miRNA και το 

συμπληρωματικό του, miRNA
* 

[160] (Εικόνα 1.30). Η συχνότητα εμφάνισης των 

miRNA
*
 στις βιβλιοθήκες κλωνοποιημένων miRNAs είναι πολύ μικρότερη σε σχέση 

με τα miRNA, πιθανώς λόγω του πολύ μικρού χρόνου ημιζωής αφού 

αποικοδομούνται [160]. 

 

Εικόνα 1.30: Δευτεροταγής δομή του miRNA:miRNA* συμπλόκου. 

 

Τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωμάτια (RNPs) που περιέχουν τα δίκλωνα miRNAs 

οδηγούν το ώριμο μόνο miRNA στο καταλυτικό σύμπλοκο RISC και κατ’ επέκταση 

στο mRNA-στόχο για μετα-μεταγραφική αποσιώπηση [161, 162] (Εικόνα 1.31). Η 

ασύμμετρη σύνδεση του ώριμου miRNA στο σύμπλοκο RISC ρυθμίζεται από τις 

θερμοδυναμικές ιδιότητες του δίκλωνου miRNA:miRNA
*
 όπου το ώριμο miRNA 

έχει το λιγότερο σταθερό 5΄άκρο [162]. Ως τώρα, έχουν ανακαλυφθεί πολλά 

σύμπλοκα RISC που διαφέρουν στο μέγεθος και στη σύστασή τους. Η συγκρότηση 

του συμπλόκου RISC είναι μία ATP-εξαρτώμενη διαδικασία αφού το ξεδίπλωμα του 
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δίκλωνου miRNA και η αλλαγή στη διαμόρφωση ή στη σύσταση του 

ριβοπρωτεϊνικού συμπλοκή απαιτούν ενέργεια [163]. 

 

Εικόνα 1.31 : Μηχανισμός δράσης των miRNAs. 

 

1.5.2 Μηχανισμός δράσης των miRNAs  

Τα miRNAs ενεργοποιούνται σε μονόκλωνη μορφή και δρουν σε μορφή 

συμπλέγματος με το miRISC [164]. Τα miRNA φέρουν στο 5΄άκρο μία περιοχή 

μήκους 2-8 νουκλεοτιδίων, με την οποία αναγνωρίζουν το mRNA στόχο και 

ονομάζεται “seed sequence” ή “seed site” [164]. Στο σύμπλεγμα miRISC, το miRNA 

προσδένεται στην 3΄UTR του mRNA στόχου με ακριβή συμπληρωματικότητα στο 

μοτίβο αναγνώρισης [164]. Η μερική συμπληρωματικότητα με τις υπόλοιπες 
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αλληλουχίες του miRNA που βρίσκονται στη μέση και στο 3΄άκρο, σταθεροποιεί την 

αλληλεπίδραση του miRNA::mRNA ενώ μπορεί να εμπλέκεται στο σχηματισμό του 

miRISC [164]. Μελέτες έδειξαν ότι τα miRNA μπορούν να επάγουν αποσιώπηση της 

έκφρασης ενός γονιδίου αλληλεπιδρώντας με την κωδική και την 5΄UTR περιοχή του 

mRNA [165]. 

Τα miRNAs μπορούν είτε να αναστείλουν τη μετάφραση είτε να επάγουν την 

διάσπαση του mRNA στόχου ή και τα δύο σύμφωνα με τους εξής παράγοντες: 1) το 

βαθμό συμπληρωματικότητας με την περιοχή πρόσδεσης, 2) τον αριθμό τον μοτίβων 

που αναγνωρίζει το 5΄ άκρο του και 3) την προσβασιμότητα στις θέσεις πρόσδεσης 

[166-168].  

Τέλεια συμπληρωματικότητα στην αλληλεπίδραση του miRNA:mRNA οδηγεί στη 

διάσπαση του mRNA στόχου από την ενδονουκλεοτιδική δράση ορισμένων 

Argonaute πρωτεϊνών [169, 170]. Στα θηλαστικά όμως, η πλειοψηφία των 

προβλεπόμενων στόχων έχουν μόνο μερική συμπληρωματικότητα [171-173] και 

καταλήγουν σε αναστολή της μετάφρασης [166-168] (Εικόνα 1.32). Επιπρόσθετα, 

έχει δειχθεί ότι μπορούν να προάγουν την αποαδενυλίωση προκαλώντας την 

ταχύτερη αποικοδόμηση των mRNAs [174], καθώς και να προκαλέσουν ιστονικές 

τροποποιήσεις και DNA μεθυλίωση σε περιοχές εκκινητών επηρεάζοντας την 

έκφραση των γονιδίων στόχων [175, 176].  

Έχει προβλεφθεί ότι κάθε μονόκλωνο miRNA μπορεί να έχει περισσότερα από 1,000 

γονίδια στόχους και ότι κάθε γονίδιο που κωδικοποιείται σε πρωτεΐνη μπορεί να 

ρυθμίζεται από πολλαπλά miRNA [166-168]. Αυτό συμβαίνει λόγω της χαλαρής 

συμπληρωματικότητας που απαιτείται για την αλληλεπίδραση miRNA::mRNA [177]. 

Συνεπώς, διαφορετικά γονίδια μπορούν να έχουν τα ίδια μοτίβα πρόσδεσης των 

miRNAs και ένα συγκεκριμένο γονίδιο μπορεί να έχει πολλαπλά μοτίβα πρόσδεσης 

για διαφορετικά miRNAs. Τα miRNAs μπορούν να θεωρηθούν ως ρυθμιστές μιας 

κυτταρικής λειτουργίας ή ενός κυτταρικού προγράμματος και όχι μόνο ενός 

συγκεκριμένου γονιδίου. 
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Εικόνα 1.32: Αναστολή της μετάφρασης μέσω των miRNAs. 

 

1.5.3 Ταυτοποίηση miRNAs 

Το πρώτο βήμα στην κατανόηση της σημασίας των miRNAs και της λειτουργίας τους 

είναι η απομόνωση και η ταυτοποίηση τους στα κύτταρα και στους οργανισμούς. 

Χρησιμοποιούνται διάφοροι τρόποι για την απομόνωση των miRNAs όπως 

κλωνοποίηση από cDNA, ευθεία γενετική διαλογή (forward genetic screen) που έχει 

χρησιμοποιηθεί στο C.elegans, υπολογιστικοί αλγόριθμοι, οι οποίοι με βάση τη δομή 

φουρκέτας προβλέπουν miRNAs στο γονιδίωμα νηματόζωων, εντόμων και 

σπονδυλωτών, η τεχνολογία μικροσυστοιχιών και η αλληλούχηση (Deep sequencing). 

Αναλυτικότερα, η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών που μας επιτρέπει να παίρνουμε 

ποσοτικές και ποιοτικές πληροφορίες για χιλιάδες γονίδια ταυτόχρονα. Η τεχνική 

αυτή εκμεταλλεύεται την αρχή της συμπληρωματικότητας μεταξύ νουκλεϊκών οξέων 

DNA-DNA ή DNA-RNA ή πρόσφατα και μεταξύ αμινοξέων-πρωτεϊνών υπό 
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αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες θερμοκρασίας και τη χρήση φθορίζουσων ουσιών. Οι 

μικροσυστοιχίες ουσιαστικά είναι μια διάταξη χιλιάδων μικροσκοπικών σημείων που 

αντιπροσωπεύουν DNA αλληλουχίες με τη μορφή ολιγονουκλεοτιδίων που 

ονομάζονται ανιχνευτές (probes) (Εικόνα 1.33) και ακινητοποιούνται με 

ομοιoπολικούς δεσμούς σε μία στερεή επιφάνεια και μπορούν να υβριδοποιηθούν με 

cDNA ή RNA δείγματα. Η ανίχνευση και η ποσοτικοποίηση του υβριδισμού 

πραγματοποιείται με τη χρήση φθορίζουσων ουσιών και ειδικά σχεδιασμένων 

βιοπληροφορικών αλγορίθμων.  

 

 

Εικόνα 1.33: Η καλυπτρίδα που χρησιμοποιείται στην τεχνική των μικροσυστοιχιών. 

 

Η πιο πρόσφατη τεχνική που χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση και την 

δημιουργία προτύπου miRNAs είναι η τεχνολογία της αλληλούχησης (Deep 

sequencing technology), η οποία δίνει την δυνατότητα για την ταυτόχρονη 

αλληλούχηση εκατομμυρίων μορίων RNA [178] (Εικόνα 1.34). Είναι γεγονός ότι σαν 

αναπτυσσόμενη τεχνική παραμένει ακόμα ιδιαίτερα ακριβή σε σχέση με την 

τεχνολογίας των μικροσυστοιχίων. Σημαντικό είναι ότι η τεχνική αυτή ξεπερνά 

βασικά μειονεκτήματα της τεχνικής των μικροσυστοιχιών όπως τον θόρυβο 

(background) λόγω του φθορισμού καθώς και ότι μπορεί να ταυτοποιήσει μόνο τα 

miRNAs που είναι σε αφθονία και μόνο τα miRNAs που είναι ήδη καταχωρημένα 
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στις βάσεις δεδομένων [178]. Επιπρόσθετα, τα αποτελέσματα από με τη τεχνική των 

μικροσυστοιχιών διαφέρουν ανάλογα με τον τύπο του μηχανήματος που θα 

χρησιμοποιηθεί για την ποσοτικοποίηση του φθορισμού, οπότε τα αποτελέσματα 

πολλές φορές δεν είναι επαναλήψιμα [179]. Μετά από μία δεκαετία που γίνεται η 

χρήση της τεχνικής των μικροσυστοιχιών, έχουν πλέον αναγνωριστεί τα 

μειονεκτήματα της και έχουν πλέον βρεθεί τρόποι για την αντιμετώπιση τους. Η 

τεχνολογία της αλληλούχησης δεν παρουσιάζει τους παραπάνω περιορισμούς και έτσι 

μπορούν να ταυτοποιηθούν και νέα miRNAs, όμως θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι 

είναι μια τεχνική που θα πρέπει να επαναληφθεί πολλές φορές για να διαβαστούν 

αλληλουχίες που εκφράζονται σε χαμηλά επίπεδα [179]. Συμπερασματικά και οι δύο 

τεχνικές έχουν υψηλή απόδοση για την ταυτοποίηση του προτύπου έκφρασης των 

miRNAs. 

 

 

Εικόνα 1.34: Διαδικασία δημιουργίας προτύπου έκφρασης miRNAs με την τεχνική της αλληλούχησης 

(Deep sequencing). 
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1.5.4 Ο ρόλος των miRNAs στα βλαστικά κύτταρα  

To 40-50% των mRNAs των θηλαστικών φαίνεται να ρυθμίζεται από τα miRNAs σε 

μεταγραφικό επίπεδο [143, 145]. Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί συνολικά 678 

γονίδια miRNA στο γονιδίωμα του ανθρώπου και μελέτες έδειξαν ότι η έκφραση των 

miRNAs στα βλαστικά κυτταρα διαφέρει σημαντικά από άλλους κυτταρικούς τύπους 

[180, 181]. Τα miRNAs έχουν βρεθεί να παίζουν σημαντικό ρόλο στη βιολογία των 

βλαστικών κυττάρων, συγκεκριμένα στους μηχανισμούς αυτοανανέωσης, 

πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης. 

Τα miRNAs είναι απαραίτητα για τον πολλαπλασιασμό των ESCs. Ερευνητικές 

ομάδες έδειξαν ότι ποντίκια με έλλειψη του γονιδίου Dicer
-/-

 δεν ήταν δυνατό να 

επεξεργαστούν τα ενδογενή miRNAs με αποτέλεσμα να πεθαίνουν πρόωρα, καθώς 

και ότι εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα στα οποία έλλειπε το γονίδιο Dicer
-/-

 

παρουσίαζαν χαμηλό ρυθμό πολλαπλασιασμού και τροποποιημένο κυτταρικό κύκλο 

[181]. Συνεπώς, τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν ότι τα ενδογενή miRNAs 

προϊόντα της Dicer είναι απαραίτητα για τη διατήρηση της φυσιολογικής λειτουργίας 

των ESCs και τη φυσιολογική εμβρυϊκή ανάπτυξη.  

Επιπρόσθετα, τα miRNAs είναι απαραίτητα για την έναρξη της διαφοροποίησης των 

ESCs. Για παράδειγμα, το miRNA let-7, είναι ένα από τα πρώτα που φάνηκε να 

διαδραματίζει ρυθμιστικό ρόλο κατά την διαφοροποίηση βλαστικών κυττάρων σε 

νευρικά [182]. Επιπρόσθετα, υπάρχουν και τα ιστό-ειδικά micro-RNAs που 

κατευθύνουν τη διαφοροποίηση των βλαστικών κυττάρων προς συγκεκριμένους 

κυτταρικούς τύπους αναστέλλοντας τη διαφοροποίηση προς άλλους εναλλακτικούς 

κυτταρικούς τύπους [183].   

Πολλές έρευνες έχουν διεξαχθεί και σε MSCs προσπαθώντας να καθορίσουν τα 

miRNAs που ρυθμίζουν τα μοναδικά χαρακτηριστικά τους [184-187]. Ενδιαφέρον 

προκαλεί το γεγονός ότι το πρότυπο έκφρασης των miRNAs στα MSCs είναι 

διαφορετικά από αυτό των ESCs [188, 189]. Διάφορες μελέτες έχουν εστιάσει στους 

διαφορετικούς πληθυσμούς των MSCs, είτε από ενήλικες είτε από εμβρυϊκές πηγές 

[89, 122, 190]. Λόγω της χρήσης των MSCs σε διάφορες κυτταρικές θεραπείες, 

πολλές μελέτες έχουν εστιάσει σε ένα βασικό τους μειονέκτημα, τη κυτταρική 

γήρανση που επέρχεται μετά από τον συνεχή πολλαπλασιασμό τους [191, 192]. Έχει 
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διαπιστωθεί ότι η κυτταρική γήρανση επηρεάζει τη συνολική έκφραση των 

εκφραζόμενων γονιδίων αλλά και των miRNAs [193, 194]. Επίσης, έχει διερευνηθεί 

ο ρόλος των miRNAs στη διαδικασία αποκατάστασης τραυμάτων με τη χρήση MSCs 

[195]. Διαπιστώθηκε ότι o TGF-β (Transforming growth factor – beta), ο οποίος είναι 

χαρακτηριστικό μόριο στην περιοχή του τραύματος, διεγείρει την έκφραση του miR-

21 στα MSCs και προωθεί τον πολλαπλασιασμό και την διαφοροποίηση των 

κυττάρων in vitro [196]. 

Δεδομένου ότι τα MSCs διαφοροποιούνται προς τρεις (οστεογενής, λιπογενής, 

χονδρογενής) ή και περισσότερες κυτταρικές σειρές όπως η μυελογενής και η 

καρδιογενής σειρά διερευνήθηκε η αλλαγή στην έκφραση των miRNAs κατά τη 

διαφοροποίησή τους [197]. Διαπιστώθηκε ότι η έκφραση των miR-143 και miR-145 

είναι αυξημένη στα προγονικά λιποκύτταρα και η έκφραση των miR-638 και miR-

663 στα χονδροκύτταρα, miRNAs που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες για 

τον αντίστοιχο τύπο κυττάρων [197]. Παρομοίως, έχει ταυτοποιηθεί το πρότυπο 

έκφρασης των miRNAs σε hUC-MSCs κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης τους ως 

προς ηπατοκύτταρα, αναδεικνύοντας συγκεκριμένα miRNAs που διαδραματίζουν 

κεντρικό ρόλο [184]. Επίσης, συγκεκριμένα miRNAs έχει αποδειχθεί ότι εμπλέκονται 

κατά τη διαδικασία της νευρογένεσης στα MSCs. Για παράδειγμα, τα miR-9 και miR-

124 ρυθμίζονται από τον μεταγραφικό παράγοντα RESΤ, που είναι βασικό μόριο στη 

ντοπαμινεργική νευρογένεση των MSCs [198, 199]. Το miR-133 και το miR-135 έχει 

φανεί να αναστέλλουν τη διαφοροποίηση των MSCs προς οστεοκύτταρα 

επηρεάζοντας τις πρωτεΐνες RUNX2 και SMAD5 που διαδραματίζουν σημαντικό 

ρόλο στη δημιουργία οστού [200]. Παράλληλα, έχει αποδειχθεί ότι υπάρχουν 

miRNAs που δρουν και σαν θετικοί ρυθμιστές στη διαδικασία της διαφοροποίησης 

των MSCs προς οστεοκύτταρα. Το miR-196a έχει διαπιστωθεί να ενισχύει την 

διαφοροποίηση προς οστεοκύτταρα στοχεύοντας το γονίδιο HOXC8 [201]. Πέντε 

miRNAs (miR-130b, miR-152, miR-28, miR-26b και miR-193b) παρουσιάζουν 

διαφορική έκφραση κατά τη διάρκεια διαφοροποίησης των MSCs προς 

χονδροκύτταρα, όπως διαπιστώθηκε με την χρήση μικροσυστοιχιών [202]. Κατά τον 

ίδιο τόπο, το miR-143 έχει διαπιστωθεί ότι εμπλέκεται στη ρύθμιση της 

διαφοροποίησης των MSCs προς λιποκύτταρα στοχεύοντας το γονίδιο ERK5, που 

βρίσκεται στο LIF σηματοδοτικό μονοπάτι [203]. Έτσι, παρατηρείται ότι ένας 
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μεγάλος αριθμός μελετών έχει επικεντρωθεί στην αναζήτηση miRNAs που ρυθμίζουν 

τις χαρακτηριστικές ιδιότητες των MSCs [185] (Εικόνα 1.35).  

 

 

 

Εικόνα 1.35: Ο ρόλος των miRNA στη διαφοροποίηση των MSCs (Guo et al., 2011). 

 

Η εισαγωγή miRNAs στα κύτταρα θα μπορούσε να διευκολύνει την παραγωγή 

ομογενών κυτταρικών πληθυσμών του επιθυμητού κυτταρικού τύπου από βλαστικά 

κύτταρα και θα μπορεί να αξιοποιηθεί σε θεραπευτικές προσεγγίσεις. Η εισαγωγή στα 

κύτταρα θα μπορούσε να επιτυγχάνεται με τη χρήση λεντιϊών ή λιποσωμάτων. Γι’ 

αυτό χρειάζεται να πραγματοποιηθούν εκτενείς έρευνες για την ανίχνευση μοναδικών 

miRNAs που εκφράζονται στους διάφορους τύπους βλαστικών κυττάρων. 
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1.6 Σκοπός της διδακτορικής εργασίας 

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν τη μελέτη της μετά-μεταγραφικής 

ρύθμισης τριών πληθυσμών MSCs από AF, BM και UCB, σε επίπεδο προτύπου 

έκφρασης των miRNAs με τη χρήση miRNAs μικροσυστοιχιών. Παράλληλα, στα 

πλαίσια αυτής της μελέτης, αναλύθηκε η δυνατότητα συγκεκριμένων miRNAs να 

επιδρούν στον ρυθμό πολλαπλασιασμού και στην ικανότητα διαφοροποίησης των 

μεσεγχυματικών κυττάρων από το αμνιακό υγρό (AF-MSCs). Τέλος, διευρύνθηκε το 

διαφορετικό πρότυπο έκφρασης miRNAs μεταξύ των AF-MSCs και 

διαφοροποιημένων AF-MSCs προς λιποκύτταρα, με τη χρήση miRNAs 

μικροσυστοιχιών. 

Οι μέθοδοι που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της διδακτορικής διατριβής 

περιγράφονται αναλυτικά στο Κεφάλαιο 2. Το Κεφάλαιο 3 περιγράφει τη λειτουργική 

κατηγοριοποίηση των miRNAs που παρουσιάζουν διαφορική έκφραση μεταξύ των 

τριών πληθυσμών MSCs από AF, BM και UCB. Στη συνέχεια στο Κεφάλαιο 4 

ακολουθεί η διερεύνηση της επίδρασης της καταστολής του μεταγραφικού παράγοντα 

Sox2 από το miR-21 στις ιδιότητες των AF-MSCs. Τέλος, το Κεφάλαιο 5 

διαπραγματεύεται τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs των AF-MSCs 

και των διαφοροποιημένων AF-MSCs προς λιποκύτταρα, αλλά και τον ρόλο του 

miR-26a στα AF-MSCs. 

 

 

 

 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Τεχνικές χειρισμού κυττάρων  

2.1.1 Απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών κυττάρων από αμνιακό υγρό  

Τα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα απομονώθηκαν από αμνιακό υγρό, 

προερχόμενο από προγραμματισμένες αμνιοκεντήσεις μεταξύ της 15
ης

 και της 18
ης

 

εβδομάδας κύησης (2
ο
 τρίμηνο) με τη σύμφωνη γνώμη της επιτροπής βιοηθικής των 

νοσοκομείων Αλεξάνδρα και ΙΑΣΩ και τη συγκατάθεση του Διοικητικού 

Συμβουλίου της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Αθηνών και τη γραπτή 

συγκατάθεση των εγκύων. Η αμνιοκέντηση πραγματοποιήθηκε σε στείρες συνθήκες, 

με τη χρήση 22G βελόνας και με υπερηχογραφικό έλεγχο, και 10-15ml αμνιακού 

υγρού ελήφθησαν για κάθε δείγμα.  

 

Εικόνα 2.1 : Απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων από αμνιακό υγρό. 



Κεφάλαιο 2 

59 

 

Το κάθε δείγμα αμνιακού υγρού (10ml) φυγοκεντρήθηκε στις 1300 στροφές για 10 

λεπτά (Εικόνα 2.1). Ακολούθησε επαναδιάλυση του ιζήματος σε 5ml καλλιεργητικό 

μέσο Dulbecco’s modified Eagle’s καλλιεργητικό μέσο (DMEM; Gibco-BRL, 

Paisley, Scotland, UK) που περιείχε 20% εμβρυϊκό ορό βοός (FBS) (Gibco-BRL) και 

1% αντιβιοτικά πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη (Gibco-BRL) σε μία φλάσκα 25cm
2
 

κυτταροκαλλιέργειας και επωάστηκε στους 37
ο
C και σε ατμόσφαιρα 5% CO2 υπό 

άσηπτες συνθήκες για περίπου είκοσι μέρες, όπου και εμφανίστηκαν οι πρώτες 

αποικίες. Η αλλαγή του καλλιεργητικού μέσου γίνονταν στη συνέχεια κάθε πέντε 

μέρες. Όταν τα κύτταρα κάλυψαν τον πυθμένα της καλλιεργητικής φλάσκας κατά 70-

80%, αποκολλήθηκαν με την προσθήκη 1mL διαλύματος θρυψίνης 0.25%(w/v) / 

EDTA 2.65mM (Gibco-BRL). Μετά την αποκόλλησή τους τα κύτταρα 

επαναιωρήθηκαν σε θρεπτικό υλικό, φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στις 1200 

στροφές και το κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύθηκε σε θρεπτικό μέσο. Στη συνέχεια 

έγινε ανακαλλιέργεια τους σε μεγαλύτερη φλάσκα 75cm
2
 και ακολούθησε η 

περαιτέρω έκπτυξη των κυττάρων.  

 

Εικόνα 2.2: Από τα AF-MSCs απομονώθηκαν με μηχανικά μέσα δύο υποπληθυσμοί, ατρακτοειδούς 

[spindle – shaped (SS)] και σφαιρικού σχήματος [round-shaped (RS)]. 
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Στα δείγματα αμνιακού υγρού διαπιστώθηκε ότι στις αρχικές καλλιέργειες σταδίου 

έκπτυξης 0-1 δημιουργήθηκαν αποικίες προσκολλημένων κυττάρων από δύο 

μορφολογικά διακριτούς κυτταρικούς τύπους, ατρακτοειδούς [spindle – shaped (SS)] 

και σφαιρικού σχήματος [round-shaped (RS)], οι οποίοι απομονώθηκαν ξεχωριστά 

μηχανικά, ώστε να επιτευχθεί η έκπτυξη μεμονωμένων αποικιών και 

χαρακτηρίστηκαν ως SS-AF-MSCs και RS-AF-MSCs, αντιστοίχως (Εικόνα 2.2) 

[102]. Τα κύτταρα από κάθε αποικία εκπτύχθηκαν περαιτέρω και παρατηρήθηκε ότι 

κατά την ανακαλλιέργεια διατήρησαν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά τους. 

Για την κρυοκατάψυξη τους τα κύτταρα αποκολλήθηκαν από τις φλάσκες όπως και 

κατά την ανακαλλιέργεια τους, φυγοκεντρήθηκαν και το κυτταρικό ίζημα 

επαναδιαλύθηκε σε διάλυμα 90% FBS και 10% DMSO (dimethyl sulfoxide, 

κρυοπροστατευτική ουσία, Applichem, USA). Τα κύτταρα φυλάχθηκαν σε 

συγκέντρωση 10
6
 κύτταρα ανά φιαλίδιο. Τα φιαλίδια μεταφέρθηκαν αρχικά σε 

υπερκαταψύξη -80
ο
C και στη συνέχεια σε υπερκαταψύξη -140

ο
C. 

2.1.2 Απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών κυττάρων από μυελό των 

οστών 

Πραγματοποιήθηκε λήψη μυελού των οστών από υγιείς δότες και ακολούθησε 

απομόνωση των μονοπύρηνών κυττάρων μετά από επιστοίβαση του μυελού σε 

φικόλη. Κατόπιν ακολούθησε έκπτυξη και καλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών 

κυττάρων in vitro σε θρεπτικό υλικό καλλιεργητικό μέσο DMEM εμπλουτισμένο με 

10% ή 20% FBS στους 37
ο
C και σε 5% CO2 (Εικόνα 2.3) [43]. Επιπλέον, κάποια 

δείγματα BM-MSCs προήλθαν από την Cambrex (Cambrex, UK, Lot.L2F1657) και 

καλλιεργήθηκαν στις παραπάνω συνθήκες.  

Εικόνα 2.3: Απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων από μυελό των 

οστών. 

Εικόνα :  
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2.1.3 Απομόνωση μονοπύρηνων κυττάρων από αίμα ομφαλίου λώρου 

Η λήψη των δειγμάτων αίματος ομφαλίου λώρου, μετά το πέρας του τοκετού, έγινε 

με τη σύμφωνη γνώμη της επιτροπής βιοηθικής των νοσοκομείων Αλεξάνδρα και 

ΙΑΣΩ και τη συγκατάθεση του Διοικητικού Συμβουλίου της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστημίου Αθηνών. Μετά τη λήψη του δείγματος αίματος ομφαλίου λώρου 

πραγματοποιήθηκε αραίωση (1:1) σε διάλυμα HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, 

Sigma-Aldrich Ltd., Gillingham, Dorset, UK). Κατόπιν το αραιωμένο δείγμα 

επιστοιβάστηκε σε διάλυμα φικόλης (Histopaque, Sigma-Aldrich Ltd.) και 

ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 1900 στροφές για 30 λεπτά, χωρίς φρένο, σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

 

Εικόνα 2.4: Απομόνωση και καλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων από αίμα ομφάλιου 

λώρου. 

Στη συνέχεια, απομονώθηκε η ενδιάμεση στοιβάδα των μονοπύρηνων κυττάρων και 

πραγματοποιήθηκε αραίωση (1:3) σε διάλυμα HBSS και φυγοκέντρηση στις 1600 

στροφές για 5 λεπτά (Εικόνα 2.4). Κατόπιν, επαναδιαλύθηκαν τα κύτταρα σε 

κατάλληλη ποσότητα διαλύματος λύσης ερυθρών αιμοσφαιρίων (Χλωριούχο 

αμμώνιο 155mM, διττανθρακικό νάτριο 10mM, EDTA 0.1mM). Ακολούθησε 

επώαση για 10 λεπτά στον πάγο και η αντίδραση τερματίστηκε με την προσθήκη 1ml 
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FBS. Η φυγοκέντρηση επαναλήφθηκε στις 1600 στροφές για 5 λεπτά, ακολούθησε 

έκπλυση με HBSS και επαναδιάλυση των κυττάρων στο κατάλληλο θρεπτικό υλικό 

(DMEM, 10% FBS, 1% πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 

μέτρηση των κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο (πλάκα Neubauer). Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε συγκέντρωση 10
7 

/ cm
2 
στο παραπάνω θρεπτικό μέσο.  

 

2.1.4 Καλλιέργεια 293Τ και HT1080 κυττάρων 

Τα κύτταρα 293Τ προέρχονται από τα 293 κύτταρα (Human Embryonic Kidney 293 

cells), μία κυτταρική σειρά από ανθρώπινα κύτταρα εμβρυϊκού νεφρού. Τα κύτταρα 

αυτά έχουν μετασχηματιστεί με το SV-40 Large T-αντιγόνο, το οποίο επιτρέπει την 

αντιγραφή των πλασμιδίων που φέρουν SV-40 με αποτέλεσμα να ενισχύονται τα 

πλασμίδια και να επιμηκύνεται ο χρόνος έκφρασης του επιθυμητού γονιδίου. 

Θεωρούνται ιδανικά για πειράματα συνδιαμόλυνσης (Εικόνα 2.5). 

Εικόνα 2.5: Τα 293Τ είναι ανθρώπινη κυτταρική σειρά εμβρυικού νεφρού και τα HT1080 είναι 

ανθρώπινη κυτταρική σειρά ινοσαρκώματος. 

 

Επιπρόσθετα, τα κύτταρα ΗΤ1080 είναι μία ανθρώπινη κυτταρική σειρά 

ινοσαρκώματος, η οποία διαθέτει ενεργό το ογκογονίδιο N-Ras. Οι δύο αυτές 

κυτταρικές σειρές καλλιεργούνται σε DMEM που περιείχε 10% FBS και 1% 

αντιβιοτικό πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη στους 37
ο
C και σε ατμόσφαιρα 5% CO2 υπό 

άσηπτες συνθήκες (Εικόνα 2.5). 
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2.2 Τεχνικές διαφοροποίησης των AF-MSCs 

2.2.1 Διαφοροποίηση των AF-MSCs προς λιποκύτταρα 

Τα SS-AF-MSCs που μετάχθηκαν με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό τέθηκαν σε 

καλλιέργεια σε πιάτο καλλιέργειας 12 βοθρίων καλύπτοντας το 80% της επιφάνειας 

του βοθρίου. Η διαφοροποίηση τους προς λιποκύτταρα πραγματοποιήθηκε σε 

κατάλληλο μέσο που περιείχε 40% DMEM και 50% Ham F12 (Gibco-BRL) 

εμπλουτισμένο με 10% ορό (rabbit serum) (Sigma-Aldrich Ltd.), 10
-7

μΜ 

δεξαμεθαζόνη (Sigma-Aldrich Ltd.) και 0.5 μg\ml ινσουλίνη (Sigma-Aldrich Ltd.) 

[102, 103, 117]. Το καλλιεργητικό μέσο αυτό ανανεώνονταν δύο φορές την 

εβδομάδα. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 21 ημέρες όπου και επιτυγχάνεται η 

πλήρης διαφοροποίηση τους προς λιποκύτταρα. 

 

2.2.1.1 Χρώση Oil Red O  

Η αξιολόγηση των διαφοροποιημένων κυττάρων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της 

χρωστικής Oil Red O (Sigma-Aldrich Ltd.), η οποία απορροφήθηκε από τα 

σταγονίδια λιπιδίων που σχηματίστηκαν στα λιποκύτταρα (Εικόνα 2.6).  

 

Εικόνα 2.6: Η απεικόνιση της χημικής δομής του Oil Red O αντιδραστηρίου, το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε για τη χρώση των λιποσταγονιδίων. 
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Κατά αυτή τη διαδικασία τα διαφοροποιημένα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν σε 

1ml/βοθρίο διαλύματος 10% φορμαλίνη (Sigma-Aldrich Ltd.) για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε πλύσιμο με dΗ2Ο και έπειτα προστέθηκε 

1ml/βοθρίο 100% ισοπροπανόλη (Applichem) για 10
 

λεπτά. Στη συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε επώαση με 1ml/βοθρίο Oil Red O σε 60% διάλυμα 

ισοπροπανόλης για 10 λεπτά. Ακολούθησαν τρία πλυσίματα με dΗ2Ο για την 

απομάκρυνση του αντιδραστηρίου που δεν είχε προσδεθεί, καθώς και στέγνωμα του 

πιάτου καλλιέργειας. Η παρατήρηση των βαμμένων λιποσωμάτων πραγματοποιήθηκε 

σε φωτονικό μικροσκόπιο. Για την ποσοτικοποίηση της χρώσης προστέθηκε 

1ml/βοθρίο 100% ισοπροπανόλης επωάζοντας για 10 λεπτά. Έπειτα, 

πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 500nm και υπολογίστηκε το 

ποσοστό της οπτικής πυκνότητας από τον παρακάτω τύπο: [(ODdayx-

ODday0)/ODday0x100)]. Πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα, με 

τουλάχιστον δύο επαναλήψεις το καθένα και υπολογίστηκε ο μέσος όρος ± SEM από 

κάθε πείραμα. 

 

2.2.2 Διαφοροποίηση των AF-MSCs προς οστεοκύτταρα 

Τα SS-AF-MSCs που έχουν μεταχθεί με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό 

καλλιεργήθηκαν για 21 ημέρες σε πιάτο καλλιέργειας 12 βοθρίων σε 80% πληρότητα 

με κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο DMEM, εμπλουτισμένο με 10% FBS, 10 mM β-

γλυκεροφωσφορικό οξύ (Sigma-Aldrich Ltd.), 10
-8 

Μ δεξαμεθαζόνη και 50 μM 

ασκορβικό οξύ (Sigma-Aldrich Ltd.) [102, 103, 117]. Το καλλιεργητικό μέσο αυτό 

ανανεωνόταν δύο φορές την εβδομάδα 

 

2.2.2.1 Χρώση Alizarin Red S 

Η αξιολόγηση της διαφοροποίησης των κυττάρων προς οστεοβλάστες 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση χρωστικής Alizarin S Red (Sigma-Aldrich Ltd.), η 

οποία απορροφήθηκε από το ασβέστιο που σχηματίστηκε στα οστεοκύτταρα (Εικόνα 

2.7).  
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Εικόνα 2.7: Η απεικόνιση της χημικής δομής του Alizarin S Red αντιδραστηρίου, το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε για τη χρώση των εναποθέσεων ασβεστίου. 

Κατά αυτή τη διαδικασία τα διαφοροποιημένα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν σε 

1ml/βοθρίο 95% παγωμένης αιθανόλης (Sigma-Aldrich Ltd.) για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε πλύσιμο με dΗ2Ο και έπειτα προστέθηκε 

1ml/βοθρίο διαλύματος Alizarin S Red χρωστικής με pH 4.1-4.3 για 30
 
λεπτά. Στη 

συνέχεια ακολούθησαν τρία πλυσίματα με dΗ2Ο για την απομάκρυνση του 

αντιδραστηρίου που δεν είχε προσδεθεί, καθώς και στέγνωμα του πιάτου 

καλλιέργειας. Η παρατήρηση της εναπόθεσης ασβεστίου στα οστεοκύτταρα 

πραγματοποιήθηκε σε φωτονικό μικροσκόπιο. Για την ποσοτικοποίηση της χρώσης 

προστέθηκε 1ml/βοθρίο 10% χλωριούχου κετυλπυριδίνιου (Sigma-Aldrich Ltd.) για 

10 λεπτά. Τέλος, πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 570 nm και 

υπολογίστηκε το ποσοστό της οπτικής πυκνότητας από τον παρακάτω τύπο: 

[(ODday21-ODday0)/ODday0x100)]. Πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα 

πειράματα, με τουλάχιστον δύο επαναλήψεις το καθένα και υπολογίστηκε ο μέσος 

όρος ± SEM από κάθε πείραμα. 

 

2.2.3 Διαφοροποίηση των AF-MSCs προς χονδροκύτταρα 

Για τη διαφοροποίηση των SS-AF-MSCs προς χονδροκύτταρα, 2.5 × 10
5
 κύτταρα 

μεταφέρθηκαν σε σωλήνες πολυπροπυλενίου των 15 ml, στους οποίους προστέθηκε 

0.5 ml κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο DMEM εμπλουτισμένο με 5.33 g/ml 

λινολεϊκό οξύ (Sigma-Aldrich Ltd.), 6.25 μg/ml μίγμα ινσουλίνης-τρανφερίνης-
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σελήνιου
 
(ITS+) (Sigma-Aldrich Ltd.), 1.25 mg/ml FBS, 10 ng/ml transforming 

growth factor β3 (TGF-β3) (Peprotech), 10
-7

 M δεξαμεθαζόνη, 0.17 mM ασκορβικό 

οξύ και 0.35 mM L-προλίνη (Sigma-Aldrich Ltd.) [102]. Τα κύτταρα 

φυγοκεντρήθηκαν στις 2000 στροφές για 5 λεπτά και διατηρήθηκαν στον επωαστήρα 

στους 37
o
C ως πυκνά κυτταρικά ιζήματα. Το καλλιεργητικό μέσο ανανεωνόταν δύο 

φορές την εβδομάδα για 21 ημέρες.  

 

2.2.3.1 Χρώση Alcian Blue 

Η αξιολόγηση της διαφοροποίησης των κυττάρων προς χονδροκύτταρα 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση χρωστικής Alcian blue 8G (Sigma-Aldrich Ltd.) 

(Εικόνα 2.8). Συγκεκριμένα, τα ιζήματα των διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs 

εμβαπτίστηκαν σε 10% φορμαλίνη (Sigma-Aldrich Ltd.) και μονιμοποιήθηκαν. 

Έπειτα, παραφινοποιήθηκαν και ελήφθησαν τομές πάχους 5 μm, στις οποίες 

πραγματοποιήθηκε χρώση Alcian blue 8G, η οποία πιστοποιεί τη σύνθεση 

πρωτεογλυκανών από τα χονδροκύτταρα.  

Εικόνα 2.8: Η απεικόνιση της χημικής δομής του Alcian Blue αντιδραστηρίου, το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε για τη χρώση των πρωτεογλυκανών. 
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2.2.3.2 Ανοσοφθορισμός χονδροκυττάρων για την έκφραση του κολλαγόνο IV 

Η αξιολόγηση της διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς χονδροκύτταρα 

πραγματοποιήθηκε με χρώση ανοσοφθορισμού για την πρωτεΐνη κολλαγόνου τύπου 

IV. Η παρουσία κολλαγόνου τύπου IV σχετίζεται με τον σχηματισμό των συμπαγών 

μαζών κατά τη διαφοροποίηση των SS-AF-MSCs σε χονδροκύτταρα. Συγκεκριμένα, 

τομές από τα σχηματιζόμενα ιζήματα επωάστηκαν σε διάλυμα 4% παραφολμαδεύδης 

(Applichem) για 15 λεπτά και στη συνέχεια ακολούθησε επώαση τους σε φωσφορικό 

ρυθμιστικό αλατούχο διάλυμα (DPBS) (Gibco-BRL) που περιέχει 5% όρο (donkey 

serum) (Sigma-Aldrich Ltd.) και 0.2% Triton-X (Sigma-Aldrich Ltd.) για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε επώαση για 16 ώρες στους 4
ο
C με αντίσωμα 

έναντι του ανθρώπινου κολλαγόνο τύπου IV (Sigma-Aldrich Ltd.). Ως δευτερογενές 

αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε το goat anti-mouse IgG προσδεδεμένο με το Alexa-488 

φθοριόχρωμα (Invitrogen Ltd., Paisley, Scotland). Τέλος, τα κύτταρα επωάστηκαν με 

την πυρηνική χρωστική DAPI (Invitrogen Ltd.) για 10 λεπτά. Για την παρατήρηση 

της χρώσης των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε μικροσκόπιο φθορισμού τύπου Leica 

CTR-MIC.  

 

2.3 Κυτταρομετρία ροής 

Η κυτταρομετρία ροής (Flow Cytometry, FC) είναι μια τεχνική αυτοματοποιημένης 

κυτταρικής ανάλυσης που επιτρέπει τη μέτρηση μεμονωμένων κυττάρων, καθώς 

διέρχονται σε νηματική ροή από ένα σταθερό σημείο όπου προσπίπτει ακτίνα laser 

(Εικόνα 2.9). Τα πλεονεκτήματα της κυτταρομετρίας ροής στηρίζονται κυρίως στη 

δυνατότητα να αναλύει με μεγάλη ταχύτητα, ακόμη και σε μικρά δείγματα, 

ταυτοχρόνως πολλαπλά φυσικά ή/ και χημικά χαρακτηριστικά του κυττάρου. 

Οι κυτταρομετρητές ροής λειτουργούν με ακτίνα φωτός από πηγές laser, η οποία 

προσπίπτει στην επιφάνεια των κυττάρων, καθώς ρέουν υδροδυναμικά εστιασμένα το 

ένα μετά το άλλο (Εικόνα 2.9). Η σκεδαζόμενη από κάθε κύτταρο ακτινοβολία 

συλλέγεται από κατάλληλους ανιχνευτές και αξιολογείται μέσω ειδικού λογισμικού, 

προσφέροντας πληροφορίες για το σχετικό μέγεθος, την κοκκίωση, την 

πολυπλοκότητα δομής, την παρουσία επιφανειακών ή ενδοκυττάριων αντιγόνων, το 
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περιεχόμενο DNA και την ένταση φθορισμού ταυτοχρόνως. Για τα πειράματα της 

παρούσας διατριβής χρησιμοποιήθηκε ο κυτταρομετρητής Beckman Coulter 

Cytomics FC 500 (Beckman Coulter Ltd, Palo Alto, CA, USA).  

 

 

Εικόνα 2.9: Οι κυτταρομετρητές ροής λειτουργούν με ακτίνα φωτός από πηγές laser, η οποία 

προσπίπτει επάνω στα κύτταρα, καθώς ρέουν υδροδυναμικά εστιασμένα το ένα μετά το άλλο. 
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2.4 Απομόνωση ολικού RNA  

Η απομόνωση του RNA πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του αντιδραστηρίου Trizol 

(Invitrogen Ltd.), το οποίο αποτελεί ένα μίγμα φαινόλης και θειοκυανίου γουανιδίνης 

σε μονοφασικό διάλυμα. Πιο συγκεκριμένα, το ίζημα των κυττάρων 

ομογενοποιήθηκε σε 0.5ml Trizol και προστέθηκε 0.1ml χλωροφορμίου (Applichem). 

Στη συνέχεια το μίγμα ανακινήθηκε και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12000 

στροφές για 15 λεπτά στους 4
ο
C. Μετά την φυγοκέντρηση το μίγμα χωρίστηκε σε 

τρεις φάσεις: την κόκκινη οργανική φάση που περιέχει τις πρωτεΐνες, την ενδιάμεση 

φάση που περιείχε το DNA και τη διαφανή υδάτινη άνω φάση που περιείχε το RNA. 

Η άνω υδάτινη φάση μεταφέρθηκε σε καθαρό σωλήνα eppendorf και ακολούθησε 

κατακρήμνιση του RNA με την προσθήκη 0.25ml ισοπροπυλικής αλκοόλης 

(Applichem). Το δείγμα επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά και 

κατόπιν φυγοκεντρήθηκε στις 12000 στροφές για 10 λεπτά στους 4
ο
C. Στη συνέχεια 

το υπερκείμενο απομακρύνθηκε και στο ίζημα προστέθηκε 0.5ml 75% αιθανόλη και 

φυγοκεντρήθηκε στα 12000 στροφές για 10 λεπτά στους 4
ο
C. Το υπερκείμενο 

απομακρύνθηκε και το ίζημα του RNA αφέθηκε να στεγνώσει για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το RNA επαναδιαλύθηκε σε 30μl dΗ2Ο και επωάστηκε 

στους 55-60
 ο
C για 10 λεπτά.  

 

2.5 Μικροσυστοιχίες miRNAs 

Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών μας επιτρέπει να παίρνουμε ποσοτικές και 

ποιοτικές πληροφορίες για χιλιάδες γονίδια ταυτόχρονα. Η τεχνική αυτή βασίζεται 

στην αρχή της συμπληρωματικότητας μεταξύ νουκλεϊκών οξέων DNA-DNA ή DNA-

RNA ή πρόσφατα και μεταξύ αμινοξέων-πρωτεϊνών υπό αυστηρά ελεγχόμενες 

συνθήκες θερμοκρασίας και τη χρήση φθορίζουσων ουσιών. Οι μικροσυστοιχίες 

γονιδίων ουσιαστικά είναι μια διάταξη χιλιάδων μικροσκοπικών σημείων που 

αντιπροσωπεύουν μοναδικά γονίδια με τη μορφή ολιγονουκλεοτιδίων που 

ονομάζονται ανιχνευτές και ακινητοποιούνται με ομοιoπολικούς δεσμούς σε μία 

στερεή επιφάνεια και μπορούν να υβριδοποιηθούν με cDNA ή RNA δείγματα. Η 

ανίχνευση και η ποσοτικοποίηση του υβριδισμού πραγματοποιείται με τη χρήση 
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φθορίζουσων ουσιών και ειδικά σχεδιασμένων βιοπληροφορικών αλγορίθμων. Κατά 

την ίδια αρχή έχουν σχεδιαστεί και οι miRNA μικροσυστοιχίες. 

Τα πειράματα μικροσυστοιχιών miRNAs πραγματοποιήθηκαν σε συνεργασία με την 

εταιρία Exiqon (Exiqon A/S, Vedbaek Denmark) και συγκεκριμένα με τη χρήση του 

miRCURY™ LNA Αrray v.8.1. Ολικό RNA, κατόπιν της απομόνωσης από AF-

MSCs (SS and RS), BM-MSCs, UCB-MSCs και λιποκυττάρων (AL cells) 

προερχόμενα από διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs, χρησιμοποιήθηκε για 

υβριδοποίηση με τη συγκεκριμένη τεχνολογία μικροσυστοιχιών. 

Συγκεκριμένα, απομονώθηκε ολικό RNA από περίπου 10
6
 MSCs από AF, BM και 

UCB με τη χρήση του TRizol για τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs 

μεταξύ τους. Απομονώθηκε RNA από τρία διαφορετικά δείγματα AF-MSCs, το AF7 

p12, το AF3 p13 και το AF1 p5. Τα δύο πρώτα δείγματα είναι SS-AF-MSCs και το 

τρίτο αντίστοιχα είναι RS-AF-MSCs. Απομονώθηκε RNA από UCB-MSCs p1 και p0 

και από BM-MSCs p2 και p3. Τα δείγματα RNA φωτομετρήθηκαν με τη χρήση του 

φωτόμετρου BioPhotometer (Eppendorf) στα 260 nm και υπολογίστηκε η 

συγκέντρωση τους όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 2.1. Επιπρόσθετα, μετρήθηκε ο 

λόγος της απορρόφησης 260 nm / 280 nm, ο οποίος αποτελεί δείκτη καθαρότητας του 

RNA από πρωτεΐνες, αφού αυτές απορροφούν στα 280 nm, αλλά και ο λόγος 260 nm 

/230 nm που και αυτός είναι δείκτης καθαρότητας του RNA από οργανικά συστατικά. 

Οι δείκτες καθαρότητας πρέπει έχουν περίπου την τιμή 2.  

Δείγμα Ποσότητα RNA 260/280 260/230 

AF7, p12 6.9 μg 1.72 1.71 

AF3, p13 10.2 μg 1.89 2.14 

AF1, p5 32.8 μg 1.74 1.72 

UCB, p1 3.61 μg 1.80 1.78 

UCB, p0 19 μg 1.78 2.0 

BM, p2 15 μg 1.91 2.18 

BM,p2 9.8 μg 2.57 5.49 

BM, p3 10.6 μg 1.74 2.34 

 

Πίνακας 2.1: Ποσότητες RNA και τιμές καθαρότητας των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για τις 

miRNA μικροσυστοιχίες για τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης των ΑF-, ΒΜ- και UCB-MSCs. 
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Παρομοίως, απομονώθηκε ολικό RNA από περίπου 10
6
 MSCs από AF-MSCs και 

λιποκυττάρων (AL cells) προερχόμενα από διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs με τη 

χρήση του TRizol για τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs μεταξύ 

τους. Απομονώθηκε RNA από δύο διαφορετικά δείγματα SS-AF-MSCs, το AF3 p14 

και το AF9 p7 και από δύο διαφορετικά δείγματα λιποκυττάρων προερχόμενα από 

διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs. Ο λόγος 260 nm / 230 nm είχε περίπου την τιμή 2 

και στα τέσσερα δείγματα.  

Αναλυτικότερα, το miRCURY™ LNA Αrray αποτελείται από ειδικές πλάκες στις 

οποίες έχουν μονιμοποιηθεί ανιχνευτές συμπληρωματικοί με την αλληλουχία όλων 

των ώριμων miRNAs ανθρώπου, ποντικού και αρουραίου, με βάση τα δεδομένα της 

miRBase Release 14.0 (Εικόνα 2.10 ).  

Εικόνα 2.10: Η διάταξη της πλάκας υβριδισμού του miRCURY™ LNA Αrray της εταιρίας Exiqon. 

 

Οι ανιχνευτές είναι ενισχυμένα Locked Nyclei Acid (LNA
TM

) ολιγονουκλεοτίδια που 

περιέχουν 2’-Ο-4’ γέφυρες μεθυλενίου με αποτέλεσμα να προσφέρουν μεγαλύτερη 

θερμική σταθερότητα και να αυξάνουν την ευαισθησία του υβριδισμού. Αρχικά, τα 

RNA δείγματα σημάνθηκαν με φθορίζουσες χρωστικές, τις Hy3
TM 

και Hy5
TM

 με τη 

χρήση του miRCURY™ LNA Αrray labeling σύστημα αντιδραστηρίων (kit) της ίδιας 

εταιρίας. Συγκεκριμένα, σημάνθηκαν όλα τα δείγματα RNA με την χρωστική Hy3
TM

 

και στη συνέχεια κάθε ένα ξεχωριστά με την χρωστική Hy5
TM

. Οπότε 

πραγματοποιήθηκαν υβριδισμοί δύο χρωμάτων, όπου κάθε δείγμα συγκρίθηκε ως 

προς το σύνολο όλων των δειγμάτων μαζί.  



Κεφάλαιο 2 

72 

 

Οι ειδικές πλάκες πάνω στις οποίες πραγματοποιήθηκε ο υβριδισμός στη συνέχεια 

σαρώθηκαν. Έπειτα, τα σήματα ποσοτικοποιήθηκαν με τον αλγόριθμο global Lowess 

(Locally WEighted Scatterplot Smoothing), ιδανικό για υβριδισμό δύο χρωμάτων. Τα 

αποτελέσματα οπτικοποιήθηκαν σε Heat map γράφημα όπου φαίνεται η ομαδοποίηση 

των δειγμάτων και των miRNAs που εντοπίστηκαν. Η χρωματική κλίμακα, επιπλέον, 

απεικονίζει τα επίπεδα έκφρασης του κάθε miRNA σε καθένα από τα δείγματα. 

Επιπρόσθετα, τα αποτελέσματα συνοδεύθηκαν και από ένα γράφημα ανάλυσης των 

κύριων συνιστωσών (Principal Component Analysis - PCA) όπου παρουσιάζεται ο 

βαθμός διαφορετικότητας τον βιολογικών δειγμάτων. 

 

2.6 Αναζήτηση in silico γονιδίων-στόχων 

Για την αναζήτηση πιθανών γονιδίων-στόχων συγκεκριμένων miRNAs σε διάφορους 

οργανισμούς, υπάρχουν βάσεις δεδομένων που στηρίζονται στη χρήση ειδικών 

αλγορίθμων. Στη συγκεκριμένη διδακτορική διατριβή για την αναζήτηση των 

γονιδίων-στόχων των miRNAs που αναγνωρίστηκαν από τις μικροσυστοιχίες 

miRNAs χρησιμοποιήθηκε το βιοπληροφορικό εργαλείο Gomir 

(http://www.bioacademy.gr/bioinformatics/TAGGO/) (Εικόνα 2.11) [204, 205].  

 

Εικόνα 2.11: Το βιοπληροφορικό πρόγραμμα Gomir διαθέτει δυο βασικά εργαλεία το JTarget και το 

TAGGO.  

http://www.bioacademy.gr/bioinformatics/TAGGO/
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Το Gomir διαθέτει την Jτarget υπομονάδα που δίνει αποτελέσματα για την εύρεση 

miRNAs ή γονιδίων-στόχων μετά από ταυτόχρονή σύγκριση τεσσάρων βάσεων 

δεδομένων: TargetScan, MiRanda, RNAhybrid και PicTar. Παράλληλα, μπορεί να 

πραγματοποιηθεί και η αντίστροφή αναζήτηση όπου για ένα συγκεκριμένο γονίδιο 

μπορούμε να αναζητήσουμε τα πιθανά miRNAs που μπορούν να το στοχεύσουν. 

Επιπρόσθετα, το Gomir, έχει τη δυνατότητα να δίνει πληροφορίες για τον λειτουργικό 

ρόλο των γονιδίων-στόχων και με το εργαλείο TAGGO ομαδοποιεί πληροφορίες 

οντογένεσης των γονιδίων-στόχων.  

 

2.7 Παραγωγή cDNA  

Σε 1μg RNA προστέθηκαν 1μg από τον εκκινητή (oligo-dΤ) και dΗ2Ο σε τελικό όγκο 

14μl. Ακολούθησε επώαση στους 70
ο
C για 5 λεπτά, ώστε να αναδιαταχτεί η 

δευτεροταγής δομή του RNA. Στη συνέχεια το μίγμα τοποθετήθηκε σε πάγο ώστε να 

αποφευχθεί η επαναδιάταξη της δευτεροταγούς δομής και προστέθηκε το μίγμα 

αντίδρασης που περιείχε M-MLV Buffer 5X, dNTPs 10mM (Promega Ltd., Madison, 

WI, USA), το ένζυμο της αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLV RT (H-) (Promega 

Ltd.) σε τελικό όγκο 25 μl σε dΗ2Ο. Με την προσθήκη των oligo-dΤ εκκινητών 

επιτρέπεται η υβριδοποίηση με τις πολύ-Α ουρές των mRNA μορίων, δημιουργώντας 

κατά αυτό τον τρόπο το πρωταρχικό τμήμα για να δράσει το ένζυμο αντίστροφη 

μεταγραφάση, που χρησιμοποιώντας το RNA ως μήτρα μπορεί να συνθέσει μια 

αλυσίδα DNA. Το τελικό μίγμα επωάστηκε στους 42
ο
C για 60 λεπτά. 

 

2.8 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real-time PCR) 

Η μέθοδος αυτή αποτελεί μια τροποποιημένη μορφή της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης PCR στην οποία χρησιμοποιείται ένας φθορίζων ανιχνευτής που 

επιτρέπει την καταγραφή των παραγόμενων μορίων DNA από ειδική κάμερα μέσω 

της συνεχούς καταγραφής της έντασης του φθορισμού σε πραγματικό χρόνο. 
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Σε κάθε αντίδραση για ένα συγκεκριμένο δείγμα DNA υπάρχει ένα συγκεκριμένο 

σημείο στην ένταση του φθορισμού που σηματοδοτεί την είσοδο της καμπύλης 

πολυμερισμού του παραγόμενου DNA στην εκθετική φάση της αντίδρασης.  

Το σημείο αυτό ορίζεται ως το "κατώφλι" της μεταβολής του ρυθμού αύξησης της 

συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος και αποτελεί την τιμή Ct (cycle threshold) 

(Εικόνα 2.12). Έτσι, για κάθε αντίδραση χρειάζεται ένας αριθμός κύκλων 

προκειμένου το σήμα φθορισμού να υπερβεί το κατώφλι αυτό. Τα επίπεδα της τιμής 

Ct είναι αντιστρόφως ανάλογα με την ποσότητα του παραγόμενου DNA στο 

συγκεκριμένο δείγμα.  

 

 

Εικόνα 2.12: Τα επίπεδα της τιμής Ct (Κύκλος) είναι αντιστρόφως ανάλογα με την ποσότητα του 

παραγόμενου DNA. 

 

Επιπλέον η μεταβολή της συγκέντρωσης σε συγκεκριμένο κύκλο εξαρτάται από την 

αρχική συγκέντρωση του προϊόντος. Για το λόγο αυτό πραγματοποιείται αρχικά 

κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιώντας ως γονίδια μάρτυρες κάποια 
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γονίδια που παρουσιάζουν σταθερή και αυξημένη έκφραση σε όλους τους ιστούς 

(house-keeping genes).  

Στα συγκεκριμένα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν Taqman ανιχνευτές, οι οποίοι 

περιέχουν μία φθορίζουσα χρωστική αναφοράς (reporter dye) ομοιοπολικά 

συνδεδεμένη στο 5΄άκρο του και μία χρωστική απόσβεσης (quencher dye) στο 3΄ 

άκρο (Εικόνα 2.13). Κατά τη διάρκεια του πολυμερισμού καθώς η Taq πολυμεράση 

ενσωματώνει τον υβριδοποιημένο ανιχνευτή στην νέα αλυσίδα DNA διαχωρίζεται η 

χρωστική αναφοράς από τη χρωστική απόσβεσης, γεγονός που καταλήγει στην 

αύξηση φθορισμού. Ο φθορισμός αυξάνει σε κάθε κύκλο και είναι ανάλογος του 

αριθμού των διασπώμενων φθοριζόντων ανιχνευτών. 

 

Εικόνα 2.13: Οι Taqman ανιχνευτές περιέχουν μία φθορίζουσα χρωστική αναφοράς (reporter dye) 

ομοιοπολικά συνδεδεμένη στο 5΄άκρο του και μία χρωστική απόσβεσης (quencher dye) στο 3΄ άκρο. 

Για τις αντιδράσεις πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τα ώριμα miR-21, miR-

221, miR-222, miR-572, miR-210, miR-26a, miR-34a και let-7d και τον RNA 

μάρτυρα RNU44 χρησιμοποιήθηκε το ειδικό TaqMan MicroRNA Reverse 

Transcription σύστημα αντιδραστηρίων (kit) (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) για την παραγωγή του cDNA με ειδικά σχεδιασμένο RT εκκινητή που αυξάνει 

την ειδικότητα και την ευαισθησία. Έπειτα, για κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκε το 

1:4 από το παραγόμενο cDNA, 1μl από τον ειδικό ανιχνευτή και 10μl μίγματος 

αντίδρασης Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) με τελικό όγκο 

αντίδρασης 20μl. Η ενίσχυση έγινε σύμφωνα με τις συνθήκες που προτείνονται από 

τον κατασκευαστή.  
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Για τις αντιδράσεις πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τα γονίδια Sox2, Oct4, 

Nanog και GAPDH χρησιμοποιήθηκαν κατάλληλοι ανιχνευτές από την εταιρία 

Applied Biosystems. Κάθε δείγμα cDNA (160ng) αναμίχθηκε με 1μl από τον ειδικό 

ανιχνευτή και 10μl μίγματος αντίδρασης Taqman Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) με τελικό όγκο αντίδρασης 20μl. Η ενίσχυση έγινε σύμφωνα με 

τις συνθήκες που προτείνονται από τον κατασκευαστή.  

Επιπρόσθετα χρησιμοποιήθηκαν SYBR Green φθορίζοντες ανιχνευτές, όπου η 

φθορίζουσα χρωστική SYBR Green είναι μια ασύμμετρη χρωστική κυανίνης η οποία 

προσδένεται στα δίκλωνα μόρια DNA που παράγονται κατά την αντίδραση. Το 

σύμπλοκο DNA-SYBR Green μετά τη διέγερση εκπέμπει φθορισμό στα 530nm. 

Ειδικοί εκκινητές για τα γονίδια κυκλίνη D1, κυκλίνη Ε1, κυκλίνη Α2, κυκλίνη Β2, 

CDKN1B, CDKN2C, Cdc25A, SOX9, Aggrecan, PPRAγ, FABP4, Osteocalcin, 

Runx2 και β-ακτίνη (Invitrogen Ltd.) χρησιμοποιήθηκαν μαζί με SYBR Green PCR 

master mix σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρίας Applied Biosystems. Oι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2. 

Primers Forward (5΄         3΄) Reverse (5΄         3΄) 

PPARγ ACCAAAGTGCAATCAAAGTGGA ATGAGGGAGTTGGAAGGCTCT 

Osteocalcin GGCGCTACCTGTATCAATGG GTGGTCAGCCAACTCGTCA 

RUNX2 TGGTTACTGTCATGGCGGGTA TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA 

SOX9 AGCGAACGCACATCAAGAC CTGTAGGCGATCTGTTGGGG 

Aggrecan CCCCTGCTATTTCATCGACCC GACACACGGCTCCACTTGAT 

Cyclin D1 CCAGAGGCGGAGGAGAAC CGTGTGAGGCGGTAGTAGG 

Cyclin E1 ATCAGCACTTTCTTGAGCAACA TTGTGCCAAGTAAAAGGTCTCC 

Cyclin A2 CGCTGGCGGTACTGAAGTC AAGGAGGAACGGTGACATGC 

Cyclin B2 TGCTCTGCAAAATCGAGGACA GCCAATCCACTAGGATGGCA 

p27 

(CDKN1B) 

TAATTGGGGCTCCGGCTAACT TGCAGGTCGCTTCCTTATTCC 

p18 

(CDKN2C) 

GGGGACCTAGAGCAACTTACT CAGCGCAGTCCTTCCAAAT 

Cdc25A CTCCTCCGAGTCAACAGATTCA CAACAGCTTCTGAGGTAGGGA 

Πίνακας 2.2: Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου. 
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Οι αντιδράσεις πολυμεράσης πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκαν στη συσκευή 

ABI Prism 7700 apparatus (Applied Biosystems) και η ανάλυση των αποτελεσμάτων 

πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό ABI Prism 7700 SDS software (Applied 

Biosystems). Η κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων και η ποσοτικοποίηση ή ο 

προσδιορισμός της διαφοράς βαθμού έκφρασης έγινε με τη μέθοδο 2
|-ΔΔCt|

. 

2.9 Τεχνικές μοριακής κλωνοποίησης 

2.9.1 Απομόνωση γενωμικού DNA 

Τα κύτταρα συλλέχθηκαν, φυγοκεντρήθηκαν στις 1200 στροφές για 10 λεπτά και το 

υπερκείμενο απορρίφθηκε. Στη συνέχεια επαναδιαλύθηκαν σε διάλυμα 1x 

φωσφορικό ρυθμιστικό αλατούχο διάλυμα (PBS: 0.24g KH2PO4, 8g NaCl, 0.2g KCl, 

1.44g Na2HPO4, dH2O ώστε ο τελικός όγκος 1000ml) και φυγοκεντρήθηκαν ξανά. Το 

κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 400 μl διαλύματος κυτταρικής λύσης (0.2Μ 

NaCl, 0.1M EDTA, 0.05M Tris-Cl, 0,5%v/v SDS) με 20μl πρωτεϊνάσης Κ (20mg/ml) 

(Sigma-Aldrich Ltd.) και το μίγμα επωάστηκε για 12-16 ώρες στους 55
ο
C. 

Ακολούθησε καθαρισμός του DNA με το πρωτόκολλο φαινόλης-χλωροφόρμιου και 

κατακρήμνιση με αιθανόλη.  

Στο διάλυμα του DNA προστέθηκαν αρχικά 15μl RNAάσης (20mg/ml) και 

ακολούθησε επώαση για 1 ώρα στους 37
ο
C. Στη συνέχεια προστέθηκε ίσου όγκου 

μίγματος φαινόλης-χλωροφορμίου (1:1) και αναμίχθηκαν οι δύο φάσεις πολύ καλά. 

Το μίγμα φυγοκεντρήθηκε για 2 λεπτά στις 2000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου 

και η άνω φάση μεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα eppendorf. Ακολούθησε ανάμιξη της 

άνω φάσης με ίσο όγκο χλωροφορμίου και φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 2000 

στροφές σε θερμοκρασία δωματίου. Η υδατική (άνω) φάση μεταφέρθηκε για δεύτερη 

φορά σε νέο σωλήνα eppendorf, αναμίχθηκε με ίσο όγκο χλωροφορμίου και 

φυγοκεντρήθηκε για 2 λεπτά στις 2000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου. Η άνω 

φάση μεταφέρθηκε εκ νέου σε σωλήνα eppendorf και ακολούθησε κατακρήμνιση του 

DNA με ισοπροπανόλη (0.7 όγκοι). Μετά από καλή ανάδευση ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 10 λεπτά. Απορρίφθηκε το υπερκείμενο και το 

ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 200μl παγωμένης αιθανόλης 70% v/v. Στη συνέχεια, 
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απορρίφθηκε το υπερκείμενο και τα υπολείμματα της αιθανόλης αφέθηκαν να 

εξατμισθούν στον απαγωγό. Το ίζημα επαναιωρήθηκε σε συνολικό όγκο 50μl dH2O. 

 

2.9.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction - PCR) 

ανακαλύφθηκε το 1983 από τον Kary Mullis, ο οποίος βραβεύτηκε με Nobel για την 

τεχνική αυτή το 1993. Για την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε η θερμοσταθερή Pfx Platinum DNA πολυμεράση 

(Invitrogen Ltd.), η οποία προέρχεται από το Pyrococcus sp. Η Pfx Platinum DNA 

πολυμεράση διαθέτει υψηλή 3' → 5' εξωνουκλεϊκή δράση με αποτέλεσμα να 

διορθώνει τα λάθη που πιθανώς γίνονται κατά τον πολλαπλασιασμό του DNA, γι’ 

αυτό χρησιμοποιείται ιδιαίτερα για κλωνοποίηση από PCR. Αναλυτικότερα, για μία 

αντίδραση PCR τελικού όγκου 50μl χρησιμοποιήθηκαν 5μl διάλυμα αντίδρασης της 

Pfx Platinum DNA πολυμεράση με MgSO4 (10X), 1μl μίγματος dNTPs (10mM το 

καθένα), 1μl F εκκινητή (10μΜ), 1μl R εκκινητή (10μΜ), δείγμα DNA (50pg-1μg), 

0.5μl Pfx Platinum DNA πολυμεράση (2.5U/ μl) και dH2O. Τα στάδια της PCR 

περιελάμβαναν ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης για 1-3 λεπτά στους 95ºC και στη 

συνέχεια ένα στάδιο αποδιάταξης των 30 sec στους 95
ο
C, ένα στάδιο υβριδοποίησης 

των εκκινητών των 30 sec στους 58
ο
C και ένα στάδιο πολυμερισμού των αλυσίδων 

του ενός λεπτού στους 75
ο
C, τα οποία επαναλήφθηκαν κυκλικά 39 φορές. Τέλος, 

ακολούθησε ένα τελικό στάδιο πολυμερισμού για 5 λεπτά στους 75
ο
C. 

Όσον αφορά τους εκκινητές, η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών εξαρτάται 

από το σημείο τήξης (Tm) του κάθε εκκινητή. Ως Τm ορίζεται η θερμοκρασία εκείνη 

που το 50% του DNA είναι αποδιαταγμένο και υπολογίζεται από τον εξής τύπο: 

4x(G+C)+2x(A+T). Αφού υπολογιστεί το Tm του κάθε εκκινητή αφαιρείτε από το 

καθένα 5 μονάδες και επιλέγεται ως θερμοκρασία υβριδισμού η μικρότερη από αυτές 

τις δύο. Oι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.3. 

 

 



Κεφάλαιο 2 

79 

 

Πίνακας 2.3: Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. 

 

2.9.3 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

Για το διαχωρισμό, την αναγνώριση και τον καθαρισμό τμημάτων DNA 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης 1%, η οποία 

διαλύθηκε σε διάλυμα TAE (40mM Tris-Acetate, 1mM EDTA, pH=8.0, 20mM 

Glacial acetic acid). Το διάλυμα της αγαρόζης περιείχε 10μg βρωμιούχο αιθίδιο ανά 

ml. Κάθε δείγμα DNA αναμίχθηκε με διάλυμα χρωστικής ουσίας (0.25% v/v κυανούν 

της βρωμοφαινόλης, 0,25% v/v ξυλόλιο (xylene cyanol), 40% w/v σουκρόζη) πριν 

φορτωθεί στο πήκτωμα. Παράλληλα με τα δείγματα φορτώθηκε και δείγμα DNA 

μάρτυρας μοριακού βάρους (GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas), προκειμένου 

να είναι δυνατός ο προσδιορισμός του μεγέθους του δείγματος DNA. Η 

ηλεκτροφόρηση έγινε σε τάση 100V και τα δείγματα DNA έγιναν ορατά σε φως 

υπεριώδους ακτινοβολίας (UV).  

 

2.9.4 Απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

Τα τμήματα DNA που διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

μπορούν να ανακτηθούν και να χρησιμοποιηθούν σε πειράματα κλωνοποίησης με τη 

χρήση του DNA Gel extraction συστήματος της εταιρίας Qiagen. Το πρωτόκολλο 

ακολουθήθηκε σύμφωνα με το εγχειρίδιο της εταιρίας. 

Primers Forward (5΄         3΄) Reverse (5΄         3΄) 

3΄UTR-SOX2 
AGAACTCGAGATGAAAA

TCCCATCACCCAC 

AGAAGGATCCACAGAGATGGTT

CGCCAGT 

pre-miR-21 
TCGACTCGAGGTTCGATC

TTAACAGG 

TCGAACGCGTACCAGACAGAAG

GACC 

pre-miR-26a 
CCTGGCACGCGTGTGATA

TCACAAGGTCCCA 

TGGACGGCTAGCTTTGCTACATG

CAAAGGGC 
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Πιο συγκεκριμένα, έγινε απομόνωση της ζώνης του DNA από το πήκτωμα με τη 

βοήθεια καθαρού ξυραφιού. Στη συνέχεια το κομμάτι από το πήκτωμα τοποθετήθηκε 

σε ένα σωλήνα eppendorf και προσδιορίστηκε το βάρος του. Έπειτα αναμίχθηκε με 

το διάλυμα QG (300μl διαλύματος QG ανά 100mg πηκτώματος) και επωάστηκε 

στους 50
ο
C αναδεύοντάς το σε τακτά χρονικά διαστήματα έως ότου το πήκτωμα να 

λιώσει εντελώς. Κατόπιν, προστέθηκε 1 όγκος ισοπροπανόλης και ακολούθησε 

ανάμιξη και μεταφορά του μίγματος σε ειδική κολώνα. Έγινε φυγοκέντρηση για 1 

λεπτό στα 13000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου και προσθήκη 0.5ml διαλύματος 

QG στην κολώνα. Το βήμα αυτό επαναλήφθηκε δύο φορές. Τέλος στην κολώνα 

προστέθηκαν 30-50μl διαλύματος EB (10mM Tris-HCl, pH=8.5) και ακολούθησε 

έκλουση του DNA σε καθαρό σωλήνα eppendorf μετά από φυγοκέντρηση 1 λεπτό 

στα 13000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου. 

 

2.9.5 Πέψη πλασμιδιακού DNA με ένζυμα περιορισμού  

Τα ένζυμα περιορισμού είναι ειδικές ενδονουκλεάσες που αναγνωρίζουν 

συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων και πέπτουν το DNA με επαναλήψιμο 

τρόπο. Απομονώνται από βακτήρια και ο φυσιολογικός τους ρόλος είναι η προστασία 

του βακτηρίου από ιούς. 

Οι πέψεις των δειγμάτων DNA έγιναν σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρίας 

προέλευσης των ενζύμων περιορισμού (Biolabs). Συγκεκριμένα, το κάθε δείγμα DNA 

αντέδρασε με 1 μονάδα ενζύμου ανά μg DNA παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος και 

αλβουμίνη βόιου ορού (BSA, Sigma-Aldrich Ltd.), όπου ήταν απαραίτητο. Οι 

επωάσεις έλαβαν χώρα στους 37
ο
C για 2-3 ώρες. 

 

2.9.6 Καθαρισμός DNA  

Ο καθαρισμός του DNA πραγματοποιήθηκε για την απομάκρυνση των ρυθμιστικών 

διαλυμάτων από αντιδράσεις πέψεων ή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης. 

Χρησιμοποιήθηκε το σύστημα καθαρισμού PCR προϊόντων της Qiagen. 

Αναλυτικότερα, το διάλυμα του DNA αναμίχθηκε με 5 όγκους διαλύματος PB και το 
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δείγμα μεταφέρθηκε σε κολώνα που παρέχεται από την εταιρία και φυγοκεντρήθηκε 

για 1 λεπτό στα 13000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 0.75ml διαλύματος PE στη κολώνα και επαναλήφθηκε η ίδια 

φυγοκέντρηση δύο φορές. Τέλος στην κολώνα προστέθηκαν 30-50μl διαλύματος EB 

και ακολούθησε έκλουση του DNA σε καθαρό σωλήνα eppendorf μετά από 

φυγοκέντρηση 1 λεπτό στα 13000 στροφές σε θερμοκρασία δωματίου. 

 

2.9.7 Αντίδραση σύνδεσης τμημάτων DNA  

Οι αντιδράσεις σύνδεσης τμημάτων DNA και πλασμιδίων έγιναν με το ένζυμο της Τ4 

λιγάσης (Fermentas) σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρίας προέλευσης του ενζύμου. 

Η T4 λιγάση παράγεται από τον βακτηριοφάγο T4 και καταλύει τον σχηματισμό 

φωσφοδιεστερικών δεσμών. Επειδή κατά την διάρκεια της αντίδρασης τόσο τα 

εξωγενή τμήματα DNA, όσο και τα πλασμίδια έχουν την τάση να 

επανακυκλοποιούνται, απαιτείται προσεκτικός προσδιορισμός των συγκεντρώσεων 

του φορέα και του ενθέματος. Συγκεκριμένα πρέπει να βρίσκονται σε αναλογία 

3(ένθεμα):1(φορέας). Σε κάθε αντίδραση η ποσότητα του ενθέματος που προστέθηκε 

στην αντίδραση καθορίστηκε από την εξής σχέση: Απαιτούμενη ποσότητα ενθέματος 

(ng)= ποσότητα φορέα (ng) x μέγεθος ενθέματος (Kb)/μέγεθος φορέα (Kb) x 3/1. Για 

κάθε αντίδραση αναμίχθηκαν 100ng φορέα με την κατάλληλη ποσότητα ενθέματος 

σε όγκο 15μl, παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος και 3-6 units ενζύμου. Ακολουθεί 

επώαση του δείγματος στους 4
ο
C για 12-16 ώρες.  

 

2.9.8 Δημιουργία δεκτικών κυττάρων για μετασχηματισμό  

Τα βακτήρια του στελέχους E. coli (DH5a, JM109) μεταφέρθηκαν σε 10ml θρεπτικό 

μέσο LB Broth (10g/L Bacto-tryptone, 5g/L Yeast extract, 10g/L NaCl), 

χρησιμοποιώντας έναν αποστειρωμένο μικροβιολογικό κρίκο και επωάστηκαν στους 

37
ο
C υπό ανάδευση (225 στροφές) για 16 ώρες. Έπειτα, η καλλιέργεια αυτή 

μεταφέρθηκε σε 200ml LB Broth και επωάστηκε στους 37
ο
C υπό ανάδευση (225 

στροφές) έως ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας να κυμανθεί μεταξύ 0.4-0.5, 
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τιμή που αντιστοιχεί σε 10
8
 κύτταρα/ml. Στη συνέχεια η καλλιέργεια χωρίστηκε σε 

σωλήνες falcon χωρητικότητας 50ml ο καθένας και επωάστηκε στον πάγο για 10 

λεπτά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (4000 στροφές, 15 λεπτά, 4
ο
C) και απομάκρυνση 

του υπερκειμένου. Το ίζημα των βακτηρίων επαναδιαλύθηκαν προσεκτικά σε 25ml 

παγωμένου CaCl2 0.1M και τα βακτήρια επωάστηκαν στον πάγο για 20 λεπτά. 

Ακολούθησε δεύτερη φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και απομάκρυνση του 

υπερκειμένου. Το ίζημα των βακτηρίων επαναδιαλύθηκε σε 4.25ml παγωμένου CaCl2 

0.1Μ και τα βακτήρια επωάστηκαν στον πάγο για 15 λεπτά. Ακολούθησε προσθήκη 

1.25ml γλυκερόλης (Applichem). Τα δεκτικά πλέον κύτταρα χωρίστηκαν σε 

σωληνάκια eppendorf σε κλάσματα των 200μl και αφού παγώθηκαν ακαριαία σε 

υγρό άζωτο αποθηκεύθηκαν αμέσως στους -80
ο
C. 

 

2.9.9 Μετασχηματισμός βακτηρίων 

Σε 200μl δεκτικών κυττάρων JM109 (Promega Ltd.) προστίθενται ½ DNA από την 

αντίδραση σύνδεσης (5% του όγκου των δεκτικών κυττάρων) και το δείγμα 

επωάστηκε σε πάγο για 30 min, αφού προηγήθηκε ελαφριά ανάδευση για την 

ανάμιξη των συστατικών του. Ακολούθησε επώαση του δείγματος στους 42°C για 90 

δευτερόλεπτα. Το δείγμα μεταφέρθηκε στον πάγο για 2 λεπτά. Στο σημείο αυτό τα 

πλασμίδια εισήχθησαν στα κύτταρα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ (heat shock). Στη 

συνέχεια το δείγμα προστέθηκε σε 800μl θρεπτικού μέσου LB Broth και επωάστηκε 

υπό ανάδευση (180 στροφές) στους 37°C για μία ώρα. Τέλος το μίγμα 

φυγοκεντρήθηκε στις 2000 στροφές για 5 λεπτά και τα καθιζάνοντα κύτταρα 

αναδιαλύθηκαν σε τελικό όγκο 200μl (αφαιρέθηκαν 600μl υπερκείμενου υγρού). 

Ακολούθησε επίστρωση των κυττάρων στην επιφάνεια τριβλίου που περιείχε LB agar 

(10g/L Bacto-tryptone, 5g/L Yeast extract, 10g/L NaCl, 15g/L Αgar) και αμπικιλλίνη 

(100μg/ml) και επώαση στους 37
ο
C για 12-16 ώρες. 
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2.9.10 Υγρές καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων  

Για τη δημιουργία υγρών καλλιεργειών ενοφθαλμίστηκαν αποικίες βακτηριακών 

κυττάρων σε θρεπτικό μέσο LB Broth που περιείχε το αντιβιοτικό αμπικιλλίνης (1 

αποικία/3 ml LB Broth). Στη συνέχεια οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε ένα σωλήνα 

καλλιέργειας υπό ανάδευση (225 στροφές) στους 37°C για 12-16 ώρες. Η 

καλλιέργεια αυτή μπορεί να αναμειχθεί με διάλυμα γλυκερόλης (40% v/v) και να 

αποθηκευθεί στους -80
ο
C για μετέπειτα χρήση. 

 

2.8.11 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα  

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια επιλέχθηκε η αλκαλική 

μέθοδος. Μία κορεσμένη βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρθηκε σε σωλήνα 

eppendorf (1.5ml), φυγοκεντρήθηκε για 3 λεπτά στις 5000 στροφές και αφαιρέθηκε 

το υπερκείμενο ενώ το ίζημα τοποθετήθηκε σε πάγο. Στο βακτηριακό ίζημα 

προστέθηκαν 100μl παγωμένου διαλύματος GET (50mM γλυκόζη, 25mM Tris-HCl 

pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0) και ακολούθησε ανάδευση για 1 λεπτό και επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 200μl αλκαλικού 

διαλύματος (0.2N NaOH, 1% SDS) και ακολούθησε έντονη ανακίνηση του σωλήνα 

eppendorf και επώαση στον πάγο για 3-5 λεπτά. Έπειτα προστέθηκαν 300μl 

παγωμένου διαλύματος οξικού καλίου (pH~4.8) και ακολούθησε ανάδευση και 

επώαση στον πάγο για 8-10 λεπτά και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά σε 13000 στροφές. 

Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο eppendorf και ακολούθησε κατακρήμνιση του 

DNA σε 1ml αιθανόλης 100%. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 

13.000στροφές και αφαιρέθηκε το υπερκείμενο. Το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 0.5ml 

αιθανόλης 70% και φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 13.000 στροφές. Έπειτα 

απορρίφθηκε όλο το υπερκείμενο και τα υπολείμματα της αιθανόλης αφέθηκαν να 

εξατμισθούν στον απαγωγό. Το ίζημα επαναιωρήθηκε σε συνολικό όγκο 100μl TE 

(10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0) με την προσθήκη 2μl RNασης 

20μg/ml. 
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2.9.12 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα  

Μετασχηματισμένα βακτήρια του στελέχους E. coli (DH5a, JM109) μεταφέρθηκαν 

σε 3ml θρεπτικό μέσο LB Broth (10g/L Bacto-tryptone, 5g/L Yeast extract, 10g/L 

NaCl), χρησιμοποιώντας έναν αποστειρωμένο μικροβιολογικό κρίκο, παρουσία του 

αντίστοιχου κάθε φορά αντιβιοτικό επιλογής και επωάστηκαν στους 37
ο
C υπό 

ανάδευση (225 στροφές) για περίπου 2.5 ώρες. Η καλλιέργεια αυτή μεταφέρθηκε σε 

300ml LB Broth με αμπικιλλίνη (100μg/ml) και επωάστηκε στους 37
ο
C υπό 

ανάδευση (225 στροφές) για 16 ώρες. Το πρωτόκολλο και τα υλικά που 

χρησιμοποιήθηκαν περιλαμβάνονται στο HiPure Plasmid Maxiprep σύστημα 

αντιδραστηρίων της εταιρίας Invitrogen Ltd. Η βακτηριακή καλλιέργεια 

φυγοκεντρήθηκε για 20 λεπτά, στις 4000g στα ειδικά δοχεία χωρητικότητας 500ml 

της κεφαλής Sorvall GS3 στους 4
ο
C. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε και το ίζημα 

επαναιωρήθηκε σε 10ml του διαλύματος R3. Στη συνέχεια προστέθηκαν 10ml από το 

διάλυμα L7 και το μίγμα αναδεύτηκε 4-6 φορές και επωάστηκε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 5 λεπτά. Προστέθηκαν 10ml από το διάλυμα N3 και το μίγμα 

αναδεύτηκε 4-6 φορές ακόμα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα ειδικά δοχεία της 

κεφαλής SS34 στις 16000g για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Σε αυτό το 

χρονικό διάστημα εξισορροπήθηκε η κολώνα που παρέχεται από την εταιρία με 30ml 

διάλυμα EQ1, αφήνοντας το διάλυμα να περάσει από την κολώνα με την επίδραση 

της βαρύτητας. Ακολούθως, το καθαρό υπερκείμενο από τη φυγοκέντρηση αφέθηκε 

να περάσει από την κολώνα προκειμένου να δεσμευτεί το πλασμιδιακό DNA στην 

κολώνα. Έπειτα, η κολώνα ξεπλύθηκε δύο φορές με 30ml από το διάλυμα W8 και 

τέλος πραγματοποιήθηκε έκλουση του πλασμιδιακού DNA από την κολώνα με 15ml 

από το διάλυμα E4. Ακολούθησε κατακρήμνιση του πλασμιδιακού DNA με 10.5ml 

ισοπροπανόλης (0.7 όγκοι) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 15000g για 30 λεπτά 

στους 4
ο
C σε ειδικά δοχεία με κωνικό πάτο για την κεφαλή SS34. Απορρίφθηκε πολύ 

προσεχτικά το υπερκείμενο και το ίζημα ξεπλύθηκε σε 5ml αιθανόλης 70% 

(θερμοκρασία δωματίου). Στη συνέχεια το περιεχόμενο μοιράστηκε σε 5 σωλήνες 

eppendorf και φυγοκεντρήθηκε στις 13000 στροφές για 15 λεπτά στους 4
ο
C. Κατόπιν 

το υπερκείμενο απορρίφθηκε και τα υπολείμματα της αιθανόλης αφέθηκαν να 

εξατμισθούν στον απαγωγό. Το ίζημα επαναιωρήθηκε σε συνολικό όγκο 500μl 

αποστειρωμένου νερού. Η περιεκτικότητα σε πλασμιδιακό DNA εκτιμήθηκε με 
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φωτομέτρηση, ελέγχοντας τα επίπεδα απορρόφησης σε μήκος κύματος Α260 nm και 

ηλεκτροφορώντας το δείγμα σε πήκτωμα αγαρόζης. 

 

2.9.13 Προσδιορισμός πρωτοδιάταξης DNA και επεξεργασία αλληλουχίας με το 

πρόγραμμα DNAMAN 

Ο προσδιορισμός της πρωτοδιάταξης των κλωνοποιημένων τμημάτων DNA 

πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο Sanger από την εταιρία Biogenomica. Για την 

πραγματοποίηση των αντιδράσεων αλληλούχησης κάθε δείγματος απαιτήθηκαν 

1000ng DNA. Κάθε αλληλουχία που προσδιορίστηκε, επεξεργάστηκε με το 

πρόγραμμα DNAMAN version 5.2.9 (Lynnon BioSoft). Το DNAMAN είναι ένα 

πρόγραμμα επεξεργασίας της πρωτοταγούς δομής του DNA με δυνατότητα 

σύγκρισης και ομοπαράθεσης αλληλουχιών και χρησιμοποιήθηκε για την 

επιβεβαίωση της αλληλουχίας των ενθεμάτων και για την εύρεση θέσεων κοπής 

περιοριστικών ενζύμων. 

 

2.10 Λεντιϊκοί φορείς  

Οι λεντιϊοί ανήκουν στην οικογένεια των Retroviridae (Ρετροϊοί) και 

χαρακτηρίζονται από τη μακρά περίοδο επώασης καθώς και τη μοναδική ιδιότητα 

τους να μολύνουν κύτταρα που δεν διαιρούνται. Για αυτόν λόγο, χρησιμοποιούνται 

αποτελεσματικά ως φορείς μεταφοράς γονιδίων. Χαρακτηριστικά παράδειγμα 

λεντιϊού είναι ο ανθρώπινος ιός ανοσοανεπάρκειας (HIV). Τα ιϊκά σωμάτια διαθέτουν 

ελυτροφόρο περίβλημα και είναι πλειομορφικά με σφαιρικό σχήμα και διάμετρο 80-

100nm. Οι προεκβολές στο περίβλημα δημιουργούν μικροσκοπικές αιχμές περίπου 

8nm που διασπείρονται ομοιόμορφα πάνω στην επιφάνεια (Εικόνα 2.14). 
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Εικόνα 2.14: Τα ιικά σωμάτια διαθέτουν σφαιρικό σχήμα και στο περίβλημα εμφανίζονται αιχμές που 

διασπείρονται ομοιόμορφα. 

 

2.10.1 Δομή του λεντιϊκού γονιδιώματος 

Το γονιδίωμα των λεντιϊών αποτελείται από δύο πανομοιότυπα μόρια RNA, τα οποία 

είναι συνδεδεμένα το καθένα με ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο που αποτελείται από τα 

μόρια της αντίστροφης μεταγραφάσης, της πρωτεάσης p9, της RNάσης H και της 

ιντεγκράσης p32. Tα δύο άκρα του γονιδιώματος αποτελούνται από ομόλογες 

περιοχές 634 bp, γνωστές ως μακριές τελικές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 

(LTRs-Long Terminal Repeats), οι οποίες είναι απαραίτητες για την αντιγραφή του 

ιού, την ενσωμάτωσή του και την έκφρασή του (Εικόνα 2.15) [206]. Περιέχει τρία 

κύρια γονίδια που κωδικοποιούν δομικές πρωτεΐνες και είναι τα 5΄- gag – pol – env - 

3΄, τα οποία εμφανίζονται σε σειρά. Τα τελικά προϊόντα των gag και pol γονιδίων 

περιλαμβάνουν τις δομικές πρωτεΐνες του ιού, την αντίστροφη μεταγραφάση, η οποία 

συμμετέχει στη σύνθεση του ιϊκού cDNA από το γενωμικό RNA και την ιντεγκράση, 

η οποία είναι απαραίτητη για την ενσωμάτωση του ιϊκού DNA στο γονιδίωμα του 

κυττάρου ξενιστή [207]. Το env γονίδιο εκφράζει τις επιφανειακές και τις 

διαμεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες του φακέλου του ιού, gp120 και gp41(Εικόνα 2.15). 
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Αυτές συμμετέχουν στην αναγνώριση των υποδοχέων των κυττάρων που προσβάλει 

ο ιός και στην συγχώνευση των ιϊκών και κυτταρικών μεμβρανών, αντίστοιχα [208]. 

Επιπρόσθετα, ο ιός περιλαμβάνει τα γονίδια tat και rev, που κωδικοποιούν τις 

ρυθμιστικές πρωτεΐνες Tat (transactivator of transcription) και Rev (Regulator of 

expression of virion proteins) (Εικόνα 2.15). Η πρωτεΐνη Tat είναι απαραίτητη για την 

αύξηση του ρυθμού της μεταγραφής του ιικού γονιδιώματος [209] και η πρωτεΐνη 

Rev είναι υπεύθυνη για τη μεταφορά των ιϊκών μεταγράφων από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασμα [210]. Τέλος, υπάρχουν τέσσερα ακόμα βοηθητικά γονίδια, τα vif, 

vpr, vpu και nef, τα οποία κωδικοποιούν αντιστοίχως τις πρωτεΐνες Vif, Vpr, Vpu και 

Nef (Εικόνα 2.15). Οι λεντιϊοί διαφέρουν από τους ρετροϊούς ως προς αυτά τα μικρά 

βοηθητικά γονίδια, τα οποία παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην κατασκευή 

λεντιϊκών φορέων, προκειμένου αυτοί να είναι ικανοί να διαμολύνουν ηρεμούντα 

κύτταρα [211-213].  

 

 

Εικόνα 2.15: Χάρτης του γονιδιώματος του λεντιϊού. 
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Η μόλυνση του ιού HIV-1 ξεκινάει με την πρόσδεση της gp120 γλυκοπρωτεΐνης του 

ελύτρου του ιού στον υποδοχέα CD4 ο οποίος βρίσκεται στην επιφάνεια των 

βοηθητικών Τ λεμφοκυττάρων, των μονοκυττάρων, των δενδριτικών κυττάρων και 

των κυττάρων της μικρογλοίας και πραγματοποιείται με ενδοκύττωση [214, 215]. 

Μετά την είσοδο του ιού στο κύτταρο, το έλυτρο απομακρύνεται και το ιικό καψίδιο 

αποδιατάσσεται απελευθερώνοντας στο κυτταρόπλασμα τα δύο μόρια γενωμικού 

RNA και τα ενσωματωμένα σε αυτά πρωτεϊνικά σύμπλοκα. Στην συνέχεια η 

αντίστροφη μεταγραφάση πραγματοποιεί την αντίστροφη μεταγραφή και το δίκλωνο 

μόριο DNA που σχηματίζεται μεταφέρεται με τη μορφή νουκλεοπρωτεϊνικού 

συμπλόκου στον πυρήνα του κυττάρου-ξενιστή [216, 217]. Ακολουθεί η 

ενσωμάτωση του ιικού DNA στο γονιδίωμα του κυττάρου με τη βοήθεια της 

ιντεγκράσης [216, 218]. 

 

2.10.2 Κατασκευή HIV-1 λεντιϊκών φορέων  

Για τη γονιδιακή και κυτταρική θεραπεία χρησιμοποιούνται λεντιϊκοί φορείς της 

σύγχρονης γενιάς HIV-1 φορέων, όπου τα ιικά γονίδια που είναι απαραίτητα για την 

παραγωγή νέων ιών έχουν διαγραφεί και αντικατασταθεί από το διαγονίδιο και 

ταυτόχρονα οι αλληλουχίες που είναι απαραίτητες για την μεταφορά και την 

ενσωμάτωση του ιικού γονιδιώματος στο κύτταρο στόχο έχουν διατηρηθεί. Οπότε, τα 

ένζυμα και οι απαραίτητες πρωτεΐνες για να σχηματιστούν τα ανασυνδιασμένα ιικά 

σωμάτια, παρέχονται σε trans διάταξη μέσα σε πλασμιδιακούς φορείς που 

συνδιαμολύνονται παροδικά σε μια κατάλληλη κυτταρική σειρά, όπως τα 293Τ. 

Για να διευρυνθεί η ικανότητα μεταγωγής του ιού πέρα από τα κύτταρα που φέρουν 

CD4 υποδοχέα, χρησιμοποιείται η γλυκοπρωτεΐνη VSVG του ελύτρου του ιού της 

φυσαλιδώδους στοματίτιδας (Vesicular stomatitis virus-Glycoprotein), η οποία 

αναγνωρίζει ένα φωσφολιπιδικό συστατικό που βρίσκεται στην κυτταρική μεμβράνη 

όλων των κυττάρων [219, 220]. Επιπρόσθετα, οι φορείς παρέχουν in trans τα δύο από 

τα βοηθητικά γονίδια (tat και rev), καθώς και το στοιχείο wpre (Woodchuck 

Posttranscriptional Regulatory Element), το οποίο επιδρά στην μεταφορά του mRNA 

αυξάνοντας την εκφραστική ισχύ του φορέα. Έτσι, για την παρασκευή ιικών 

σωματιδίων χρησιμοποιήθηκε το σύστημα συνδιαμόλυνσης 4 πλασμιδιακών φορέων 



Κεφάλαιο 2 

89 

 

στην κυτταρική σειρά 293Τ. Τα πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα παρακάτω 

(Εικόνα 2.16):  

 Το πλασμίδιο pMD2.VSVG, που περιέχει το γονίδιο της γλυκοπρωτεΐνης VGVG.  

 Το πλασμίδιο και pMDLgag/pol/RRE, που περιέχει τα γονίδια gag, pol και rre 

(REV response element). Tα πλασμίδια αυτά παρέχουν τα γονίδια που είναι 

απαραίτητα για τη συναρμολόγηση των πρωτεϊνών του καψιδίου.  

 Το πλασμίδιο pRSV-REV, που περιέχει το γονίδιο rev, το οποίο είναι απαραίτητο 

για την αντιγραφή του DNA που έχει ενσωματωθεί στον φορέα. 

 Ανασυνδυασμένος φορέας pCCLsin.cPPT.hEF1a (intron with MCS as). 

deltaLNGFR.Wpre. 

 

 

2.10.3 Παροδική συνδιαμόλυνση 293Τ κυττάρων με τη μέθοδο φωσφορικού 

ασβεστίου 

Τα κύτταρα 293Τ χρησιμοποιήθηκαν ως κυτταρική σειρά πακεταρίσματος για την 

παραγωγή των λεντιϊκών φορέων. Χρησιμοποιήθηκαν τρεις 175 cm
2
 φλάσκες σε 80% 

πληρότητα με 293Τ (Εικόνα 2.16). Έπειτα, πραγματοποιήθηκε η συνδιαμόλυνση με 

τους τέσσερις πλασμιδιακούς φορείς με την μέθοδο του φωσφορικού ασβεστίου. Όλα 

τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την τεχνική ήταν σε θερμοκρασία 

δωματίου. Σε κάθε φλάσκα προστέθηκαν 34ml θρεπτικό υλικό (DMEM, 10% FBS, 

1% πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη) και στη συνέχεια προστέθηκε το μίγμα διαμόλυνσης 

το οποίο παρασκευάστηκε ως εξής:  

Σε σωλήνα πολυστυρενίου 15ml προστέθηκαν τα πλασμίδια σε τελικές 

συγκεντρώσεις: 21μg pVSVG, 35μg pRRE, 18,2 μg pREV και 70μg pCCL.EF1 ή 

pCCL.miR-21 ή pCCL.miR-26a, προστέθηκε H2O μέχρι ο τελικός όγκος να είναι 

3062,3μl και μετά από ανάμιξη με vortex προστέθηκαν 437,6μl CaCl2 2M. Το μίγμα 

αυτό με τελικό όγκο 3500μl, αναμίχθηκε πάλι με συσκευή Vortex και προστέθηκαν 

3,5ml από 2x HBS διάλυμα (Hepes Buffered Saline: 3,08ml NaCl 1M, 1,1ml Hepes 

1M, 33μl Na2HPO4 1M) και αμέσως μόλις θόλωσε προστέθηκε σταγόνα-σταγόνα σε 

κάθε φλάσκα με τα κύτταρα. Οι φλάσκες επωάστηκαν κατά τη διάρκεια της νύχτας 
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και την επόμενη μέρα έγινε ξέπλυμα των κυττάρων 2 φορές με 1x PBS και προσθήκη 

17ml φρέσκου θρεπτικού μέσου σε κάθε φλάσκα. 

Εικόνα 2.16: Σχηματική περιγραφή της παροδικής συνδιαμόλυνσης 293Τ κυττάρων με τη μέθοδο 

φωσφορικού ασβεστίου για την κατασκευή του λεντιϊού EF1. 

 

2.10.4 Συγκέντρωση του λεντιϊού 

Την επόμενη μέρα συλλέχθηκε το υπερκείμενο των φλασκών (συνολικός όγκος 51ml) 

και προστέθηκε σε κάθε φλάσκα από 17ml φρέσκου θρεπτικού μέσου. Το 

υπερκείμενο περάστηκε από φίλτρο 0,45μm οξικής κυτταρίνης χαμηλής συγγένειας 

με πρωτεΐνες (Sartsted) και έπειτα χωρίστηκε σε δύο ειδικούς σωλήνες συμπύκνωσης 

χωρητικότητας 17ml (Amicon Ultra – Centrifugal Filters Units 100K, Millipore) και 

φυγοκεντρήθηκε στα 4000g για περίπου 15 λεπτά. Επαναλήφθηκε η διαδικασία μέχρι 

να φυγοκεντρηθεί όλη η ποσότητα υπερκειμένου και τελικά συλλέχθηκε 1ml 

συγκεντρωμένου ιού, το οποίο ισομοιράστηκε σε σωλήνες eppendorf που 

αποθηκεύτηκαν στους -80
ο
C. Πραγματοποιήθηκε συλλογή του ιού για δεύτερη 

συνεχόμενη μέρα με επανάληψη της ίδιας ακριβώς πειραματικής πορείας.   
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2.10.5 Τιτλοποίηση του λεντιϊού 

Ως τίτλο του λεντιϊκού φορέα ορίζεται ο αριθμός των λεντιϊκών σωματιδίων που 

υπάρχουν ανά mL υπερκειμένου (μονάδες μεταγωγής/mL ή Transduction units/mL). 

Ο προσδιορισμός του τίτλου των λεντικών σωματιδίων έκφρασης του miR-21 

πραγματοποιήθηκε με μεταγωγή HT1080 κυττάρων με διαδοχικές αραιώσεις του ιού. 

Καλλιεργήθηκαν ΗΤ1080 κύτταρα σε 12-well plate (Orange) σε συγκέντρωση 5x10
4 

κύτταρα/well και τελικό όγκο 1ml/well. Χρησιμοποιήθηκαν οι εξής αραιώσεις: 

 

 HT1080 control - 1000μl 10% DMEM 

 1:5000 – 200μl λεντιϊού από αραίωση 1:1000 και 800 μl 10% DMEM 

 1:1000 – 1μl λεντιϊού και 999 μl 10% DMEM 

 1:100 – 10μl λεντιϊού και 990 μl 10% DMEM 

 1:50 – 20μl λεντιϊού και 980 μl 10% DMEM 

 

Μετά από τέσσερις μέρες επώασης στον ειδικό επωαστικό κλίβανο στους 37˚C και 

ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 συλλέχθηκαν τα κύτταρα σε ειδικά tubes 

(FACS tubes), φυγοκεντρήθηκαν στις 1200 στροφές για 10 λεπτά, απορρίφθηκε το 

υπερκείμενο, προστέθηκε 1000μl 1x PBS και ξαναφυγοκεντρήθηκαν στις ίδιες 

συνθήκες. Το κυτταρικό ίζημα σε κάθε FACS tube επαναδιαλύθηκε σε 100μl 1x PBS 

που περιείχε το αντίσωμα PE Mouse Anti-Human CD271/LNGFR (BD Biosciences, 

Athens, Greece) σε συγκέντρωση 1:50. Ακολούθησε επώαση στους 4
ο
C για μία ώρα, 

πλύσιμο με 1x PBS και φυγοκέντρηση στα 1200 στροφές για 5 λεπτά. Το κυτταρικό 

ίζημα σε κάθε FACS tube επαναδιαλύθηκε σε 400μl 1x PBS και έπειτα 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση στον κυτταρομετρητή ροής Beckman Coulter Cytomics 

FC 500 flow cytometer (Beckman Coulter Ltd, Palo Alto, CA, USA). 

Χρησιμοποιώντας τον παρακάτω τύπο υπολογίστηκε ο τίτλος του λεντιϊκού φορέα: % 

NGFR θετικών κυττάρων x αραίωση λεντιϊκού φορέα x αριθμό κυττάρων που 

μετάχθηκαν /100. Υπολογίστηκε για κάθε αραίωση και ως τίτλος θεωρήθηκε ο μέσος 

όρος αυτών.  
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2.10.6 Μεταγωγή SS-AF-MSCs με λεντιϊό 

Τα SS-AF-MSCs τέθηκαν σε καλλιέργεια με αναλογία 2 x 10
4 

κύτταρα ανά βοθρίο σε 

ένα πιάτο καλλιέργειας με 12 βοθρία, όπου και μετάχθηκαν με τους διαφορετικούς 

λεντιϊούς που κατασκευάστηκαν σε πολλαπλότητα μόλυνσης 4 (Multiplicity of 

infection - ΜΟΙ4) (Εικόνα 2.17). Έπειτα, από 7 ημέρες καλλιέργειας ακολούθησε 

ανάλυση με κυτταρομετρία ροής για την επιφανειακή πρωτεΐνη CD271/LNGFR, η 

οποία είναι ο ανενεργός υποδοχέας νευρικού αυξητικού παράγοντα (Nerve Growth 

Factor Receptor). 

 

Εικόνα 2.17: Σχηματική περιγραφή της διαδικασίας μεταγωγής SS-AF-MSCs με λεντιϊό. 

 

2.10.7 Διαλογή NGFR
+
 SS-AF-MSCs 

Η διαλογή των NGFR
+
 SS-AF-MSCs επιτυγχάνθηκε με τη χρήση της τεχνικής 

διαχωρισμού φθοριζόντων κυττάρων (FACS) χρησιμοποιώντας το μηχάνημα FACS 

Aria Cell Sorter (BD Biosciences, Athens, Greece). Η διαδικασία άρχισε με την 

τοποθέτηση των σημασμένων κυττάρων σε μία φιάλη και αναγκάζοντας τα κύτταρα 

να περάσουν από το ακροφύσιο καθώς πάλλονται με μία βέλτιστη συχνότητα για 

την παραγωγή σταγόνων σε σταθερή απόσταση από το ακροφύσιο (Εικόνα 2.18). 

Έπειτα σαρώνονται από το επιλεγμένο λέιζερ, το οποίο διεγείρει την χρωστική και 

το φως που εκπέμπεται, ανιχνεύεται από το φωτοπολλαπλασιαστικό σωλήνα, ή 

ανιχνευτή φωτός. Με τη συλλογή των πληροφοριών από το φως (σκέδασης και 

φθορισμού) ένας υπολογιστής μπορεί να προσδιορίσει ποια κύτταρα πρόκειται να 

διαχωριστούν και να συλλέγει στο τέλος της ροής. 
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Το τελικό αποτέλεσμα είναι η συλλογή των σημασμένων και μόνο κυττάρων, στα 

οποία ο αριθμός και το επίπεδο φθορισμού καταγράφεται (Εικόνα 2.18). Σε όλες τις 

περιπτώσεις, η διαλογή των NGFR
+
 SS-AF-MSCs είχε αποδοτικότητα μεγαλύτερη 

από 98%. 

 

Εικόνα 2.18: Σχηματική περιγραφή της διαδικασίας διαλογής NGFR
+
 SS-AF-MSCs με κυτταρομετρία 

ροής. 

 

2.11 Διαμόλυνση με λιποσωμάτια 

Διαμόλυνση με λιποσωμάτια (Lipofection) είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για 

την ένεση του γενετικού υλικού σε ένα κύτταρο μέσω των λιποσωμάτων, τα οποία 

είναι φυσαλίδες που μπορούν εύκολα να συγχωνευθούν με την κυτταρική μεμβράνη, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_membrane
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δεδομένου ότι και τα δύο αποτελούνται από διαπλεγματικά φωσφολιπίδια (Εικόνα 

2.19). Η τεχνική αυτή χρησιμοποιεί γενικά θετικά φορτισμένο λιπίδια για να 

σχηματίσουν ένα συνολικό με το αρνητικά φορτισμένο γενετικό υλικό. Τα κύρια 

πλεονεκτήματα της είναι η υψηλή αποτελεσματικότητα, η ικανότητά να επιμολύνεται 

ένα ευρύ φάσμα τύπων κυττάρων με όλα τα είδη των νουκλεϊκών οξέων, η εύκολη 

χρήσης και η χαμηλή τοξικότητα. Επιπλέον, αυτή η μέθοδος είναι κατάλληλη για 

όλες τις εφαρμογές διαμόλυνσης (παροδική, σταθερή, συνδιαμόλυνση, διαδοχική ή 

πολλαπλές διαμολύνσεις). Το αντιδραστήριο Lipofectamine αποτελεί το βασικό 

αντιδραστήριο για την διαμόλυνση των κυττάρων, γιατί έχει την ιδιότητα να 

μεταβάλλει την κυτταρική μεμβράνη, επιτρέποντας σε νουκλεϊκά οξέα να εισέλθουν 

στο κυτταρόπλασμα. Στα συγκεκριμένα πειράματα χρησιμοποιήθηκε η 

Lipofectamine
TM

 LTX and Plus
TM 

της εταιρίας Invitrogen Ltd.  

 

 

Εικόνα 2.19: Σχηματική περιγραφή της διαδικασίας διαμόλυνσης με τη χρήση λιποσωμάτων. 

 

Αρχικά, ο απαιτούμενος αριθμός κυττάρων τέθηκε στη καλλιέργεια σε πιάτο 12 

βοθρίων (Orange) έτσι ώστε να καλύπτει το 50% της επιφάνειας του βοθρίου. Κάθε 

φορά η επιθυμητή συγκέντρωση του φορέα DNA ή του RNA αναδιαλύθηκε σε 100μl 

http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleic_acids


Κεφάλαιο 2 

95 

 

θρεπτικό μέσο Opti-MEM
R
 I (Gibco) και κατόπιν προστέθηκε και η αντίστοιχη 

ποσότητα από το αντιδραστήριο PLUS
TM

. Ακολούθησε ανάδευση και επωάση σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Έπειτα, προστέθηκε ανάλογη ποσότητα του 

αντιδραστήριου Lipofectamine
TM

 LTX. Κατόπιν το μίγμα αυτό επώαστηκε για 30 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα σύμπλοκα DNA-λιπιδίων που έχουν 

σχηματιστεί, μπορούν να παραμείνουν σταθερά για 6 ώρες. Στη συνέχεια το τελικό 

μίγμα προστέθηκε σε κάθε βοθρίο υπό ροή σταγόνας. Το θρεπτικό μέσο 

αντικαταστάθηκε μετά από 4-6 ώρες. Τα κύτταρα επωάστηκαν στον ειδικό 

επωαστήρα στους 37˚C και σε ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% CO2 για 18-48 

ώρες. 

Αναλυτικότερα, RS-AF-MSCs και BM-MSCs διαμολύνθηκαν με 0.3μΜ του 

ανταγωνιστή του miR-21 (Exiqon A/S) και/ή με 1μg pLKO.1-sh-Sox2 (Erasmus MC, 

Rotterdam, NL) χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο Lipofectamine όπως 

περιγράφεται παραπάνω. Για μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν ο αρνητικός μάρτυρας του 

ανταγωνιστή του miR-21 ή το pLKO.1-sh-control (Erasmus, NL). Έπειτα, από 32 

ώρες απομονώθηκε το ολικό RNA και οι ολικές πρωτεΐνες των κυττάρων για 

περαιτέρω ανάλυση. 

 

2.12 Απομόνωση ολικών πρωτεϊνών 

Για την απομόνωση ολική πρωτεΐνης, 2x10
6 

κύτταρα συλλέχθηκαν μετά από 

φυγοκέντρηση στις 1200 στροφές για 5 λεπτά και ακολούθησε έκπλυση με 1x PBS 

(Lonza). Το ίζημα των κυττάρων αναδιαλύθηκε σε 50-150μl διάλυμα λύσης (Lysis 

Buffer: 20mM Tris-HCl pH8.0, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% NP40, 10% 

Glycerol, 1mM PMSF, 10μl Cocktail inhibitors) και μεταφέρθηκε σε σωλήνα 

eppendorf. Έπειτα, το κυτταρικό εκχύλισμα επωάστηκε για 1 ώρα στον πάγο υπό 

ανάδευση ανά τακτά χρονικά διαστήματα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13000 

στροφές για 15 λεπτά στους 4
ο
C. Το υπερκείμενο το οποίο αποτελεί και το εκχύλισμα 

των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών μεταφέρθηκε σε σωλήνα eppendorf. Όλα τα 

δείγματα διατηρήθηκαν στους -80
ο
C για μελλοντική χρήση.  
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Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών στα παραπάνω εκχυλίσματα 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο Bradford. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στη 

μετατόπιση του μήκους κύματος μέγιστης απορρόφησης από τα 450nm στα 595nm 

όταν η χρωστική Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma), δεσμευτεί στα βασικά 

αμινοξέα των πρωτεϊνών υπό όξινες συνθήκες. Η δέσμευση είναι ανάλογη του ποσού 

των πρωτεϊνών, ενώ το κυανό χρώμα που προκύπτει είναι σταθερό για μία ώρα 

περίπου και έχει υψηλό μοριακό συντελεστή απορρόφησης που συνεπάγεται υψηλή 

ευαισθησία στις ποσοτικές μετρήσεις πρωτεϊνικών δειγμάτων. 

 

2.13 Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Οι πρωτεΐνες που απομονώθηκαν, διαχωρίστηκαν με κάθετη ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. Παρασκευάστηκε πήκτωμα με διαβάθμιση 

συγκέντρωσης σε ειδική υάλινη μήτρα πάχους 0.75mm (BIORAD). Αρχικά 

τοποθετήθηκε στη υάλινη μήτρα το διάλυμα που θα σχηματίσει 10% πηκτή 

διαχωρισμού (10% separation gel: 3.75ml 1M Tris-HCl pH8.8, 3.2ml 30% 

Acrylamid/Bis, 100μl SDS, 5μl Temed, 2.95ml H2O, 50μL 10% Ammonium 

persulfate), προστέθηκε H2O και αφέθηκε να πήξει για περίπου 30 λεπτά. Στη 

συνέχεια αφαιρέθηκε το H2O και προστέθηκε το διάλυμα που θα σχηματίσει 4% 

πηκτή επιστοίβασης (4% stacking gel: 625μl 1M Tris-HCl pH6.8, 650μl 30% 

Acrylamid/Bis, 50μl SDS, 5μl Temed, 3.72ml H2O, 50μL 10% Ammonium 

persulfate), και τοποθετήθηκε το ειδικό χτενάκι και αφέθηκε να πήξει για περίπου 30 

λεπτά. 

Τα δείγματα των πρωτεϊνών (30-50μg) μεταφέρθηκαν στο σύστημα της πηκτής, αφού 

πρώτα προστέθηκε 4x SDS/PAGE sample διάλυμα (62.5mM Tris-HCl pH6.8, 25% 

SDS, 5% β-mercaptoethanol, 10% Glycerol, 0.05% Bromophenol Blue) και 

πραγματοποιήθηκε μετουσίωση με βρασμό επί 5 λεπτά στους 100
ο
C. Εκτός από τα 

δείγματα τοποθετήθηκε στην πηκτή και μίγμα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού βάρους 

(Protein Marker BIORAD 161-0373), οι οποίες φέρουν συνδεδεμένη χρωστική, 

εξυπηρετώντας τη δημιουργία πρότυπης καμπύλης ανάμεσα στο μοριακό βάρος και 

την απόσταση, που διανύει η κάθε πρωτεΐνη στην πηκτή ηλεκτροφόρησης.  
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Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε σε 0.5L ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης (1x SDS Running Buffer: 50ml 10x SDS Running Buffer, 5ml 

10%SDS, 450ml H2O)(10x SDS Running Buffer: 144g Glycine, 30g Trizma Base, 1L 

H2O) σε θερμοκρασία δωματίου στη συσκευή ηλεκτροφόρησης (συσκευή MINI – 

PROTEAN II, BIO-RAD) (Εικόνα 2.20). Αρχικά, εφαρμόστηκε τάση 80V για 30 

λεπτά ώστε να γίνει η επιστοίβαση των πρωτεϊνών και στη συνέχεια 120V μέχρι να 

εξέλθει η χρωστική των δειγμάτων (κυανούν της βρωμοφαινόλης) από την πηκτή, 

οπότε ολοκληρώνεται η διαδικασία.  

 

 

Εικόνα 2.20 : Διαδικασία διαχωρισμού πρωτεϊνών στο πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 

 

Μετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό σε πηκτή SDS-πολυακριλαμιδίου, οι 

πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη PVDF (Polyvinylidene Difluoride - Roche) 

υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου (Εικόνα 2.21). Οι αρνητικά φορτισμένες 

πρωτεΐνες, λόγω πρόσδεσης του SDS κατά την ηλεκτροφόρηση, κινήθηκαν προς το 

θετικό πόλο της συσκευής όπου τοποθετήθηκε η μεμβράνη. Για την αποτελεσματική 

πρόσδεση των πρωτεϊνών στη μεμβράνη PVDF απαιτείται η ενεργοποίηση της για 10 

δευτερόλεπτα σε μεθανόλη, ξέπλυμα για 2 λεπτά σε νερό και έπειτα για 15 λεπτά σε 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (100ml 10x SDS Running Buffer, 200ml μεθανόλη, 

700ml H2O). Η μεταφορά πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της ειδικής συσκευής Mini 

Trans–Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad Laboratories Inc., CA, USA), η 
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οποία απαιτεί μια συγκεκριμένη διάταξη της μεμβράνης, της πηκτής, του διηθητικού 

χαρτιού Whatman και των σπόγγων (Εικόνα 2.21). Η ηλεκτρομεταφορά των 

πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς σε ψυχρό θάλαμο 

με εφαρμογή τάσης 100V για 1 ώρα.  

 

 

Εικόνα 2.21: Διαδικασία μεταφοράς πρωτεϊνών από το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου σε PVDF 

μεμβράνη. 

 

Πραγματοποιήθηκε έκπλυση της μεμβράνης για 5 λεπτά με 1xPBS-0.1% Tween-20 

(PBS-T) σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα για τη δέσμευση των μη-ειδικών θέσεων, 

η μεμβράνη επωάστηκε για 60 λεπτά σε διάλυμα δέσμευσης (blocking buffer: 5% 

milk σε PBS-T). Μετά η μεμβράνη ξεπλύθηκε τρεις φορές για 5 λεπτά με διάλυμα 

PBS-T. Ακολούθησε επώαση με το πρώτο αντίσωμα, ειδικό κάθε φορά για την 

μελετώμενη πρωτεΐνη ( Πίνακας 2.4) για 16 ώρες σε ψυχρό θάλαμο υπό ανάδευση. 

Την επόμενη μέρα απορρίφθηκε το πρώτο αντίσωμα και ακολούθησαν τρεις 

εκπλύσεις των 5 λεπτών με διάλυμα PBS-T. Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάστηκε με 

το δεύτερο αντίσωμα anti-rabbit HRP (Sigma-Aldrich Ltd.) σε αραίωση 1:1000 ή 

anti-mouse HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc.) σε αραίωση 1:2000 για 60 λεπτά 

υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα, ακολούθησαν τρεις εκπλύσεις των 

5 λεπτών με διάλυμα PBS-T.  
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Πίνακας 2.4: Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν καθώς και οι αραιώσεις τους. 

 

Για την ανίχνευση του σήματος με την τεχνική της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας, η 

μεμβράνη επωάστηκε για 1 λεπτό με το υπόστρωμα της υπεροξειδάσης το οποίο 

παρασκευάζεται κάθε φορά εκ νέου με τη ανάμιξη ίσων όγκων των αντιδραστηρίων 

ECL, Peroxidase Solution και Luminol/Enhancer Solution (Perkin-Elmer, MA, USA). 

Αποστραγγίστηκε η περίσσεια του αντιδραστηρίου σε χαρτί Whatman και η 

μεμβράνη εκτέθηκε σε φωτογραφικό φιλμ για διάφορους χρόνους, μέχρι να ληφθεί το 

επιθυμητό αποτέλεσμα. Μετά την έκθεση, το φιλμ εμφανίστηκε σε αυτόματο 

εμφανιστήριο. Η ποσοτικοποίηση των φωτογραφικών φιλμ έγινε με τη χρήση του 

πυκνόμετρου GS-800 Densitometer (BioRad Laboratories Inc.) και του 

προγράμματος Quantity One 4.4.1 (Bio-Rad Laboratories). 

Η ανίχνευση των αντιγόνων στο ανοσοαποτύπωμα με τη μέθοδο της 

χημειοφωταύγειας, επιτρέπει την επαναχρησιμοποίηση της μεμβράνης με 

διαφορετικά αντισώματα, καθότι δεν επέρχεται αλλοίωση της μεμβράνης και των 

μεταφερόμενων σε αυτήν αντιγόνων. Η αποδέσμευση των αντισωμάτων (stripping) 

πραγματοποιήθηκε επωάζοντας τη μεμβράνη σε υδατόλουτρο στους 50
o
C υπό 

ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

1:1000 rabbit anti-human SOX2 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

1:1000 rabbit anti-human Oct4 (Abcam, Cambridge, UK) 

1:1000 rabbit anti-human Nanog (Abcam) 

1:1000 rabbit anti-human Cyclin D1 (Thermo Scientific Inc., MA, USA) 

1:1000 mouse anti-human Cyclin A (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, U.S.A) 

1:1000 rabbit anti-human Cyclin E1 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 
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ανάδευση για 30 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα (Stripping buffer: 100mM β-

mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5mM Tris-HCl pH6.7). Πραγματοποιήθηκε διάσπαση 

των δισουλφιδικών δεσμών του συμπλόκου αντιγόνου-αντισώματος και 

απελευθέρωση των αντισώματων, χωρίς να επηρεάζονται οι πρωτεΐνες που είναι 

δεσμευμένες ισχυρά με υδροφοβικούς δεσμούς στη μεμβράνη. Ακολουθησε έκπλυση 

της μεμβράνης με PBS-T και εκ νέου επώαση με τα επιθυμητά αντισώματα. 

 

2.14 Μελέτη της κλωνογονικής ικανότητας των AF-MSCs 

Για την μελέτη της κλωνογονικής ικανότητας των SS-AF-MSCs που έχουν μεταχθεί 

με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε κατάλληλα 

τρυβλία διαμέτρου 60mm σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις των 70, 140 και 280 

κυττάρων αντίστοιχα. Ο αριθμός των σχηματιζόμενων αποικιών είναι η γραμμική 

συνάρτηση του αριθμού των κυττάρων που καλλιεργήθηκαν και αποτελεί ένδειξη της 

κλωνογονικής τους ικανότητας [221]. Έπειτα, από 14 μέρες πραγματοποιήθηκε 

χρώση Giemsa (Sigma-Aldrich) και υπολογίστηκε ο αριθμός των σχηματιζόμενων 

αποικιών. Ο τελικός αριθμός των αποικιών υπολογίστηκε ανά 100 MSCs με βάση την 

πολυπαραγοντική ανάλυση που προέκυψε από τις 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις των 

κυττάρων. Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με το Student’s t-test.  

 

2.15 Ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού  

Για την μελέτη του ρυθμού πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μεταγμένα με τον 

ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό, των BM-MSCs και των RS-AF-MSCs χρησιμοποιήθηκε 

το χρωμογόνο αντιδραστήριο MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution cell 

proliferation assay, Promega). Το αντιδραστήριο αυτό είναι ένα τετραζόλιο [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfophenyl) - 2H-

tetrazolium, σε αλάτι], το οποίο μετατρέπεται από τα κύτταρα σε μία χρωμογόνο 

φορμαζάνη, διαλυτή στο καλλιεργητικό μέσο των κυττάρων. Η απορρόφηση της 

παραγόμενης φορμαζάνης μπορεί να μετρηθεί απευθείας στα 490 nm σε πιάτα 

καλλιέργειας των 96 βοθρίων (Εικόνα 2.22). Η μετατροπή του αντιδραστηρίου MTS 

στην υδατοδιαλυτή φορμαζάνη πραγματοποιείται από αφυδρογονάσες που 
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περιέχονται στα μεταβολικά ενεργά κύτταρα. Η ποσότητα της παραγόμενης 

φορμαζάνης, η οποία υπολογίζεται από το ποσοστό απορρόφησης στα 490 nm, είναι 

ευθέως ανάλογη με τον αριθμό των ζωντανών κυττάρων της καλλιέργειας.  

 

 

Εικόνα 2.22: Για την μελέτη του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, προστίθεται σε αυτά το 

αντιδραστήριο MTS και έπειτα από 3 ώρες επώασης, μετράται η απορρόφηση στα 490 nm. 

 

Τα RS-AF-MSCs, SS-AF-MSCs και BM-MSCs τέθηκαν σε καλλιέργεια με αναλογία 

10
3 

κύτταρα ανά βοθρίο σε ένα πιάτο καλλιέργειας με 96 βοθρία, όπου και 

καλλιεργήθηκαν για 3, 7 και 10 ημέρες σε καλλιεργητικό μέσο DMEM με 20% FBS. 

Την ημέρα μέτρησης του ρυθμού πολλαπλασιασμού αναλύθηκαν τα κύτταρα από 5 

βοθρία όπου και χρησιμοποιήθηκε κατάλληλη ποσότητα του αντιδραστηρίου MTS σε 

κάθε βοθρίο και τα κύτταρα επωάστηκαν με το αντιδραστήριο για 3 ώρες. Στη 

συνέχεια μετρήθηκε η απορρόφηση των βοθρίων στα 490 nm με τη χρήση ενός 

μετρητή ELISA (ELX 800; Biotek). Προκειμένου να υπολογιστεί το ποσοστό της 
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αύξησης χρησιμοποιήθηκε η ακόλουθη συνάρτηση, (ODημέραΧ-ODημέρα0)/ ODημέρα0 × 

100. Η Πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα, το καθένα από πέντε 

επαναλήψεις, και υπολογίστηκε ο μέσος όρος ± SEM από κάθε πείραμα. 

 

2.15 Δοκιμασία απόπτωσης 

Τα 10
6
 SS-AF-MSCs μεταγμένα με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό, εκπλύθηκαν με 

παγωμένο 1x PBS, επαναδιαλύθηκαν σε 100μl 1x Binding buffer (10x Binding 

Buffer: 0.1M Hepes, 1.4M NaCl, 25mM CaCl2) και προστέθηκαν 5μl Ανεξίνη V-

FITC (BD Biosciences) και 5μl 7-Amino-Actinomycin (ADD) (Sigma-Aldrich Ltd.) 

και επωάστηκαν για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου απουσία φωτός. Στη 

συνέχεια, ακολούθησε ανάλυση με κυτταρομετρία ροής. Το 7ADD έχει την 

ικανότητα να βάφει το DNA των νεκρών κυττάρων καθώς διαπερνά τη μεμβράνη 

τους (Εικόνα 2.23). Πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα και 

υπολογίστηκε ο μέσος όρος ± SEM από κάθε πείραμα. 

 

Εικόνα 2.23: Για τη μελέτη της απόπτωσης καθώς και του κυτταρικού κύκλου χρησιμοποιούνται 

αντιδραστήρια όπως το Ανεξίνη V και το ιωδιούχο προπίδιο (PI) αντίστοιχα. 
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2.16 Ανάλυση κυτταρικού κύκλου 

Για την ανάλυση του κυτταρικού κύκλου, πραγματοποιήθηκε χρώση σε SS-AF-MSCs 

μεταγμένα με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό, με ιωδιούχου προπίδιο (propidium 

ioidide – PI), μια χρωστική για την ποσοτική εκτίμηση του DNA των κυττάρων. Το 

ιωδιούχο προπίδιο προσδένεται στα νουκλεϊκά οξέα και ανάλογα με την ένταση 

φθορισμού των κυττάρων καθορίζεται και η ποσότητα DNA των κυττάρων με 

κυτταρομετρία ροής (Εικόνα 2.24). Καθώς κατά την διάρκεια διπλασιασμού των 

κυττάρων, στη φάση S το DNA διπλασιάζεται σε σχέση με την ποσότητα στη φάση 

G0 και G1. 

 

 

Εικόνα 2.24: Για τη μελέτη του κυτταρικού κύκλου πραγματοποιείται χρώση ιωδιούχου προπιδιού και 

με κυτταρομετρία ροής επιτυγχάνεται η ανάλυση των θετικών κυττάρων. 
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Τα 10
6
 SS-AF-MSCs μεταγμένα με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό, 

μονιμοποιήθηκαν με 70% παγωμένη αιθανόλη για 1 ώρα στους 4
ο
C. Έπειτα, 

επωάστηκαν με 2 mg/ml RNαση A (Sigma-Aldrich Ltd.) για 40 λεπτά στους 37
 ο

C 

και τέλος προστέθηκαν 50 μg/ml ιωδιούχου προπιδίου (Sigma-Aldrich Ltd.). Τέλος, 

τα κύτταρα αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής (Εικόνα 2.24). Τα συσσωματώματα 

πυρήνων και τα κατάλοιπα περιορίστηκαν από την ανάλυση. Πραγματοποιήθηκαν 

τρία ανεξάρτητα πειράματα και υπολογίστηκε ο μέσος όρος ± SEM από κάθε 

πείραμα.  

 

2.17Μελέτη κυτταρικής γήρανσης 

Η κυτταρική γήρανση είναι μία βασική κυτταρική διαδικασία που παίζει σημαντικό 

ρόλο στη ρύθμιση της κυτταρικής επιβίωσης [121]. Ένα βασικό χαρακτηριστικό του 

κυτταρικού φαινοτύπου γήρανσης είναι η επαγωγή της ενεργότητας της β-

γαλακτοσιδάσης (β-gal). Για την μελέτη της κυτταρικής γήρανσης χρησιμοποιήθηκε 

το ένα σύστημα αντιδραστηρίων κυτταρικής γήρανσης (Chemicon, Merck), όπου η β-

γαλακτοσιδάση καταλύει την υδρόλυση του υποστρώματος X-gal, η οποία οδηγεί 

στην εμφάνιση μπλε χρώματος στα γερασμένα κύτταρα (Εικόνα 2.25). 

 

 

Εικόνα 2.25: Όταν το x-gal διασπαστεί από την β-γαλακτοσιδάση παράγεται μία αδιάλυτη μπλε 

χρωστική.   
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Συγκεκριμένα, 5 x 10
4
 SS-AF-MSCs μεταγμένα με τον ανάλογο κάθε φορά λεντιϊό 

καλλιεργημένα σε πιάτο καλλιέργειας με 12 βοθρία, μονιμοποιήθηκαν με 1x διάλυμα 

μονιμοποίησης μετά από επώαση 15 λεπτών. Έπειτα, προστέθηκε το 1x διάλυμα X-

gal υποστρώματος και επωάστηκε στους 37
ο
C, υπό σκιά για 16 ώρες. 

Τα μπλε κύτταρα που εμφανίζονται μετρήθηκαν με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου 

και υπολογίστηκε η σχετική ενεργότητα του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση. 

Πραγματοποιήθηκαν τρία ανεξάρτητα πειράματα και υπολογίστηκε ο μέσος όρος ± 

SEM από κάθε πείραμα. 

 

2.18 Στατιστική πειραμάτων 

Πραγματοποιήθηκε η μέθοδος Student t-test για να καθοριστεί η στατιστική 

σημαντικότητα και οι πιθανότητες (p-values) υποδεικνύονται στις εικόνες, όπου (*) : 

p < 0.05, (**) : p < 0.01 και (***) : p < 0.001. 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΚΑΤΗΓΟΡΙΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ miRNAs ΤΩΝ 

ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΩΝ ΒΛΑΣΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΡΙΩΝ 

ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΠΗΓΩΝ 

3.1 Περίληψη 

Τα microRNAs (miRNAs) έχει να δειχθεί να δρουν ως ρυθμιστικά μόρια για τη 

διατήρηση της βλαστικότητας και να καθορίζουν την διαφοροποίηση των ενήλικων 

και εμβρυικών βλαστικών κυττάρων. Τα ανθρώπινα μεσεγχυματικά βλαστικά 

κύτταρα (MSCs) είναι ένας πληθυσμός βλαστικών κυττάρων που χαρακτηρίζονται 

από υψηλή πολλαπλασιαστική ικανότητα καθώς και από την ικανότητα τους να 

διαφοροποιούνται σε διάφορους κυτταρικούς τύπους [102]. Η ερευνητική μας ομάδα 

έχει απομονώσει δύο υποπληθυσμούς των εμβρυικών MSCs από το αμνιακό υγρό 

(AF) που ονομάστηκαν SS-AF-MSCs και RS-AF-MSCs και χαρακτηρίστηκαν ως 

προς το φαινότυπο, το ρυθμό πολλαπλασιασμού και την ικανότητα διαφοροποίησης 

τους. Στη παρούσα διδακτορική διατριβή, αναλύθηκε το πρότυπο έκφρασης των 

miRNAs των MSCs που προέρχονται από το AF, τον μυελό των οστών (BM) και το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα (UCB). Αρχικά, αναγνωρίστηκαν 67 διαφορετικά 

εκφραζόμενα miRNAs στις τρεις πηγές MSCs και αναλύθηκαν με βάση τα επίπεδα 

έκφρασης τους. Ακολουθώντας μια αναλυτικότερη προσέγγιση δείξαμε ότι το miR-

21 εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στα RS-AF-MSCs και στα BM-MSCs σε σύγκριση 

με τα SS-AF-MSCs. Επιπλέον, ένα από τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχους του miR-

21 είναι ο δείκτης βλαστικότητας Sox2 (SRY- sex determination SRY region Y-

box2), ο οποίος εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στα SS-AF-MSCs σε σύγκριση με τα 

RS-AF-MSCs [102]. 

3.2 Εισαγωγή 

Τα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs) αποτελούν ένα πληθυσμό προγονικών 

κυττάρων με δυνατότητα διαφοροποίησης σε επιμέρους ιστούς της μεσεγχυματικής 

σειράς και με ικανότητα in vivo αποκατάστασης του ομόλογου ιστού [111]. Oι κύριες 
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πηγές MSCs είναι ο μυελός των οστών (ΒΜ) [43, 50], το αίμα ομφαλίου λώρου 

(UCB) [67, 222] και το αμνιακό υγρό (AF) [89, 101-103, 109, 111, 115]. Από την 

ερευνητική μας ομάδα έχει πραγματοποιηθεί α) απομόνωση μεσεγχυματικών 

βλαστικών κυττάρων του αμνιακού υγρού (AF-MSCs), β) φαινοτυπικός 

χαρακτηρισμός, γ) πιστοποίηση του υψηλού ρυθμού πολλαπλασιασμού τους, δ) 

εκτίμηση του φάσματος διαφοροποίησής τους και ε) ανάλυση του πρωτεωμικού τους 

προτύπου [103]. Επιπρόσθετα, διαπιστώθηκε ότι στις αρχικές καλλιέργειες των AF-

MSCs σταδίου έκπτυξης 0-1 δημιουργήθηκαν αποικίες προσκολλημένων κυττάρων 

από δύο μορφολογικά διακριτούς κυτταρικούς τύπους, ατρακτοειδούς [spindle – 

shaped (SS)] και σφαιρικού σχήματος [round-shaped (RS)], οι οποίοι απομονώθηκαν 

η καθεμία ξεχωριστά μηχανικά, ώστε να επιτευχθεί η έκπτυξη μεμονωμένων 

αποικιών και χαρακτηρίστηκαν ως SS-AF-MSCs και RS-AF-MSCs [102]. 

Λεπτομερής ανάλυση των δύο αυτών υποπληθυσμών έδειξε ότι τα SS-AF-MSCs 

εκφράζουν τον αντιγονικό δείκτη Thy-1 (CD90) σε μεγαλύτερο ποσοστό, 

παρουσιάζουν υψηλότερο ρυθμό πολλαπλασιασμού και ευρύτερο φάσμα 

διαφοροποίησης σε σχέση με τα RS-AF-MSCs [102]. Επιπλέον, τα SS-AF-MSCs 

εκφράζουν αυξημένα επίπεδα ιντεγκρινών (CD29, CD49e κ.α.) και μορίων 

προσκόλλησης (CD44 κ.α.), γεγονός που μπορεί να δικαιολογεί την σημαντικά 

αυξημένη μεταναστευτική ικανότητα που παρουσιάζουν in vitro προς εξωκυττάριες 

ουσίες, όπως ινονεκτίνη (fibronectin) και η λαμινίνη (laminin), σε σχέση με τα RS-

AF-MSCs. Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η μελέτη της μετά-

μεταγραφικής ρύθμισης και των τριών πληθυσμών MSCs σε επίπεδο προτύπου 

έκφρασης των microRNAs (miRNAs). Τα miRNAs είναι μονόκλωνα μόρια RNA, 

μήκους 20-23 nt, που ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση, αλληλεπιδρώντας με ειδικές 

θέσεις της 3' αμετάφραστης περιοχής (3' UTR) του mRNA συγκεκριμένων γονιδίων 

[143]. Τα miRNAs έχουν κυρίως αρνητική ρυθμιστική δράση στην γονιδιακή 

έκφραση χρησιμοποιώντας διάφορους μηχανισμούς, προκαλώντας είτε 

αποικοδόμηση των μεταγράφων, είτε καταστολή της μετάφρασης [145, 197]. 

Στο Κεφάλαιο 3 περιγράφεται α) η ανίχνευση των miRNAs που εκφράζονται σε AF-, 

BM- και UCB-MSCs με τη χρήση miRNAs μικροσυστοιχιών, β) η επαλήθευση των 

επιπέδων έκφρασης των miRNAs με τη χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πραγματικού 

χρόνου, γ) η σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs AF-MSCs με το 
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αντίστοιχο των BM- και UCB-MSCs, δ) η σύγκριση των miRNAs που εκφράζονται 

στους υποπληθυσμούς των AF-MSCs και ε) η in silico ανίχνευση γονιδίων – στόχων 

στα AF-MSCs.  

3.3 Αποτελέσματα 

3.3.1 Χαρακτηρισμός AF-, BM- και UCB-MSCs 

Αρχικά, απομονώθηκαν AF-, BM- και UCB-MSCs και καλλιεργήθηκαν με βάση τα 

πρωτόκολλα καλλιέργειας που αναφέρθηκαν. Συγκεκριμένα, όσον αφορά τα AF-

MSCs, απομονώθηκαν από 80 δείγματα αμνιακού υγρού (από σύνολο 118 δειγμάτων) 

[103]. Η συχνότητα των AF-MSCs στα δείγματα αμνιακού υγρού υπολογίστηκε 

περίπου από 0,9% έως 1,5% με κατάλληλη χρώση των κυττάρων και κυτταρομετρία 

ροής, που έγινε από την ερευνητική μας ομάδα, ενώ ο αριθμός των AF-MSCs που 

απομονώθηκε από την αρχική καλλιέργεια (στάδιο έκπτυξης 1) κάθε δείγματος ήταν 

περίπου 5 x 10
4
-10

5 [103]
. Τα υπόλοιπα δείγματα δεν έδωσαν κυτταρικές αποικίες ή τα 

κύτταρα δεν μπόρεσαν να εκπτυχθούν μετά τη δεύτερη ή τρίτη ανακαλλιέργεια. Τα 

AF-MSCs παρουσιάζαν ινοβλαστική μορφολογία και είναι παρόμοια με τα BM-

MSCs και τα UCB-MSCs (Εικόνα 3.1) [103].  

Εικόνα 3.1: Φωτογραφία φωτονικής μικροσκοπίας που απεικονίζει τη μορφολογία των AF-MSCs, 

BM-MSCs και UCB-MSCs στην καλλιέργεια.  

Πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη της έκφρασης των μεσεγχυματικών δεικτών 

μεταξύ AF-MSCs με ΒΜ- και UCB-MSCs. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα MSCs 

και των τριών πηγών έχουν παρόμοιο πρότυπο έκφρασης μετά από ανάλυση με 
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κυτταρομετρία ροής με τη χρήση όμοιων αντισωμάτων, συγκεκριμένα για τους 

μεσεγχυματικούς δείκτες CD90 (Thy-1), το CD73 (SH3, SH4), το CD105 (ενδογλίνη) 

και το CD166 (SB10/ALCAM) και αρνητικά για αιμοποιητικούς και ενδοθηλιακούς 

δείκτες, όπως το CD45 (κοινό αντιγόνο λευκοκυττάρων), το CD34 και το CD133 

(προμινίνη 1) (Εικόνα 3.2) [89, 103].  

 

 

Εικόνα 3.2: Συγκριτική μελέτη του προτύπου έκφρασης επιφανειακών δεικτών μεταξύ των (A) AF-

MSCs με BM-MSCs και των (Β) AF-MSCs με UCB-MSCs. 
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Εντούτοις παρουσιάστηκαν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης για τους δείκτες CD29 

(β1-ιντεγκρίνη) και CD49e (α4-ιντεγκρίνη) στα BM-MSCs σε σχέση με τα AF-

MSCs, καθώς και αυξημένη έκφραση του μορίου προσκόλλησης CD44 (HCAM-1) 

στα AF-MSCs σε σχέση με τα UCB-MSCs [89, 103] (Εικόνα 3.2). Επιπρόσθετα, τα 

BM-MSCs παρουσίασαν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης για το αντιγόνο 

ιστοσυμβατότητας HLA-ABC σε σχέση με τα AF-MSCs [103]. 

Παράλληλα από την ερευνητική μας ομάδα έχει πραγματοποιηθεί η επιβεβαίωση της 

έκφρασης των εμβρυϊκών δεικτών Oct-4, Nanog και SSEA-4 (Stage-specific 

embryonic antigen-4) από τα AF-MSCs. Οι δείκτες πολυδυναμικότητας αυτοί 

διαπιστώθηκε ότι εκφράζονται σε μεγαλύτερα επίπεδα σε σχέση με τα BM-MSCs, 

γεγονός που σχετίζεται με την εμβρυϊκή προέλευση των AF-MSCs. Επιπλέον οι 

δείκτες αυτοί δεν εκφράζονται από τα κύτταρα του αμνιακού υγρού πριν αυτά τεθούν 

σε καλλιέργεια, επιβεβαιώνοντας ότι το αμνιακό υγρό αποτελεί μία πηγή πλούσια σε 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα [103].  

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ο μοριακός χαρακτηρισμός των AF-MSCs και BM-

MSCs σε πρωτεωμικό επίπεδο. Χρησιμοποιώντας ηλεκτροφόρηση δυο διαστάσεων 

(2D-gel electrophoresis) και φασματοσκοπία μάζας [(MALDI-TOF) MS] 

κατασκευάστηκε για πρώτη φορά ο πρωτεωμικός χάρτης των AF-MSCs, 

ανιχνεύοντας 261 διαφορετικές πρωτεΐνες [103]. Ακολουθώντας την ίδια 

μεθοδολογία, κατασκευάστηκε ο πρωτεωμικός χάρτης για τα MSCs του μυελού των 

οστών ανιχνεύοντας έτσι 170 διαφορετικές πρωτεΐνες. Συνοπτικά, ανιχνεύθηκαν 140 

πρωτεΐνες στα AF-MSCs, σχετιζόμενες με την κυτταρική αύξηση, τον πρωτεϊνικό 

μεταβολισμό, την απόπτωση, την μεταγωγή σημάτων, την μεταγραφή και την 

κυτταρική επικοινωνία, οι οποίες ήταν απούσες από τα BM-MSCs [103]. 

Παρατηρήθηκε η ύπαρξη διακριτών υποπληθυσμών στις αρχικές καλλιέργειες 

σταδίου έκπτυξης 0-1 των AF-MSCs. Μετά από μικροσκοπική ανάλυση 

αναγνωρίστηκαν δύο μορφολογικά διαφορετικοί τύποι AF-MSCs, σχήματος 

ατρακτοειδούς [spindle-shaped (SS)] ή σφαιρικού [round-shaped (RS)], οι οποίοι 

ονομάστηκαν SS-AF-MSCs και RS-AF-MSCs, αντιστοίχως [89, 102]. Συγκεκριμένα, 

σε στάδιο έκπτυξης 2-3 στο 94% των δειγμάτων τα RS-AF-MSCs αποτελούσαν τον 

κυρίαρχο υποπληθυσμό της καλλιέργειας [102]. Από την άλλη πλευρά, στο υπόλοιπο 
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6% των δειγμάτων ο κυρίαρχος υποπληθυσμός ήταν τα SS-AF-MSCs [102]. 

Ακολούθησε μηχανική απομόνωση πέντε κυτταρικών σειρών SS-AF-MSCs (6% από 

τα αρχικά δείγματα) και το υπόλοιπο 94% των αρχικών δειγμάτων αποτελούν τα RS-

AF-MSCs. Ακολούθησε φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των δύο κυτταρικών τύπων με 

κυτταρομετρία ροής. Και οι δύο υποπληθυσμοί ήταν αρνητικοί για τους δείκτες 

επιφανείας CD34, CD133, CD31, CD45, CD14 και HLA-DR, ενώ ήταν θετικοί για 

την έκφραση των δεικτών των μεσεγχυματικών κυττάρων CD73, CD105 και CD166, 

για τα μόρια προσκόλλησης CD29, CD44, CD49e και τον δείκτη HLA-ABC [102] 

(Εικόνα 3.3).  

Εικόνα 3.3: Συγκριτική μελέτη του προτύπου έκφρασης επιφανειακών δεικτών (i) CD166, (ii) CD73, 

(iii) CD146, (iv) CD105, (v) CD44, (vi) CD49e και (vii) IgG1 (αρνητικός μάρτυρας) μεταξύ των SS-

AF-MSCs και RS-AF-MSCs. 
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Παρατηρήθηκε ότι το CD90 και το μόριο προσκόλλησης CD44 εκφράζονται σε 

υψηλότερα επίπεδα στα SS-AF-MSCs σε σχέση με τα RS-AF-MSCs [102]. 

Αναλυτικότερα, η αυξημένη έκφραση του μορίου προσκόλλησης CD44 στα SS-AF-

MSCs που μπορεί να δικαιολογήσει τη σημαντικά αυξημένη μεταναστευτική 

ικανότητα που παρουσιάζουν in vitro προς εξωκυττάριες ουσίες τα κύτταρα αυτά σε 

σχέση με τα RS-AF-MSCs. 

Επίσης, έχει πραγματοποιηθεί μελέτη της μοριακής ταυτότητας των δύο αυτών 

υποπληθυσμών με συστηματική ανάλυση του πρωτεωμικού τους προτύπου. 

Χρησιμοποιώντας ηλεκτροφόρηση δυο διαστάσεων (2D-gel electrophoresis) και 

φασματομετρία μάζας [(MALDI-TOF) MS], ανιχνεύθηκαν 25 πρωτεΐνες με 

διαφορετικό επίπεδο έκφρασης στους δύο υποπληθυσμούς και 10 πρωτεΐνες 

μοναδικές στα RS-AF-MSCs [102]. 

 

3.3.2 Πρότυπο έκφρασης miRNAs των AF-, ΒΜ- και UCB-MSCs με τη χρήση 

miRNAs μικροσυστοιχιών 

Για τη μελέτη του πρότυπου έκφρασης miRNAs των AF-, BM- και τα UCB-MSCs, 

απομονώθηκε ολικό RNA σύμφωνα με την μεθοδολογία που αναφέρεται αναλυτικά 

στην παράγραφο 2.4. Αναλυτικά στοιχεία των δειγμάτων αυτών αναφέρονται στον 

Πίνακα 2.1, στην παράγραφο 2.5. Για την πραγματοποίηση των miRNAs 

μικροσυστοιχιών επιτεύχθηκε συνεργασία με την εταιρία Exiqon και 

χρησιμοποιήθηκε το miRCURY™ LNA Αrray v.8.1, το οποίο περιέχει ανιχνευτές 

που αντιστοιχούν σε αλληλουχίες miRNAs ανθρώπου, ποντικού και αρουραίου από 

την βάση δεδομένων miRBase 7.1. Αναλυτικότερα, η τεχνολογία των 

μικροσυστοιχιών παρέχει ποσοτικές και ποιοτικές πληροφορίες για χιλιάδες γονίδια 

ταυτόχρονα. Η τεχνική αυτή εκμεταλλεύεται την αρχή της συμπληρωματικότητας 

υπό αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες θερμοκρασίας και τη χρήση φθορίζουσων 

ουσιών.  

Χρησιμοποιήθηκαν τα RNA δείγματα από τα AF-, UCB- και τα BM-MSCs και η 

υβριδοποίηση στο miRCURY™ LNA Αrray v.8.1 πραγματοποιήθηκε για καθέ ένα 

από τα δείγματα ξεχωριστά ως προς το σύνολο όλων των δειγμάτων. Αναλυτικότερα, 

το σύνολο όλων των δειγμάτων σημάνθηκε με τη χρωστική Hy5
TM

 και το κάθε 
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δείγμα ξεχωριστά με την χρωστική Hy3
TM

 με το miRCURY
TM 

σύστημα σήμανσης 

αντιδραστηρίων. Έπειτα, πραγματοποιήθηκαν οι υβριδισμοί στο miRCURY™ LNA 

Αrray v.8.1 και η πλάκα πέρασαν από ειδικό ανιχνευτή (scanner).  

Πραγματοποιήθηκε ανάλυση της εικόνας ώστε να επιτευχθεί ποσοτικοποίηση και 

κανονικοποίηση των δειγμάτων χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο global Lowess 

(Locally Weighted Scatterplot Smoothing). Τα συνολικά αποτελέσματα 

παρουσιάζονται με τη μορφή Heat Map διαγράμματος στο οποίο εμφανίζεται και 

ομαδοποίηση των miRNAs καθώς και ομαδοποίηση των δειγμάτων (Hierarchical 

Clustering) (Εικόνα 3.4). Η ομαδοποίηση έγινε με βάση το log2(Hy3/Hy5) με τυπική 

απόκλιση > 0.50. 

Στο Heat Map διάγραμμα (Εικόνα 3.4), κάθε σειρά παρουσιάζει ένα miRNA και κάθε 

στήλη ένα από τα δείγματα. Η ομαδοποίηση των miRNAs φαίνεται με δενδρόγραμμα 

στα αριστερά της εικόνας, ενώ το δενδροδιάγραμμα των δειγμάτων εμφανίζεται στην 

κορυφή. Η κλίμακα των χρωμάτων φαίνεται στο κάτω μέρος και δείχνει το επίπεδο 

έκφρασης για καθένα από τα miRNA σε κάθε δείγμα. Αναλυτικότερα, το κόκκινο 

χρώμα δείχνει ότι το συγκεκριμένο miRNA στο συγκεκριμένο δείγμα παρουσιάζει 

επίπεδα έκφρασης υψηλότερα από το μέσο όρο του συνόλου των δειγμάτων και το 

μπλε χρώμα δείχνει χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης από το μέσο όρο του συνόλου των 

δειγμάτων.  

Αναλυτικότερα, 67 miRNAs βρέθηκαν να παρουσιάζουν διαφορετικά επίπεδα 

έκφρασης στις τρεις πηγές MSCs, όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.1, όπου 

παρουσιάζεται η κανονικοποιημένη αναλογία Hy3/Hy5 από όλους τους υβριδισμούς 

που πραγματοποιήθηκαν. Το p-value υπολογίστηκε με Student's t-test, καθώς και με 

τη μέθοδο πολλαπλής ανάλυσης Benjamini and Hochberg.  
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Εικόνα 3.4: Απεικόνιση των αποτελεσμάτων του miRCURY™ LNA Αrray v.8.1 με heat map 

γράφημα.. 
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Πίνακας 3.1: Τα διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs στις τρεις πηγές MSCs με τις τιμές τηs 

αναλογίας Hy3/Hy5    

  
LogMedianRatios log2(Hy3/Hy5)  

 

  
AF-MSCs UCB-MSCs BM-MSCs 

 GeneId Annotation RS SS RS Slide 4 Slide 5 Slide 6 Slide 7 Slide 8 SDV 

11248 hsa-miR-451 -4,94 -4,50 -4,42 1,42 1,84 -4,78 -4,28 -4,32 2,87 

10947 hsa-miR-142-3p -5,36 -4,82 -4,44 2,51 -0,38 -5,09 -4,28 -4,27 2,81 

11024 hsa-miR-223 -4,99 -4,47 -4,47 1,40 1,64 -4,81 -4,03 -3,63 2,78 

17885 miRPlus_17885* 2,03 -4,41 0,65 -4,24 -2,93 -4,01 -4,01 -2,76 2,45 

19015 hsa-miR-142-5p -3,07 -2,71 -2,92 2,50 -0,33 -3,01 -2,89 -2,37 1,98 

5740 hsa-miR-21 0,46 -2,33 2,74 1,54 0,01 -2,30 -1,51 -1,12 1,83 

10986 hsa-miR-193a 0,86 -1,81 1,48 -2,85 -2,10 -2,34 -1,64 1,14 1,76 

10967 hsa-miR-16 -1,60 -2,65 -1,04 1,58 1,25 -2,90 -2,42 -1,44 1,71 

17502 hsa-miR-30c -1,26 -2,02 1,37 1,06 1,44 -2,28 -1,62 -1,43 1,59 

10985 hsa-miR-191 -1,58 -2,26 -0,50 1,25 1,59 -2,47 -1,63 -1,47 1,54 

17848 miRPlus_17848* 2,06 -1,99 0,55 -2,16 -1,92 -2,03 -1,35 -1,34 1,52 

17565 hsa-miR-30b -1,14 -1,89 0,63 1,17 1,29 -2,05 -1,57 -1,59 1,42 

10929 hsa-miR-125b 1,11 -0,57 -0,93 -2,75 -2,44 -0,23 0,30 0,70 1,40 

11000 hsa-miR-200a -1,36 -1,02 2,66 -1,22 -1,38 -1,24 -0,97 -0,42 1,36 

11069 hsa-miR-342 -2,23 -2,24 -1,60 -0,13 1,41 -2,43 -1,79 -1,88 1,33 

11008 hsa-miR-20a -1,01 -1,47 -0,04 1,91 0,71 -1,83 -1,47 -1,15 1,30 

11030 hsa-miR-26a -0,90 -1,76 -0,52 1,49 1,50 -1,74 -0,95 -0,79 1,29 

17605 hsa-miR-17-5p-106a -1,17 -1,43 -0,06 1,76 1,04 -1,73 -1,24 -1,05 1,27 

17927 miRPlus_17927* 1,23 -1,86 -0,43 0,85 -0,25 -2,03 -1,57 -1,64 1,26 

13485 hsa-miR-10a -1,15 -1,04 2,63 -0,97 -0,69 -0,98 -0,81 -0,54 1,26 

11052 hsa-miR-31 -1,04 -0,87 1,70 -1,33 -1,71 -0,40 -0,09 1,20 1,21 

11031 hsa-miR-26b -0,95 -1,17 -0,44 1,76 1,47 -1,43 -0,66 -0,65 1,20 

10919 hsa-miR-103 -0,93 -1,64 0,32 1,16 0,93 -1,97 -1,39 -0,90 1,20 

10306 hsa-miR-146b -1,58 -1,36 0,14 1,25 1,10 -1,51 -1,12 -1,08 1,18 

13177 hsa-miR-143 1,94 -1,53 -1,19 -0,34 -1,76 -0,95 -0,68 -0,56 1,15 

11026 hsa-miR-23a 0,02 -1,72 1,15 1,02 0,84 -1,33 -0,66 -0,86 1,11 

11039 hsa-miR-29a 0,14 -2,31 1,44 0,53 0,08 -0,72 0,23 0,14 1,09 

10992 hsa-miR-197 -0,22 -0,15 -0,01 -2,93 0,19 0,21 0,29 0,20 1,08 

17280 hsa-miR-15b -1,04 -1,45 -0,70 1,27 1,38 -0,25 -0,49 -1,12 1,07 

17749 hsa-let-7b -0,67 -0,95 -0,96 -1,10 -1,21 1,27 1,39 0,10 1,06 

17558 hsa-miR-663 -0,28 -2,18 -0,51 0,50 0,51 -0,26 0,26 -2,03 1,06 

17869 miRPlus_17869* 0,20 -1,30 0,18 0,48 0,79 -1,20 -1,39 -1,97 1,05 

10935 hsa-miR-130a 0,67 -1,54 0,61 0,68 0,54 -1,44 -1,23 -0,91 1,04 

10952 hsa-miR-146a -1,12 -0,91 1,15 0,88 1,15 -1,04 -0,54 -0,43 1,00 

10987 hsa-miR-193b -0,22 -0,76 0,53 -1,44 -1,51 0,91 0,91 -0,05 0,97 

17506 hsa-miR-24 0,20 -1,37 1,40 0,26 0,12 -1,40 -0,88 -0,70 0,96 

19602 hsa-let-7g -1,08 -1,45 -0,74 0,85 0,80 -1,42 -1,07 -1,17 0,94 

11041 hsa-miR-29c -1,16 -1,34 -0,91 1,24 0,06 -1,41 -1,16 -1,26 0,93 
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Πίνακας 3.1: Τα διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs στις τρεις πηγές MSCs με τις τιμές τηs 

αναλογίας Hy3/Hy5    

  
LogMedianRatios log2(Hy3/Hy5)  

 

  
AF-MSCs UCB-MSCs BM-MSCs 

 
GeneId Annotation RS SS RS 

Slide 
4 

Slide 
5 

Slide 
6 

Slide 
7 

Slide 
8 SDV 

10999 hsa-miR-20a -0,58 -0,72 0,06 1,86 0,61 -0,86 -0,52 -0,39 0,91 

11048 hsa-miR-30a-5p -0,50 -1,21 1,40 0,40 0,36 -0,95 -0,76 -0,90 0,90 

10995 hsa-miR-199a* 1,49 -0,72 -1,57 -0,30 -0,43 -0,92 -0,39 0,21 0,90 

19582 hsa-miR-106b -0,35 -0,65 0,02 1,53 0,55 -0,82 -0,88 -0,65 0,83 

17896 miRPlus_17896* -0,24 -0,67 1,64 -0,47 -0,66 -0,77 -0,93 -0,58 0,82 

4610 hsa-miR-126 -1,14 -1,05 -0,79 0,56 0,86 -1,11 -1,05 -1,05 0,82 

11059 hsa-miR-326 -0,64 -0,65 0,03 -2,51 -0,13 -0,31 -0,21 -0,34 0,81 

11023 hsa-miR-222 0,83 0,05 0,61 -1,51 -0,99 -0,38 0,15 0,22 0,79 

19593 hsa-miR-27a 0,10 -1,45 0,91 0,39 -0,13 -0,64 -0,62 -1,06 0,78 

17551 hsa-miR-572 0,43 0,54 -0,54 0,05 0,57 -0,77 -0,98 -1,47 0,78 

17272 hsa-miR-551a 0,15 0,10 0,08 -1,98 0,00 0,14 0,48 0,24 0,77 

19004 hsa-let-7c -0,37 -0,61 -0,78 -0,98 -0,61 0,94 1,01 -0,20 0,76 

11078 hsa-miR-365 -0,01 -0,56 0,91 -1,14 -0,83 -0,65 -0,36 0,84 0,76 

11027 hsa-miR-23b 0,32 -1,39 1,01 0,34 0,36 -0,69 -0,16 -0,41 0,75 

17856 miRPlus_17856* 0,31 -0,18 -0,05 0,25 0,46 -0,60 -0,70 -1,71 0,71 

17748 hsa-let-7a -0,27 -1,39 -0,55 0,10 0,38 0,45 0,94 -0,20 0,71 

11020 hsa-miR-22 0,90 -0,61 1,22 -0,40 -0,11 -0,75 -0,19 -0,08 0,70 

17864 miRPlus_17864* 0,01 -1,40 -0,32 0,52 0,41 -0,28 -0,30 -1,26 0,70 

17930 miRPlus_17930* -0,55 -0,98 -0,76 0,76 0,13 -0,37 -0,72 -1,51 0,69 

14285 hsa-miR-487b 0,63 -0,98 -0,95 0,19 -0,56 -1,35 -1,06 -0,81 0,68 

19585 hsa-miR-148b -0,46 -0,85 0,31 0,45 0,96 -0,51 -0,61 -0,82 0,67 

17915 miRPlus_17915* 0,44 -0,25 -0,10 0,14 0,17 -0,21 -0,18 -1,69 0,64 

17881 miRPlus_17881* -0,48 -0,94 -0,37 0,42 0,48 -0,11 0,10 -1,33 0,64 

17903 miRPlus_17903* -0,37 -0,76 0,02 -1,68 0,39 -0,34 0,04 -0,65 0,63 

19580 hsa-let-7i 0,00 -1,20 -0,39 0,35 0,37 0,08 0,66 -0,60 0,61 

11022 hsa-miR-221 0,64 -0,17 0,48 -1,04 -0,67 -0,39 0,18 -0,10 0,57 

13511 hsa-miR-210 0,48 0,56 -0,44 -0,03 0,18 -0,33 -0,91 -0,84 0,56 

17868 miRPlus_17868* -0,64 -1,03 -0,05 0,26 -0,65 -1,19 -1,14 -1,06 0,54 

17750 hsa-let-7d -0,47 -1,02 -0,23 0,44 0,54 -0,11 -0,01 -0,55 0,51 

           
* Οι miRPlus αλληλουχίες δεν έχουν ακόμα καταχωρηθεί στη βάση δεδομένων miRBase 
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Επιπρόσθετα, με βάση τα αποτελέσματα δημιουργήθηκε ένα PCA (Principal 

Component Analysis) γράφημα όπου παρουσιάζεται ο βαθμός διαφορετικότητας των 

βιολογικών δειγμάτων (Εικόνα 3.5). Όπως και για το Heat Map έτσι και το PCA 

γράφημα υπολογίστηκε με βάση το log2(Hy3/Hy5) με τυπική απόκλιση >0.50. 

Παρατηρούμε στο PCA γράφημα ότι όντως τα δείγματα ομαδοποιούνται με βάση την 

πηγή προέλευσης τους, με εξαίρεση το AF3 12/1 p13 που φαίνεται να πλησιάζει 

αρκετά τα BM- δείγματα.  

Εικόνα 3.5: Principal Component Analysis γράφημα όπου παρουσιάζεται ο βαθμός διαφορετικότητας 

των βιολογικών δειγμάτων. 

 

3.3.3 Επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των miRNA μικροσυστοιχιών με 

αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 

Για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των miRNA μικροσυστοιχιών 

πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real 

time PCR) για επιλεγμένα miRNAs που ανιχνεύθηκαν, όπως το hsa-miR-221, το hsa-

miR-222, το hsa-let-7d και το hsa-miR-210. Αρχικά, συντέθηκε cDNA με το ειδικoύς 

εκκινητές για τα παραπάνω miRNAs καθώς και για το μάρτυρα RNU44, τα οποία στη 

συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Η 
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κανονικοποίηση κάθε αποτελέσματος έγινε αρχικά με βάση τα επίπεδα έκφρασης του 

μάρτυρα RNU44 και στη συνέχεια τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με βάση το μέσο 

όρο όλων των τιμών από όλα τα δείγματα. Τα τελικά αποτελέσματα επιβεβαιώνουν 

τα αποτελέσματα των miRNA μικροσυστοιχιών, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.6.  

 

Εικόνα 3.6: Επιβεβαίωση των miRNA μικροσυστοιχιών με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου για το hsa-miR-221, το hsa-miR-222, το hsa-let-7d και το hsa-miR-210. 

3.3.4 Σύγκριση της έκφρασης των miRNAs των AF-, BM- και UCB-MSCs 

Μελετώντας αναλυτικότερα τα επίπεδα έκφρασης των miRNAs που ανιχνεύθηκαν, 

βρέθηκαν 16 miRNAs στα AF-MSCs, 9 στα BM-MSCs και 44 στα UCB-MSCs που 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα. Ενώ 51 miRNAs στα AF-MSCs (Εικόνα 3.7), 58 στα 

BM-MSCs (Εικόνα 3.8), και 23 στα UCB-MSCs (Εικόνα 3.9), εκφράζονται σε 

χαμηλότερα επίπεδα αντίστοιχα, σε σύγκριση με το σύνολο των miRNAs που 

ανιχνεύθηκαν. Επιπρόσθετα, miRNAs, όπως το miR-143, το miR-487, το miR-326 

και το miR-199* εκφράζονται σε χαμηλά επίπεδα στα MSCs και των τριών πηγών, 

ενώ δεν βρέθηκε κοινό miRNA με υψηλή έκφραση στα MSCs και των τριών πηγών.  
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Εικόνα 3.7: Πρότυπο miRNA στα AF-MSCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιο 3 

120 

 

Εικόνα 3.8: Πρότυπο miRNA στα ΒΜ-MSCs. 
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Εικόνα 3.9: Πρότυπο miRNA στα UCB-MSCs. 
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3.3.5 Σύγκριση της έκφρασης των miRNAs των υποπληθυσμών των AF-MSCs 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε σύγκριση της έκφρασης των miRNAs στους δύο 

υποπληθυσμούς των AF-MSCs [ατρακτοειδούς σχήματος (SS) και τα σφαιρικού 

σχήματος (RS)]. Συγκεκριμένα, 32 miRNAs βρέθηκαν να παρουσιάζουν διαφορική 

έκφραση μεταξύ των δύο υποπληθυσμών (Εικόνα 3.10).  

 

Εικόνα 3.10: Πρότυπο έκφρασης των miRNAs στους δύο υποπληθυσμούς των AF-MSCs. 

 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί η υψηλή έκφραση του miR-21 (6.6 - λόγος έκφρασης) 

στα RS-AF-MSCs σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης του στα SS-AF-MSCs (0.52 

- λόγος έκφρασης), όπως καθορίζεται από τα αποτελέσματα των miRNA 

μικροσυστοιχιών (Εικόνα 3.10). Για να επιβεβαιωθεί η διαφορική έκφραση του miR-

21 στους δύο υποπληθυσμούς πραγματοποιήθηκε αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.11. 
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Εικόνα 3.11: Λόγος διαφορικής έκφρασης του miR-21 στους δύο υποπληθυσμούς των AF-MSCs. 

 

3.3.6 Εύρεση γονιδίων-στόχων για το miR-21  

Πραγματοποιήθηκε εκτεταμένη βιοπληροφορική ανάλυση για τα προβλεπόμενα 

γονίδια-στόχους του miR-21 με τη χρήση του προγράμματος Gοmir, το οποίο δίνει τη 

δυνατότητα σύγκρισης μέχρι και 5 διαφορετικών μηχανών εύρεσης γονιδίων-στόχων. 

Η ανάλυση με το Gοmir ανέδειξε 55 προβλεπόμενα γονίδια-στόχους για το miR-21, 

συγκρίνοντας τις βάσεις δεδομένων miRanda, TargetScan και PicTar4way (Πίνακας 

3.2). Έπειτα,, με τη χρήση του προγράμματος Gomir βρέθηκε και η περιγραφή καθώς 

και η λειτουργία για καθένα από τα γονίδια-στόχους. 

Χρησιμοποιώντας τη βάση δεδομένων miRecords (http://mirecords.biolead.org/) 

φαίνεται ότι 42 γονίδια-στόχοι έχουν ήδη χαρακτηριστεί πειραματικά ως στόχοι του 

miR-21. Τα γονίδια αυτά περιλαμβάνουν το PTEN (Phosphatase and tensin homolog / 

ομόλογο φωσφατάσης και τενσίνης) [223], το TPM1 (Tropomyosin 1 / Τροπομυοσίνη 

1) [224], το PDCD4 (Programmed cell death factor 4 / Παράγοντας 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 4) [225], το TGFBR2 (Τransforming 

growth factor, beta receptor II / Αυξητικό παράγοντα μετασχηματισμού, βήτα 

υποδοχέα ΙΙ) [226]. 

http://mirecords.biolead.org/
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Πίνακας 3.2: Τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχοι του miR-21 με τη χρήση του Gomir 

 

Όνομα γονιδίου Περιγραφή γονιδίου 

ARHGAP24 RHO GTPASE ACTIVATING PROTEIN 24 

BCL11A B-CELL CLL/LYMPHOMA 11A (ZINC FINGER PROTEIN) 

BNC2 BASONUCLIN 2 

BOLL BOL  BOULE-LIKE (DROSOPHILA) 

C17orf39 CHROMOSOME 17 OPEN READING FRAME 39 

C4orf16 CHROMOSOME 4 OPEN READING FRAME 16 

CCL1 CHEMOKINE (C-C MOTIF) LIGAND 1 

CDC25A CELL DIVISION CYCLE 25A 

CHD7 CHROMODOMAIN HELICASE DNA BINDING PROTEIN 7 

CNTFR CILIARY NEUROTROPHIC FACTOR RECEPTOR 

CPEB3 
CYTOPLASMIC POLYADENYLATION ELEMENT BINDING 

PROTEIN 3 

CREBL2 CAMP RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN-LIKE 2 

FBXO11 F-BOX ONLY PROTEIN 11 

GATAD2B GATA ZINC FINGER DOMAIN CONTAINING 2B 

JAG1 JAGGED 1 

KBTBD6 KELCH REPEAT AND BTB (POZ) DOMAIN CONTAINING 6 

KIAA1012 KIAA1012 

KRIT1 KRIT1  ANKYRIN REPEAT CONTAINING 

LEMD3 LEM DOMAIN CONTAINING 3 

LRRC57 LEUCINE RICH REPEAT CONTAINING 57 

MTMR12 MYOTUBULARIN RELATED PROTEIN 12 

NFIB NUCLEAR FACTOR I/B 

NTF3 NEUROTROPHIN 3 

OSR1 OXIDATIVE-STRESS RESPONSIVE 1 

PAG1 
PHOSPHOPROTEIN ASSOCIATED WITH GLYCOSPHINGOLIPID 

MICRODOMAINS 1 
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Πίνακας 3.2: Τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχοι του miR-21 με τη χρήση του Gomir 

 

Όνομα γονιδίου Περιγραφή γονιδίου 

PAN3 PABP1-DEPENDENT POLY A-SPECIFIC RIBONUCLEASE 

SUBUNIT PAN3 

PCBP1 POLY(RC) BINDING PROTEIN 1 

PCSK6 PROPROTEIN CONVERTASE SUBTILISIN/KEXIN TYPE 6 

PDCD4 PROGRAMMED CELL DEATH 4 

PELI1 PELLINO HOMOLOG 1 (DROSOPHILA) 

PITX2 PAIRED-LIKE HOMEODOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR 2 

PLAG1 PLEIOMORPHIC ADENOMA GENE 1 

PLEKHA1 PLECKSTRIN HOMOLOGY DOMAIN CONTAINING FAMILY A 

MEMBER 1 

PPP3CA CALCINEURIN 

PURB PURINE-RICH ELEMENT BINDING PROTEIN B 

RAB11A RAB11A MEMBER RAS ONCOGENE FAMILY 

RECK REVERSION-INDUCING-CYSTEINE-RICH PROTEIN WITH 

KAZAL MOTIFS 

RHOB RAS HOMOLOG GENE FAMILY MEMBER B 

RP2 XRP2 PROTEIN 

SATB1 SPECIAL AT-RICH SEQUENCE BINDING PROTEIN 1 

SFRS3 SPLICING FACTOR ARGININE/SERINE-RICH 3 

SKI AVIAN SARCOMA VIRAL (V-SKI) ONCOGENE HOMOLOG 

NATURAL RESISTANCE-ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN 

1 

SMAD7 MOTHERS AGAINST DECAPENTAPLEGIC HOMOLOG 7 

(DROSOPHILA) 

SMARCD1 SWI/SNF RELATED MATRIX ASSOCIATED ACTIN DEPENDENT 

REGULATOR OF CHROMATIN SUBFAMILY D MEMBER 1 

SOX2 SRY-RELATED HMG-BOX 2 [SEX DETERMINING REGION Y-BOX 

2] [SRY-BOX 2] 

SOX5 SRY (SEX DETERMINING REGION Y)-BOX 5 

SPRY2 SPROUTY (DROSOPHILA) HOMOLOG 2 

STAG2 STROMAL ANTIGEN 2 

TGFBI TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA-INDUCED 68KDA 

TIMP3 TISSUE INHIBITOR OF METALLOPROTEINASE 3 
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Από τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχους του miR-21 ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γονίδιο Sox2 (SRY- sex determination SRY region Y-box2), το οποίο 

είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

ικανότητα αυτοανανέωσης και στη διατήρηση της βλαστικότητας των κυττάρων 

αυτών, συμπεριλαμβανομένων και των AF-MSCs [102, 103]. Η ερευνητική μας 

ομάδα έχει δείξει ότι τα SS-AF-MSCs εκφράζουν σε υψηλότερα επίπεδα τον 

μεταγραφικό παράγοντα Sox2 σε σύγκριση με τα RS-AF-MSCs [102]. 

Επιβεβαιώθηκε ξανά η έκφραση του Sox2 σε RNA και πρωτεϊνικό επίπεδο και στους 

δύο υποπληθυσμούς των AF-MSCs (Εικόνα 3.12). Βασιζόμενοι στα παραπάνω 

αποτελέσματα, εστιάσαμε στη μελέτη του ρόλου του miR-21 και του πιθανού 

γονίδιου-στόχου του Sox2 σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες των SS- και RS-AF-

MSCs όπως η κλωνογονική ικανότητα, η δυνατότητα πολλαπλασιασμού και 

διαφοροποίησης. 

 

Εικόνα 3.12: (i) Αλυσιδωτή αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τα επίπεδα έκφρασης 

του γονίδιο Sox2 σε SS- και RS-AF-MSCs. (ii) Ανοσοαποτύπωση κατά Western για τη πρωτεΐνη Sox2 

σε SS- και RS-AF-MSCs. 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

Η ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΤΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ Sox2 ΑΠΟ 

ΤΟ miR-21 ΕΠΙΔΡΑ ΣΤΙΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΤΩΝ ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΩΝ 

ΒΛΑΣΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

4.1 Περίληψη 

Αναλύοντας το πρότυπο έκφρασης των miRNAs μεταξύ των δύο υποπληθυσμών των 

AF-MSCs, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η υψηλή έκφραση του miR-21 στα RS-

AF-MSCs σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs. Ερευνώντας τα προβλεπόμενα γονίδια-

στόχους του miR-21, αποδείχτηκε για πρώτη φορά η άμεση αλληλεπίδραση του miR-

21 με τον δείκτη βλαστικότητας Sox2. Η επαγωγή του miR-21 καταστέλλει την 

έκφραση του Sox2 στα SS-AF-MSCs, οδηγώντας σε μειωμένη κλωνογονικότητα και 

μειωμένο ρυθμό πολλαπλασιασμό. Επιπρόσθετα, η επαγωγή του miR-21 προκαλεί 

την μείωση των επιπέδων έκφρασης των κυκλινών D1, E1 και Α, έχοντας ως 

αποτέλεσμα την αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Η αντίθετη επίδραση 

παρατηρείται κατά τη διάρκεια της καταστολής του miR-21 στα RS-AF-MSCs και τα 

BM-MSCs, που οδηγεί αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Τέλος, 

η επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs προωθεί την οστεογένεση, ενώ ταυτόχρονα 

επιβραδύνει την λιπογένεση και την χονδρογένεση. Τα παραπάνω αποτελέσματα 

υποδεικνύουν ότι το miR-21 μπορεί, μέσω της ρύθμισης, του Sox2 να παίζει βασικό 

ρόλο στον καθορισμό της ικανότητας πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης των 

MSCs. 

4.2 Εισαγωγή 

Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενα κεφάλαια οι δύο υποπληθυσμοί των AF-MSCs 

διαφέρουν στο ρυθμό πολλαπλασιασμού τους και συγκεκριμένα, τα SS-AF-MSCs 

διαθέτουν υψηλό ρυθμό πολλαπλασιασμού σε σύγκριση με τα RS-AF-MSCs [102], 

καθώς επίσης εκφράζουν σε υψηλά επίπεδα τους δείκτες βλαστικότητας Sox2, Oct4 

και Nanog σε σύγκριση με τα RS-AF-MSCs [102, 103, 227]. Επιπρόσθετα, οι δύο 

υποπληθυσμοί μπορούν να διαφοροποιηθούν επιτυχώς in vitro σε κυτταρικούς τύπους 
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της μεσοδερμικής σειράς ενώ τα SS-AF-MSCs μπορούν να διαφοροποιηθούν 

επιπρόσθετα και σε κύτταρα ενδοδερμικής προέλευσης, όπως τα ηπατοκύτταρα [116, 

117].  

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων των miRNA μικροσυστοιχιών για τους δύο 

υποπληθυσμούς των AF-MSCs προκάλεσε ενδιαφέρον για το miR-21, το οποίο 

φάνηκε ότι εμφανίζει υψηλή έκφραση στα RS-AF-MSCs και χαμηλή στα SS-AF-

MSCs. Ταυτόχρονα, η βιοπληροφορική ανάλυση για τους στόχους του miR-21 

παρουσίασε τον δείκτη βλαστικότητας Sox2 ως ένα πιθανό γονίδιο-στόχο [102]. 

Βασιζόμενοι στις παραπάνω ενδείξεις θελήσαμε να αποδείξουμε τη πιθανή πρόσδεση 

του miR-21 στο Sox2 και έπειτα να επάγουμε την έκφραση του miR-21 ώστε να 

μελετηθούν περαιτέρω πιθανές αλλαγές στις βασικές ιδιότητες των δύο 

υποπληθυσμών των AF-MSCs (Εικόνα 4.1). 

 

 

Εικόνα 4.1: Σχηματική παρουσίαση της πειραματικής υπόθεσης για το ρόλο του miR-21 στους δύο 

υποπληθυσμούς των AF-MSCs. 
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Στο Κεφάλαιο 4 περιγράφεται αρχικά ο έλεγχος πρόσδεσης του miR-21 στη 3΄-

αμετάφραστη περιοχή του mRNA του Sox2. Ακολουθεί η μελέτη της επίδρασης της 

επαγωγής της έκφρασης του miR-21 i) στους μεταγραφικούς παράγοντες Oct4 και 

Nanog, ii) στην κλωνογονική ικανότητα των SS-AF-MSCs, iii) στην 

πολλαπλασιαστική ικανότητα των SS-AF-MSCs και iii) στην ικανότητα 

διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs. Επίσης, περιγράφεται η επίδραση της 

καταστολής του miR-21 στα RS-AF-MSCs και στα BM-MSCs. 

 

4.3 Αποτελέσματα 

4.3.1 Έλεγχος πρόσδεσης του miR-21 στο γονίδιο-στόχο Sox2 

Για την πραγματοποιήση του έλεγχου πρόσδεσης του miR-21 στο γονίδιο-στόχο 

Sox2, χρησιμοποιήθηκε ο φορέας pEGFP-C2, ο οποίος διαθέτει pCMV προαγωγέα 

και το σήμα πολυαδενυλίωσης SV40pA (Εικόνα 4.2).  

 

Εικόνα 4.2: Ο πλασμιδιακός φορέας pEGFP-C2. 
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Στο φορέα κλωνoποιήθηκε η φυσιολογική αλληλουχία της 3΄-αμετάφραστης περιοχής 

(3΄-UTR) του mRNA του Sox2 που περιέχει τη θέση πρόσδεσης του miR-21, 

συνδεδεμένη με τη EGFP πρωτεϊνη του φορέα (Enhanced Green Fluorescent Protein / 

Ενισχυμένη πράσινη φθορίζουσα χρωστική) (Εικόνα 4.3). Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε ο φορέας pEGFP-C2 με κλωνοποιημένη τη μεταλλαγμένη 

αλληλουχία της 3΄-UTR του mRNA του Sox2 (Εικόνα 4.3).  

 

Εικόνα 4.3: Οι ανασυνδυασμένοι φορείς περιέχουν τη φυσιολογική ή τη μεταλλαγμένη αλληλουχία 

της 3΄-UTR του mRNA του Sox2. 

 

Οπότε, στην περίπτωση που το miR-21 προσδένεται στη 3΄-UTR του mRNA του 

Sox2 θα ανασταλλεί η μετάφραση του και μαζί και της πρωτεϊνης EGFP, με 

αποτέλεσμα τη μείωση του φθορισμού (Εικόνα 4.4). 
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Εικόνα 4.4: Το miR-21 προσδένεται στη 3΄-UTR του mRNA του Sox2 και αναστέλλει τη μετάφραση 

του και μαζί και της πρωτεϊνης EGFP, με αποτέλεσμα τη μείωση του φθορισμού. 

 

Παράλληλα, τα HEK293T κύτταρα μετάχθηκαν με τον λεντιϊό του miR-21 σε 

πολλαπλότητα μόλυνσης 4 (Multiplicity of Infection - ΜΟΙ4). Είναι σημαντικό να 

αναφερθεί ότι χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HEK293T επειδή δεν εκφράζει 

ενδογενώς το miR-21 (Εικόνα 4.5). 

 

Εικόνα 4.5: Τα HEK293T δεν εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs. 
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Ο έλεγχος πρόσδεσης πραγματοποιήθηκε κατά τη διαμόλυνση ΗΕΚ293Τ κυττάρων 

που εκφράζουν miR-21 με τον pEGFP-C2-3΄UTR-SOX2 φορέα με τη χρήση 

λιποσωμάτων (Lipofectamine, Invitrogen), με σκοπό να μειωθεί η έκφραση της EGFP 

κατά τη διάρκεια της πιθανής πρόσδεσης του miR-21 στη 3΄-UTR του Sox2. 

Η έκφραση της EGFP πρωτεΐνης καθορίστηκε με κυτταρομετρία ροής. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 4.6, η έκφραση του miR-21 οδήγησε σε μείωση της έκφρασης 

της EGFP πρωτεΐνης σε ποσοστό 15.1% ± 2.04. Ακολούθως, η διαμόλυνση του 

μεταλλαγμένου pEGFP-3΄UTR-Sox2 παρουσία του miR-21 (EGFP έκφραση: 36.7% 

± 2.8) ή η διαμόλυνση του φυσιολογικού pEGFP-3΄UTR-Sox2 απουσία του miR-21 

(EGFP έκφραση: 41.125% ± 4.06) δεν επηρεάζουν τα επίπεδα έκφρασης της EGFP 

πρωτεΐνης, όπως προδιορίστηκε με κυτταρομετρία ροής και με μικροσκοπία 

φθορισμού. Τα παραπάνω αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι το miR-21 προσδένεται 

στην συγκεκριμένη αλληλουχία πρόσδεσης που βρίσκεται στην 3΄-UTR του Sox2. 

 

Εικόνα 4.6: i) To miR-21 στοχεύει το Sox2 άμεσα, όπως εκτιμήθηκε με κυτταρομετρία ροής. Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (** p < 0.01, 

Student’s t-test). ii) Εικόνες φθορισμού από το πείραμα του έλεγχου πρόσδεσης.  
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4.3.2 Επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs οδηγεί σε μείωση της έκφρασης 

του Sox2 

 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μεταγωγή των SS-AF-MSCs με τον λεντιϊό του 

miR-21 ή του EF1 σε πολλαπλότητα μόλυνσης 4 - MOI4. Για την δημιουργία του 

λεντιϊού του miR-21 χρησιμοποιήθηκε ο φορέας pCCLsin.cPPT.hEF1a (intron with 

MCS as).deltaLNGFR.Wpre., ο οποίος διαθέτει τον ανενεργό υποδοχέα του νευρικού 

αυξητικού παράγοντα CD271/LNGFR και μέσω αυτού δίνει τη δυνατότητα να 

διαχωριστούν τα μεταγμένα κύτταρα. Οπότε τη χρήση της τεχνικής διαχωρισμού 

φθοριζόντων κυττάρων πραγματοποιήθηκε διαχωρισμός των NGFR θετικών 

κυττάρων με απόδοση διαχωρισμού 98% (Εικόνα 4.7).  

 

 

Εικόνα 4.7: Η έκφραση του NGFR στα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό miR-21 ή EF1 σε MOI 4 

πριν και μετά το διαχωρισμό. 

 

Ο λόγος αλλαγής έκφρασης του miR-21 στα μεταγμένα SS-AF-MSCs μετά τον 

διαχωρισμό φάνηκε να είναι μεταξύ 2.5-9.8 φορών σε σύγκριση με τα κύτταρα που 

είναι μεταγμένα με τον λεντιϊό EF1 που αποτελεί τον μάρτυρα (Εικόνα 4.8). Ο λόγος 
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αλλαγής έκφρασης του miR-21 εμφάνισε μία σημαντική ετερογένεια, γεγονός που 

πιθανόν οφείλεται στο ότι τα δείγματα των AF-MSCs προέρχονται από 

διαφορετικούς δότες. Έπειτα, ακολούθησε απομόνωση ολικών πρωτεϊνών και ολικού 

RNA από SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή ΕF1 για να μελετηθούν οι πιθανές 

αλλαγές στην έκφραση του Sox2.  

 

 

Εικόνα 4.8: Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για την εκτίμηση των επιπέδων έκφρασης 

του miR-21 ή EF1σε SS-AF-MSCs. Η έκφραση του RNU44 χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός 

μάρτυρας.  

 

Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της έκφρασης του Sox2 σε επίπεδο 

RNA στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs που 

έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιϊό (Εικόνα 4.9 i). Παρατηρήθηκε επίσης στατιστικά 

σημαντική μείωση της έκφρασης του Sox2 σε πρωτεϊνικό επίπεδο μετά την 

υπερέκφραση του miR-21 στα SS-AF-MSCs (Εικόνα 4.9ii). Τα παραπάνω ευρήματα 

αποδεικνύουν ότι το miR-21 προσδένεται άμεσα στη 3΄-UTR του Sox2, γεγονός που 
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οδηγεί σε καταστολή της μετάφρασης και αποικοδόμηση του mRNA του γονιδίου 

στόχου. 

 

Εικόνα 4.9: (i) Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το Sox2 σε SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό EF1. Το GAPDH 

χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας (ii) Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Sox2 σε SS-

AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό EF1. Το β-

ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την 

τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test).  

 

4.3.3 Επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs οδηγεί σε μείωση της έκφρασης 

του Oct4 και του Nanog 

Ερευνητικές μελέτες έχουν δείξει ότι ο μεταγραφικός παράγοντας Sox2 επάγει την 

ικανότητα πολλαπλασιασμού και μειώνει την ικανότητα διαφοροποίησης των 

εμβρυικών βλαστικών κυττάρων, σε συνεργασία με άλλους δύο μεταγραφικούς 
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παράγοντες τον Oct4 (octamer-binding transcription factor 4) και τον Nanog 

(homeobox transcription factor Nanog) δημιουργώντας ένα δίκτυο μεταγραφικών 

παραγόντων [20, 228]. Για να εξετάσουμε αν η καταστολή του Sox2 από το miR-21 

επηρεάζει και τους άλλους δύο μεταγραφικούς παράγοντες, πραγματοποιήθηκε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου και ανοσοαποτύπωση κατά 

Western σε SS-AF-MSCs που έχουν μεταχθεί με λεντιϊό miR-21 ή EF1. 

Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση στην έκφραση του Oct4 σε επίπεδο NA 

αλλά και σε επίπεδο πρωτεΐνης στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε 

σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με EF1 λεντιϊό (Εικόνα 4.10). 

 

Εικόνα 4.10: (i) Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το Oct4 σε SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό EF1. (ii) Ανοσοαποτύπωση 

κατά Western για το Oct4 σε S-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1. Το β-ακτίνη 

χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική 

απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Παράλληλα, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση στην έκφραση του Nanog 

σε επίπεδο RNA αλλά και σε επίπεδο πρωτεΐνης στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν 

miR-21 σε σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με EF1 λεντιϊό (Εικόνα 4.11). Οι 

μεταγραφικοί παράγοντες Oct4 και Nanog δεν είναι προβλεπόμενοι στόχοι για το 

miR-21 όπως φάνηκε έπειτα από in silico βιοπληροφορική ανάλυση. Αυτό το γεγονός 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η μείωση έκφρασης των μεταγραφικών αυτών 

παραγόντων που παρατηρείται προκαλείται με κάποιο έμμεσο μηχανισμό και όχι 

άμεσα από το miR-21. 

 

 

Εικόνα 4.11: (i) Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το Nanog σε SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 ή EF1. Το GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας (ii) 

Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Nanog σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1. Το β-

ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την 

τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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4.3.4 To miR-21 επηρεάζει την κλωνογονική ικανότητα και τον ρυθμό 

πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs 

Κατόπιν, ελέγχθηκε αν η μείωση της έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων Sox2, 

Oct4 και Nanog στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 μπορεί να επηρεάζει την 

ικανότητα πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Γι’ αυτό λόγο πραγματοποιήθηκε 

μελέτη της κλωνογονικής ικανότητας και ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού 

των SS- AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με SS-AF-MSCs μεταγμένα 

με το EF1 λεντιϊό.  

Η κλωνογονική ικανότητα αναφέρθηκε από τον Friedenstein, όπου παρατηρήθηκε ότι 

τα στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών μπορούσαν να σχηματίζουν αποικίες 

(colony forming units – CFU) [221]. O αριθμός των σχηματιζόμενων αποικιών 

εκφράζεται ως γραμμική συνάρτηση του αριθμού των κυττάρων που καλλιεργήθηκαν 

και αποτελεί ένδειξη της κλωνογονικής τους ικανότητας. Σύμφωνα με τα παραπάνω 

διαπιστώθηκε ότι τα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 παρουσιάζουν μειωμένη 

κλωνογονική ικανότητα (11.7 αποικίες ± 1.59) σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs 

μεταγμένα με το EF1 λεντιϊό (20.9 αποικίες ± 0.53) (Εικόνα 4.12).  

 

 

Εικόνα 4.12: (A) Η κλωνογονική ικανότητα των SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 όπως 

καθορίστηκε από την CFU-F δοκιμασία. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική 

απόκλιση από τις σχηματιζόμενες αποικίες /100 κύτταρα. 
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Για την περαιτέρω ανάλυση του ρόλου του miR-21 στον ρυθμό πολλαπλασιασμού 

των SS-AF-MSCs, πραγματοποιήθηκε μελέτη χρησιμοποιώντας το χρωμογόνο 

αντιδραστήριο MTS μετά από τρεις, επτά και δέκα ημέρες. Η επαγωγή του miR-21 

στα SS-AF-MSCs προκαλεί στατιστικά σημαντική μείωση του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs που έχουν 

μεταχθεί με το EF1 λεντιϊό και στις τρεις διαφορετικές ημέρες όπου 

πραγματοποιήθηκε η δοκιμασία (Εικόνα 4.13).  

 

 

Εικόνα 4.13: Συγκριτική ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs που εκφράζουν 

miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό EF1. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το 

μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05 και ** p < 0.01, 

Student’s t-test).  

 

Τέλος, για να ενισχύσουμε τα παραπάνω αποτελέσματα, μελετήθηκε η απόπτωση και 

ο αριθμός των νεκρών κυττάρων στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 με 

κυτταρομετρία ροής και συγκεκριμένα τη χρήση των χρώσεων Ανεξίνη V και 7ADD, 

αντίστοιχα. Διαπιστώθηκε ότι τα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 δεν 

παρουσιάζουν τάση για απόπτωση συγκρίνοντάς τα με SS-AF-MSCs μεταγμένα με 

το EF1 λεντιϊό (Εικόνα 4.14). 
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Εικόνα 4.14: A) (i) Η απόπτωση εξετάστηκε με κυτταρομετρία ροής για την Ανεξίνη V σε SS-AF-

MSCs που εκφράζουν miR-21ή EF1, (ii) To 7ΑDD χρησιμοποιήθηκε για τον καθορισμό των νεκρών 

κυττάρων. 

 

4.3.5 Επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο 

Για να κατανοήσουμε τον μηχανισμό που οδηγεί στη μείωση του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μετά την επαγωγή του miR-21, 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση του κυτταρικού κύκλου των κυττάρων με τη χρήση του 

ιωδιούχου προπιδίου. Μετά την επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs 

παρατηρήθηκε αύξηση της κυτταρικής φάσης G0/G1 (69.45% ± 0.85), ενώ το 
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ποσοστό των κυττάρων στη φάση S μειώθηκε (6.25% ± 1.25),σε σύγκριση με τα SS-

AF-MSCs που έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο (G0/G1: 53.5% ± 5 and S: 8.3% ± 

2.7) (Εικόνα 4.15). 

 

Εικόνα 4.15: Χρώση ιωδιούχου προπιδίου σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1, όπως 

καθορίστηκε με κυτταρομετρία ροής. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση 

από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 

 

Στη συνέχεια, διαπιστώθηκε ότι η αναστολή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1, 

συνοδεύεται από μείωση της έκφρασης της κυκλίνης D1, η οποία είναι 
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χαρακτηριστική για την φάση G1 του κυτταρικού κύκλου, τόσο σε RNA όσο και σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικόνα 4.17). Σε επίπεδο RNA δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικές αλλαγές για τις κυκλίνες Ε1και Α2. (Εικόνα 4.16). 

 

 

Εικόνα 4.16: Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τις κυκλίνες D1, E1, A2 και Β2 σε SS-

AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική 

απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 

 

Ακολούθως, η επαγωγή της έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs φάνηκε να 

προκαλεί στατιστικά σημαντική μείωση στα επίπεδα έκφρασης των κυκλινών D1, E1 

και Α σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικόνα 4.17), γεγονός που στηρίζεται από τις μέχρι 

σήμερα μελέτες που επιβεβαιώνουν την έκφρασης των κυκλινών στα διάφορα στάδια 

που κυτταρικού κύκλου (Εικόνα 4.18).   
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Εικόνα 4.17: Ανοσοαποτύπωση κατά Western για τις κυκλίνες D1, E1 και A σε SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 ή EF1. Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας. Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, 

Student’s t-test). 
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Εικόνα 4.18:Τα επίπεδα έκφρασης των κυκλινών κατά τη διάρκεια του κύτταρικού κύκλου. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης κυκλίνο-εξαρτώμενων 

αναστολέων κινάσης (cyclin-dependent kinase inhibitors - CDKIs) όπως η p27 

(CDKN1B) και η p18 (CDKN2C) σε SS-AF-MSCs κύτταρα που εκφράζουν miR-21 

(Εικόνα 4.19). Παράλληλα, παρατηρήθηκε μείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης 

Cdc25A (Cell division cycle 25A) που φαίνεται να έχει βασικό ρόλο στον κυτταρικό 

κύκλο σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs που 

έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιϊό (Εικόνα 4.19). 

 

Εικόνα 4.19: Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τις πρωτεΐνες (i) p18, p27 και (ii) 

Cdc25A σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± 

την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Τέλος, βρέθηκε ότι τα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 αυξάνουν την 

ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs που έχουν 

μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο (Εικόνα 4.20). Έχει διαπιστωθεί ότι η επαγωγή της 

ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό του κυτταρικού 

φαινοτύπου γήρανσης.  

 

Εικόνα 4.20: Αντιπροσωπευτικές εικόνες από SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή EF1 που έχουν 

υποστεί δοκιμασία για την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης. Το γράφημα παρουσιάζει τη σχετική 

ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης των θετικών κυττάρων. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± 

την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 

 

Τα παραπάνω αποτελέσματα προτείνουν ότι το miR21 έχει την ικανότητα να ρυθμίζει 

τον ρυθμό πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μέσω διαφόρων μηχανισμών που 

εμπλέκονται στον κυτταρικό κύκλο και τη ρύθμιση του. 

 

4.3.6 Αναστολή του miR-21 αυξάνει τον ρυθμό πολλαπλασιασμού των RS-AF-

MSCs  

Όπως περιγράφηκε νωρίτερα, τα RS-AF-MSCs εκφράζουν το miR-21 σε υψηλά 

επίπεδα. Γι’ αυτό το λόγο, τα RS-AF-MSCs διαμολύνθηκαν με τη χρήση 

λιποσωμάτων με ανταγωνιστή για το miR-21, ώστε να παρατηρηθεί η πιθανή 

μετάβαση τους προς το φαινότυπο και τα χαρακτηριστικά των SS-AF-MSCs. Μετά 

τη διαμόλυνση με τον ανταγωνιστή του miR-21 παρατηρήθηκε μείωση της έκφρασης 
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του miR-21 στα RS-AF-MSCs σε σύγκριση με τα κύτταρα που είχαν διαμολυνθεί με 

τον αρνητικό μάρτυρα (Εικόνα 4.21). Έπειτα, διαπιστώθηκε με την δοκιμασία MTS 

ότι ο ρυθμός πολλαπλασιασμού παρουσιάζει στατιστικά σημαντική αύξηση, 24 ώρες 

μετά την αναστολή του miR-21 από τον ανταγωνιστή (Εικόνα 4.21).  

 

Εικόνα 4.21: (i) Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το miR-21 σε RS-AF-

MSCs που έχουν διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 ή με τον αρνητικό μάρτυρα. Τα 

αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν με τον εσωτερικό μάρτυρα RNU44. (ii) Συγκριτική ανάλυση του 

ρυθμού πολλαπλασιασμού τον RS-AF-MSCs που έχουν διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 

σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα μετά από 24 και 48 ώρες. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο 

όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Επιπρόσθετα, η μείωση της έκφρασης του miR-21 οδήγησε σε στατιστικά σημαντική 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης τον δεικτών Sox2, Oct4 και Nanog (Εικόνα 4.22). 

Παρόλα αυτά, δεν παρατηρήθηκαν μορφολογικές διαφορές στα RS-AF-MSCs μετά 

την αναστολή του miR-21. 

 

Εικόνα 4.22: Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Sox2, Oct4 και Nanog σε RS-AF-MSCs που 

έχουν διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 ή με τον αρνητικό μάρτυρα. Η ποσοτικοποίηση 

πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Quantity One και τα αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν με το 

θετικό μάρτυρα β-ακτίνη. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία 

ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Τέλος, για να διαπιστωθεί αν οι αλλαγές που παρατηρούνται οφείλονται 

αποκλειστικά στην επίδραση του miR-21, πραγματοποιήθηκαν πειράματα διάσωσης. 

Έτσι, τα RS-AF-MSCs διαμολύνθηκαν με τον ανταγωνιστή του miR-21 και 

παράλληλα με το shRNA (short hairpin RNA) του Sox2. Όπως ήταν αναμενόμενο, η 

διαμόλυνση με το sh-Sox2 φορέα προκάλεσε τη μείωση της αυξανόμενης έκφρασης 

του Sox2 που προκαλείται αντίστοιχα από τη διαμόλυνση με τον ανταγωνιστή του 

miR-21 (Εικόνα 4.23). 

 

 

Εικόνα 4.23: Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Sox2 σε RS-AF-MSCs που έχουν διαμολυνθεί με 

τον αρνητικό μάρτυρα ή με τον ανταγωνιστή του miR-21 και παράλληλα με το pLKO.1-sh-Sox2 ή με 

το pLKO.1-sh-control.   
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4.3.7 Αναστολή του miR-21 αυξάνει τον ρυθμό πολλαπλασιασμού των ΒΜ-MSCs  

Τα BM-MSCs χαρακτηρίζονται από μειωμένο ρυθμό πολλαπλασιασμού σε σχέση με 

τα SS-AF-MSCs μετά την πάροδο πολλαπλών ανακαλλιεργειών [67]. Επιπρόσθετα, 

είναι αξιοσημείωτο ότι τα BM-MSCs μετά από κάποιες ανακαλλιέργειες, όπως και τα 

RS-AF-MSCs, εκφράζουν το miR-21 σε υψηλά επίπεδα (Εικόνα 4.24). Έτσι, 

χρησιμοποιήθηκαν BM-MSCs (passage 6) που εκφράζουν miR-21 σε υψηλά επίπεδα 

για να διαμολυνθούν με τη χρήση λιποσωμάτων με τον ανταγωνιστή του miR-21 ή 

τον αρνητικό μάρτυρα. 

 

 

Εικόνα 4.24: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το miR-21 σε BM-MSCs 

σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το 

μέσο όρο από τρία ανεξάρτητα πειράματα.  

 

Μετά τη διαμόλυνση με τον ανταγωνιστή του miR-21 παρατηρήθηκε μείωση της 

έκφρασης του miR-21 στα ΒΜ-MSCs σε σύγκριση με τα κύτταρα που είχαν 

διαμολυνθεί με τον αρνητικό μάρτυρα (Εικόνα 4.25). 
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Εικόνα 4.25: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το miR-21 σε ΒΜ-MSCs 

που έχουν διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 ή με τον αρνητικό μάρτυρα. Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, 

Student’s t-test). 

 

Εικόνα 4.26: Συγκριτική ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού τον ΒΜ-MSCs που έχουν 

διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα μετά από 24 και 

48 ώρες. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα 

πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Έπειτα, διαπιστώθηκε ότι ο ρυθμός πολλαπλασιασμού, παρουσιάζει στατιστικά 

σημαντική αύξηση 24 ώρες μετά την αναστολή του miR-21 από τον ανταγωνιστή, 

όπως καθορίστηκε με την MTS δοκιμασία (Εικόνα 4.26). Επιπρόσθετα, η μείωση της 

έκφρασης του miR-21 οδήγησε σε στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης τον δεικτών Sox2, Oct4 και Nanog (Εικόνα 4.27).  

 

 

Εικόνα 4.27 : Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Sox2, Oct4 και Nanog σε BM-MSCs που έχουν 

διαμολυνθεί με τον ανταγωνιστή του miR-21 ή με τον αρνητικό μάρτυρα. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν 

το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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Τέλος, πραγματοποιήθηκαν πειράματα διάσωσης, όπου τα ΒΜ-MSCs διαμολύνθηκαν 

με τον ανταγωνιστή του miR-21 και παράλληλα με το shRNA (short hairpin RNA) 

του Sox2. Όπως ήταν αναμενόμενο, η διαμόλυνση με το sh-Sox2 προκάλεσε τη 

μείωση της αυξανόμενης έκφρασης του Sox2 που προκαλείται αντίστοιχα από τη 

διαμόλυνση με τον ανταγωνιστή του miR-21 (Εικόνα 4.28). 

 

 

 

Εικόνα 4.28: Ανοσοαποτύπωση κατά Western για το Sox2 σε BM-MSCs που έχουν διαμολυνθεί με 

τον αρνητικό μάρτυρα ή με τον ανταγωνιστή του miR-21 και παράλληλα με το pLKO.1-sh-Sox2 ή με 

το pLKO.1-sh-control. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία 

ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 
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4.3.8 Επαγωγή του miR-21 επηρεάζει την ικανότητα διαφοροποίησης των SS-

AF-MSCs  

Ακολούθως πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση του ρόλου του miR-21 στην ικανότητα 

διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα, οστεοκύτταρα και 

χονδροκύτταρα.  

Αρχικά, SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο 

καλλιεργήθηκαν με κατάλληλα καλλιεργητικά μέσα για 3, 5, 7, 9, 14 και 21 ημέρες 

που προωθούν την διαφοροποίησης τους ως προς λιποκύτταρα. Παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική μείωση του σχηματισμού λιποσταγονιδίων στα SS-AF-MSCs 

που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο 

(Εικόνα 4.29). Χρησιμοποιώντας την χρώση Oil Red O ποσοτικοποιήθηκε η μείωση 

της διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα μετά την επαγωγή του 

miR-21 (Εικόνα 4.29).  

 

 

Εικόνα 4.29: (i) Χρώση Oil Red O σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με τον 

EF1 λεντιίο. (ii) Ποσοτική ανάλυση της Oil Red O χρώσης στις διάφορες ημέρες διαφοροποίησης. Οι 

τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 

0.05, Student’s t-test). 
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Παράλληλα, με τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού 

χρόνου παρατηρήθηκε η μείωση της σχετικής έκφρασης δεικτών διαφοροποίησης 

όπως του PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor γ) λιποσταγονιδίων στα 

SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με αυτά που έχουν διαμολυνθεί με 

τον EF1 λεντιίο (Εικόνα 4.30). 

 

 

Εικόνα 4.30: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τον δείκτη 

διαφοροποίησης προς λιποκύτταρα PPRAγ σε διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 

ή έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση 

από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 

 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε διαφοροποίηση των SS-AF-MSCs που έχουν 

μεταχθεί με τον miR-21 ή με τον EF1 λεντιίο, ως προς οστεοκύτταρα με τη χρήση 

κατάλληλων καλλιεργητικών μέσων. Παρατηρήθηκε, αύξηση των εναποθέσεων 

ασβεστίου μετά την επαγωγή του miR-21 στα SS-AF-MSCs με τη χρήση της Alizarin 

red S χρώσης (Εικόνα 4.31). Σε αντίθεση με την μείωση της ικανότητα 
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διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα μετά την επαγωγή του miR-21, 

παρατηρείται αύξηση της ικανότητας διαφοροποίησης ως προς οστεοκύτταρα 

(Εικόνα 4.31).  

 

 

Εικόνα 4.31: (i) Χρώση Alizarin Red S σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με 

τον EF1 λεντιίο. (ii) Ποσοτική ανάλυση της Alizarin Red S χρώσης στις διάφορες ημέρες 

διαφοροποίησης. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα 

πειράματα (* p < 0.05 και ** p < 0.01, Student’s t-test). 

 

Η έκφραση των δεικτών οστεογένεσης, όπως η οστεοκαλσίνη (Osteocalcin) και η 

Runx2 (Runt-related transcription factor 2), αυξάνεται στα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με αυτά που είναι μεταγμένα με τον EF1 λεντιίο 

(Εικόνα 4.32). 
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Εικόνα 4.32: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τους δείκτες 

διαφοροποίησης προς οστεοκύτταρα Osteocalcin και Runx2 σε διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± τη 

τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05 και ** p < 0.01, Student’s t-test). 

 

Έπειτα, πραγματοποιήθηκε διαφοροποίηση των SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-

21 ή που είναι μεταγμένα με τον EF1 λεντιίο, ως προς χονδροκύτταρα με τη χρήση 

κατάλληλων καλλιεργητικών μέσων. Αρχικά, παρατηρήθηκε ότι το κυτταρικό ίζημα 

που σχηματίστηκε από τα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 είναι μικρότερο σε 

μέγεθος από το κυτταρικό ίζημα των SS-AF-MSCs που έχουν μεταχθεί με τον EF1 

λεντιίο (Εικόνα 4.33). Για την περαιτέρω αξιολόγηση της διαφοροποίησης, τα 

σχηματιζόμενα κυτταρικά ιζήματα παραφινοποιήθηκαν και λήφθησαν τομές πάχους 

5μm, στις οποίες πραγματοποιήθηκε χρώση Alcian Blue (Εικόνα 4.33). 
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Εικόνα 4.33: Κυτταρικά ιζήματα από SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με τον 

EF1 λεντιίο. Χρώση Alcian Blue και collagen IV μετά τη διαφοροποίηση σε χονδροκύτταρα. (iii) 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τους δείκτες διαφοροποίησης Sox9 και 

Aggrecan. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα 

πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 

 

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε ανίχνευση της έκφρασης της πρωτεΐνης του 

κολλαγόνου τύπου IV (collagen IV) με την τεχνική του ανοσοφθορισμού, μια 

πρωτεΐνη που διαδραματίζει βασικό ρόλο στην δημιουργία της συμπαγούς μάζας των 

διαφοροποιημένων κυττάρων [229] (Εικόνα 4.33).  
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Επιπρόσθετα, η έκφραση των δεικτών χονδρογένεσης, όπως η πρωτεΐνη Sox9 (SRY 

sex determining region Y box 9) και η Aggrecan, μειώνεται στα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 σε σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο 

(Εικόνα 4.34). Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι η επαγωγή του miR-21 στα 

SS-AF-MSCs επιταχύνει την οστεογένεση, ενώ ταυτόχρονα επιβραδύνει την 

λιπογένεση και την χονδρογένεση. 

 

 

Εικόνα 4.34: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τους δείκτες 

διαφοροποίησης προς χονδροκύτταρα Aggrecan και Sox9 σε διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-21 ή έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την 

τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05, Student’s t-test). 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΟΥ ΠΡΟΤΥΠΟΥ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ miRNAs ΤΩΝ SS-

AF-MSCs ΚΑΙ ΤΩΝ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ SS-AF-MSCs ΠΡΟΣ 

ΛΙΠΟΚΥΤΤΑΡΑ 

5.1 Περίληψη 

Έχει δειχθεί ότι τα miRNAs στοχεύουν βασικούς μεταγραφικούς παράγοντες και 

γονίδια που διαδραματίζουν βασικό ρόλο στον καθορισμό της μοίρας των βλαστικών 

κυττάρων. Επιπρόσθετα, η έκφραση μοναδικών miRNAs σε συγκεκριμένους 

κυτταρικούς τύπους μπορεί να αξιοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο που θα 

καθορίζει τον συγκεκριμένο τύπο κυττάρων. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, 

αναλύθηκε το πρότυπο έκφρασης των miRNAs των SS-AF-MSCs σε σύγκριση με 

αυτό των διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα. Αναγνωρίστηκαν 13 

διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs και από αυτά ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε 

το miR-26a, το οποίο εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα στα λιποκύτταρα σε 

σύγκριση με τα αδιαφοροποίητα SS-AF-MSCs. Αρχικά, μελετήθηκε η επίδραση της 

επαγωγής του miR-26a στον ρυθμό πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs. Φάνηκε ότι 

ο ρυθμός πολλαπλασιασμού στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν το miR-26a μειώνεται 

σημαντικά, καθώς και η έκφραση των δεικτών βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog. 

Τέλος, φάνηκε ότι η επαγωγή της έκφρασης του miR-26a στα SS-AF-MSCs μειώνει 

την ικανότητα τους να διαφοροποιούνται ως προς λιποκύτταρα. 

5.2 Εισαγωγή 

Τα AF-MSCs εμφανίζουν ένα ευρύ δυναμικό διαφοροποίησης προς κύτταρα της 

μεσοδερμικής σειράς, με αποτέλεσμα υπό κατάλληλες συνθήκες να μπορούν να 

διαφοροποιηθούν προς λιποκύτταρα, οστεοκύτταρα και χονδροκύτταρα [102, 103, 

117]. Εντούτοις, νεότερες μελέτες έχουν αποδείξει ότι μπορούν να διαφοροποιηθούν 

επιτυχώς και προς κύτταρα της ενδοδερμικής σειράς, όπως είναι τα ηπατοκύτταρα 

[116, 117] και προς κύτταρα της εκτοδερμικής σειράς, όπως είναι τα νευρικά κύτταρα 
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[103, 109, 115], γεγονός που τα καθιστά εξαιρετικά χρήσιμα εργαλεία στην 

κυτταρική και γονιδιακή θεραπεία. 

Τα miRNAs έχουν βρεθεί να παίζουν σημαντικό ρόλο στη βιολογία των βλαστικών 

κυττάρων και πιο συγκεκριμένα στην ικανότητα διαφοροποίησης του προς ένα 

μεγάλο αριθμό κυτταρικών σειρών. Έχει βρεθεί ότι τα βλαστικά κύτταρα διαθέτουν 

ένα συγκεκριμένο πρότυπο έκφρασης miRNAs ανάλογα με τον τύπο κυττάρου που 

διαφοροποιούνται [230]. Πολλές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί στα ανθρώπινα 

MSCs, που δείχνουν ότι συγκεκριμένα miRNAs έχουν καθοριστικό ρόλο κατά τη 

διάρκεια της διαφοροποίησης και ότι αυτά τα miRNAs μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

ως δείκτες για τον αντίστοιχο τύπο κυττάρων. Για παράδειγμα, τα miR-143 και miR-

145 έχουν βρεθεί να διαδραματίζουν βασικό ρόλο στη διαφοροποίηση των BM-

MSCs προς λιποκύτταρα, και αντίστοιχα τα miR-638 και miR-663 να διαδραματίζουν 

βασικό ρόλο στη διαφοροποίηση των BM-MSCs προς χονδροκύτταρα [197, 230]. 

Πρόσφατα, ο Paik και άλλοι έδειξαν ότι το miR-449a στοχεύει τον παράγοντα LEF-1 

(lymphoid enhancer-binding factor-1), ο οποίος με τη σειρά του επηρεάζει την 

έκφραση της πρωτεΐνης Sox9 που αποτελεί βασικό ρυθμιστή της διαφοροποίησης 

των BM-MSCs προς χονδροκύτταρα [231]. Παρομοίως, ο Cai και άλλοι διαπίστωσαν 

ότι το miR-124 ρυθμίζει τη διαφοροποίηση των BM-MSCs προς μυϊκά κύτταρα, 

στοχεύοντας το STAΤ3 (signal transducer and activator of transcription 3), 

αποκτώντας έτσι καλύτερη εικόνα για τους μοριακούς μηχανισμούς που εμπλέκονται 

στην καρδιομυογένεση [232]. 

Είναι λοιπόν φανερό ότι η αποκάλυψη του προτύπου έκφρασης των miRNAs στα 

διαφοροποιημένα MSCs, μπορεί να οδηγήσει σε βασικές πληροφορίες για τους 

μηχανισμούς που ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης. 

Στο Κεφάλαιο 5 περιγράφονται α) η ανίχνευση των miRNAs που εκφράζονται σε SS-

AF-MSCs και σε διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα με τη χρήση 

miRNAs μικροσυστοιχιών, β) η επαλήθευση των επιπέδων έκφρασης των miRNAs 

με τη χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πραγματικού χρόνου, γ) η σύγκριση του 

προτύπου έκφρασης των miRNAs που εκφράζονται σε SS-AF-MSCs και σε 

διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα, δ) η μελέτη της επίδρασης της 
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επαγωγής της έκφρασης του miR-26a στην ικανότητα πολλαπλασιαστική των SS-AF-

MSCs και τη ικανότητα διαφοροποίησης τους σε λιποκύτταρα.  

5.3 Αποτελέσματα 

 

5.3.1 Πρότυπο έκφρασης miRNAs των SS-AF-MSCs και των διαφοροποιημένων 

SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα με τη χρήση miRNAs μικροσυστοιχιών 

Για τη μελέτη του πρότυπου έκφρασης miRNAs των SS-AF-MSCs και των 

διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα απομονώθηκε ολικό RNA 

σύμφωνα με την μεθοδολογία που αναφέρεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.5. Η 

πραγματοποίηση των miRNAs μικροσυστοιχιών επιτεύχθηκε σε συνεργασία με την 

εταιρία Exiqon και χρησιμοποιήθηκε το miRCURY™ LNA Αrray v.8.1, το οποίο 

περιέχει ανιχνευτές που αντιστοιχούν σε αλληλουχίες miRNAs ανθρώπου, ποντικού 

και αρουραίου από την βάση δεδομένων miRBase 7.1. Χρησιμοποιήθηκαν RNA από 

δείγματα δύο SS-AF-MSCs και δύο διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς 

λιποκύτταρα. Η υβριδοποίηση στο miRCURY™ LNA Αrray v.8.1 

πραγματοποιήθηκε για καθέ ένα από τα δείγματα ξεχωριστά ως προς το σύνολο όλων 

των δειγμάτων. Αναλυτικότερα, το σύνολο όλων των δειγμάτων σημάνσθηκε με τη 

χρωστική Hy5
TM

 και το κάθε δείγμα ξεχωριστά με την χρωστική Hy3
TM

 με το 

σύστημα σήμανσης αντιδραστηρίων miRCURY
TM

. Ακολούθως πραγματοποιήθηκαν 

οι υβριδισμοί στο miRCURY™ LNA Αrray v.8.1 και η πλάκα επεξεργάστηκε από 

ειδικό ανιχνευτή (scanner). Πραγματοποιήθηκε ανάλυση της εικόνας ώστε να 

επιτευχθεί ποσοτικοποίηση και κανονικοποίηση των δειγμάτων χρησιμοποιώντας τον 

αλγόριθμο global Lowess (Locally Weighted Scatterplot Smoothing). Τα συνολικά 

αποτελέσματα παρουσιάζονται με βάση το log2(Hy3/Hy5) και με τυπική απόκλιση > 

0.50. 

Αναλυτικότερα, 13 miRNAs βρέθηκαν να παρουσιάζουν διαφορετικά επίπεδα 

έκφρασης ανάμεσα στα SS-AF-MSCs και στα λιποκύτταρα, όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 5.1, όπου παρουσιάζεται η κανονικοποιημένη αναλογία Hy3/Hy5 από όλους 

τους υβριδισμούς που πραγματοποιήθηκαν. Το p-value υπολογίστηκε με Student's t-

test, καθώς και με τη μέθοδο πολλαπλής ανάλυσης Benjamini and Hochberg. 
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Πίνακας 5.1: Τα διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs στα SS-AF-MSCs και στα διαφοροποιημένα SS-

AF-MSCs προς λιποκύτταρα με τις τιμές τηs αναλογίας Hy3/Hy5. Οι miRPlus αλληλουχίες δεν έχουν 

ακόμα καταχωρηθεί στη βάση δεδομένων miRBase. 
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5.3.2 Επιβεβαίωση miRNA μικροσυστοιχιών με αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου 

Για επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των miRNA μικροσυστοιχιών 

πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real 

time PCR) για επιλεγμένα miRNAs που ανιχνεύθηκαν, όπως το hsa-miR-26a και το 

hsa-miR-34a. Αρχικά, συντέθηκε cDNA με τη χρήση ειδικών εκκινητών για τα 

παραπάνω miRNAs καθώς και για το μάρτυρα RNU44. Τα παραγόμενα cDNA στη 

συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Η 

κανονικοποίηση κάθε αποτελέσματος έγινε αρχικά με βάση τα επίπεδα έκφρασης του 

μάρτυρα RNU44 και στη συνέχεια τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με βάση το μέσο 

όρο όλων των τιμών όλων των δειγμάτων. Τα τελικά αποτελέσματα επιβεβαίωσαν τα 

αποτελέσματα των miRNA μικροσυστοιχιών, όπως φαίνεται στην Εικόνα 5.1.  

 

Εικόνα 5.1: Επιβεβαίωση των miRNA μικροσυστοιχιών με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου για το hsa-miR-26a και το hsa-miR-34a. 
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5.3.3 Σύγκριση της έκφρασης των miRNAs των SS-AF-MSCs και των 

λιποκυττάρων 

Μελετώντας αναλυτικότερα τα επίπεδα έκφρασης των miRNAs που ανιχνεύθηκαν, 

βρέθηκαν 10 miRNAs που εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στα λιποκύτταρα και 3 

miRNAs που εκφράζονται σε χαμηλά επίπεδα σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs 

(Εικόνα 5.2).  

 

Εικόνα 5.2: Πρότυπο miRNA στα διαφοροποιημένα SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα. 

 

Αναλυτικότερα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκάλεσε το miR-26a, το οποίο εκφράζεται 

στα υψηλότερα επίπεδα στα λιποκύτταρα (2.95 - λόγος έκφρασης) σε σύγκριση με τα 

SS-AF-MSCs (0.32 - λόγος έκφρασης), όπως καθορίζεται από τα αποτελέσματα των 

miRNA μικροσυστοιχιών και επιβεβαιώνεται από την αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου όπως φαίνεται στην Εικόνα 5.2. 

Χρησιμοποιώντας τη βάση δεδομένων miRecords (http://mirecords.biolead.org/) 

φαίνεται ότι 5 γονίδια έχουν ήδη χαρακτηριστεί πειραματικά ως στόχοι του miR-26a. 

Τα γονίδια αυτά είναι το Smad 1 (Smad family member 1) [233], το PLAG1 (Human 

pleomorphic adenoma gene 1) [234], το TGFBR2 (Τransforming growth factor, beta 

receptor II / Αυξητικό παράγοντα μετασχηματισμού, βήτα υποδοχέα ΙΙ) [235], το 

http://mirecords.biolead.org/
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SERBP1 (SERPINE1 mRNA binding protein 1) [236] και το EZH2 (enhancer of 

zeste homolog 2) [237]. 

 

5.3.4 Επαγωγή του miR-26a στα SS-AF-MSCs οδηγεί σε μείωση του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού 

Αρχικά μελετήθηκε ο ρόλος του miR-26a στα βασικά χαρακτηριστικά των SS-AF-

MSCs, γι’ αυτό κατασκευάστηκε λεντιϊός που επάγει την έκφρασης του miR-26a. 

Πραγματοποιήθηκε μεταγωγή των SS-AF-MSCs με τον λεντιϊό του miR-26a ή του 

EF1 σε πολλαπλότητα μόλυνσης 4 - MOI4 και διαχωρισμός των NGFR θετικών 

κυττάρων με τη χρήση της τεχνικής διαχωρισμού φθοριζόντων κυττάρων (απόδοση 

διαχωρισμού 98%) (Εικόνα 5.3).  

 

Εικόνα 5.3: Η έκφραση του NGFR στα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό miR-26a ή EF1 σε MOI 4 

πριν και μετά το διαχωρισμό.  

 

Ο λόγος αλλαγής έκφρασης των SS-AF-MSCs μετά τη μεταγωγή με λεντιϊό miR-26a 

και τον διαχωρισμό είναι μεταξύ 2.5-9.8 φορών σε σύγκριση με τα κύτταρα που είναι 

μεταγμένα με τον λεντιϊό EF1 που αποτελούν τον μάρτυρα (Εικόνα 5.4). ). Ο λόγος 

αλλαγής έκφρασης του miR-21 εμφάνισε μία σημαντική ετερογένεια, γεγονός που 

πιθανόν οφείλεται στο ότι τα δείγματα των AF-MSCs προέρχονται από 

διαφορετικούς δότες.  
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Εικόνα 5.4: Αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για το miR-26a σε SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-26a ή EF1. Το RNU44 χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας.  

 

Για την ανάλυση του ρόλου του miR-26a στον ρυθμό πολλαπλασιασμού των SS-AF-

MSCs, πραγματοποιήθηκε μελέτη χρησιμοποιώντας το χρωμογόνο αντιδραστήριο 

MTS μετά από τρεις, επτά και δέκα ημέρες. Η επαγωγή του miR-26a στα SS-AF-

MSCs προκαλεί στατιστικά σημαντική μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

κυττάρων σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs που έχουν μεταχθεί με το EF1 λεντιϊό 

(Εικόνα 5.5).   

Εικόνα 5.5: Συγκριτική ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs που εκφράζουν 

miR-26a σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs μεταγμένα με λεντιϊό EF1. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το 

μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05 και ** p < 0.01, 

Student’s t-test). 
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Στηριζόμενοι στη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μετά από 

την επαγωγή της έκφρασης του miR-26a, μελετήθηκε η έκφραση των δεικτών 

βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση 

στην έκφραση και των τριών δεικτών σε επίπεδο RNA στα SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-26a σε σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με EF1 λεντιϊό (Εικόνα 

5.6). Οι μεταγραφικοί παράγοντες Sox2, Oct4 και Nanog δεν είναι προβλεπόμενοι 

στόχοι για το miR-26a, όπως φάνηκε έπειτα από in silico βιοπληροφορική ανάλυση. 

Αυτό το γεγονός οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η μείωση της έκφρασης τους που 

παρατηρείται προκαλείται με κάποιο έμμεσο μηχανισμό και όχι άμεσα από το miR-

26a. 

 

 

Εικόνα 5.6: Αλυσιδωτή αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου για τα επίπεδα έκφρασης του 

γονίδιο Sox2, Oct4 και Nanog σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-26a σε σύγκριση με τα SS-AF-

MSCs μεταγμένα με τον λεντιϊό EF1. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση 

από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 0.05 και ** p < 0.01, Student’s t-test). 
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5.3.5 Επαγωγή του miR-26a στα SS-AF-MSCs επηρεάζει την ικανότητα 

διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα 

Στη πορεία, πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση του ρόλου του miR-26a στην ικανότητα 

διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα. Αρχικά, SS-AF-MSCs που 

εκφράζουν miR-26a ή έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο καλλιεργήθηκαν με 

κατάλληλα καλλιεργητικά μέσα που προωθούν την διαφοροποίησης τους ως προς 

λιποκύτταρα για 3, 5, 7, 9, 14 και 21 ημέρες. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 

μείωση του σχηματισμού λιποσταγονιδίων στα SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-

26a σε σύγκριση με αυτά που έχουν μεταχθεί με τον EF1 λεντιίο (Εικόνα 5.7). 

Χρησιμοποιώντας την χρώση Oil Red O ποσοτικοποιήθηκε η μείωση της 

διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs που εξέφραζαν το miR-26a προς λιποκύτταρα 

(Εικόνα 5.7).  

 

 

Εικόνα 5.7: Α (i) Χρώση Oil Red O σε SS-AF-MSCs που εκφράζουν miR-26a ή έχουν μεταχθεί με 

τον EF1 λεντιίο. (ii) Ποσοτική ανάλυση της Oil Red O χρώσης στις διάφορες ημέρες διαφοροποίησης. 

Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία ανεξάρτητα πειράματα (* p < 

0.05, Student’s t-test). 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

6.1 Λειτουργική κατηγοριοποίηση των miRNAs που εκφράζονται στα 

μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα τριών διαφορετικών πηγών 

Ο ρόλος των microRNAs (miRNAs) στον καθορισμό της ‘μοίρας’ των διαφόρων 

κατηγοριών των βλαστικών κυττάρων έχει προκαλέσει το ενδιαφέρον πολλών 

ερευνητών. Πρόσφατες μελέτες έχουν εστιαστεί στον χαρακτηρισμό των miRNAs 

που εκφράζονται στα μεσεγχυματικά βλαστικά κύτταρα (MSCs) [184-187]. Τα MSCs 

αποτελόυν μια κατηγορία βλαστικών κυττάρων μεσοδερμικής προέλευσης, 

προερχόμενων από ενήλικες ή εμβρυϊκές πηγές [89, 122, 190]. Τα καλύτερα 

χαρακτηρισμένα MSCs είναι αυτά του μυελού των οστών (BM-MSCs). Εντούτοις, 

πρόσφατα έχουν χαρακτηριστεί MSCs από εμβρυϊκές πηγές όπως αυτές του αμνιακού 

υγρού (AF) και του αίματος ομφαλίου λώρου (UCB) [102, 103, 115, 238].  

Η ερευνητική μας ομάδα έχει επιτυχώς απομονώσει και χαρακτηρίσει δύο 

καρυοτυπικά φυσιολογικούς και μορφολογικά διακριτούς πληθυσμούς των AF-MSCs 

(τα SS-AF-MSCs και τα RS-AF-MSCs), και έχει πραγματοποιήσει συστηματικό 

φαινοτυπικό χαρακτηρισμό, καθώς και μοριακή και πρωτεωμική ανάλυση [102, 103]. 

Αποτελέσματα της ομάδας μας έχουν δείξει ότι τα SS-AF-MSCs μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως πιθανό εργαλείο στην κυτταρική θεραπεία αφού είναι ικανά να 

επιταχύνουν την ιστική επιδιόρθωση σε καταστάσεις οξείας ηπατικής ανεπάρκειας 

[116] και μπορούν να αποτελέσουν οχήματα μεταφοράς αντικαρκινικών φαρμάκων in 

vivo [138].  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, πραγματοποιήθηκε ανίχνευση των 

εκφραζόμενων miRNAs σε AF, BM και UCB-MSCs με τη χρήση μικροσυστοιχιών 

miRNAs (miRCURY™ LNA Αrray v.8.1). Κατόπιν έγινε σύγκριση του προτύπου 

έκφρασης των miRNAs των AF-MSCs με το αντίστοιχο των BM και UCB-MSCs, η 

οποία και τεκμηρίωσε ένα διακριτό πρότυπο για κάθε πηγή. Η ανάλυση του προτύπου 

έκφρασης των miRNAs οδήγησε στην ταυτοποίηση 67 διαφορετικά εκφραζόμενα 

miRNAs στα MSCs των τριών πηγών. Εκτενής ανάλυση έδειξε ότι δεν βρέθηκε κοινό 

υψηλά εκφραζόμενο miRNA, ενώ τα miR-143, miR-487, miR-326 και miR-199
*
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φάνηκαν να εκφράζονται σε χαμηλά επίπεδα και στους τρεις πληθυσμούς των MSCs. 

Τα παραπάνω miRNAs έχει αποδειχθεί ότι στοχεύουν γονίδια που παίζουν ρόλο στη 

ρύθμιση κυτταρικών διεργασιών, όπως ο πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση και η 

κυτταρική επιβίωση. Για παράδειγμα, το miR-143 στοχεύει γονίδια όπως το ERK5 

(Extracellular-signal-regulated kinase 5) [203], το DNMT3A (DNA methyltransferase 

3A) [239], FNDC3b (fibronectin type III domain containing 3B) [240] και το Bcl-2 

(B-cell lymphoma 2) [241] όπως φαίνεται μετά την ανάλυση με την βάση δεδομένων 

miRecords [205]. 

Εκτενής ανάλυση του πρότυπου έκφρασης των miRNAs στους δύο υποπληθυσμούς 

των AF-MSCs, οδήγησε στην ταυτοποίηση 32 διαφορικά εκφραζόμενων miRNAs 

στα SS- και RS-AF-MSCs. Οι δυο αυτοί υποπληθυσμοί παρουσιάζουν διαφορετική 

μορφολογία και ικανότητα διαφοροποίησης καθώς επίσης και διαφορετικό ρυθμό 

πολλαπλασιασμού [102], γεγονός που υποστηρίζει την υπόθεση ότι τα διαφορετικά 

εκφραζόμενα miRNAs είναι δυνατό να παίζουν βασικό ρόλο στη ρύθμιση των 

παραπάνω κυτταρικών διεργασιών.  

Από την ανάλυση του προτύπου έκφρασης, τεκμηριώθηκαν αυξημένα επίπεδα 

έκφρασης των miR-21 στα RS-AF-MSCs σε σύγκριση με τα SS-AF-MSCs. Ο ρόλος 

του miR-21 έχει μελετηθεί σε διάφορα ερευνητικά πεδία όπως η ογκολογία, η 

βιολογία των βλαστικών κυττάρων, η γήρανση και η ανάπτυξη [242]. Έχει αποδειχθεί 

ότι το miR-21 παρουσιάζει ογκογονικό ρόλο σε διάφορούς τύπους καρκίνου και 

εξετάζεται η χρήση του ως καρκινικός δείκτης [223, 225]. Αναλυτικότερα, το miR-21 

έχει φανεί να εμπλέκεται στην προώθηση της ανάπτυξης του όγκου σε διάφορους 

τύπους καρκίνου στοχεύοντας γονίδια όπως το ογκοκατασταλτικό γονίδιο Pdcd4 

(Programmed cell death 4) [225], το PTEN (Phosphatase and tensin homologue) 

[243] ή το TPM1 (Tropomyosin 1) [224]. Σε συνδυασμό με τον ογκογονικό του ρόλο, 

το miR-21 φαίνεται να προκαλεί καταστολή της αγγειογένεσης, στοχεύοντας το 

μετάγραφο της RhoB (Ras homolog gene family member B) σε ενδοθηλιακά κύτταρα 

[244]. Παράλληλα, σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα (ESCs) ποντικού βρέθηκε ότι ο 

μεταγραφικός παράγοντας REST (RE1 silencing transcription factor) προκαλεί την 

αναστολή του miR-21, οδηγώντας σε καταστολή του ρυθμού πολλαπλασιασμού και 

της βλαστικότητας των κυττάρων, καθώς και σε καταστολή της έκφρασης των 

μεταγραφικών παραγόντων Sox2, Oct4, Nanog και c-Myc [245].  
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Στη συνέχεια, ακολούθησε βιοπληροφορική ανάλυση με τη χρήση του προγράμματος 

Gomir, όπου αναγνωρίστηκε ο μεταγραφικός παράγοντας Sox2 ως πιθανός στόχος 

του miR-21. Έπειτα, αποδείχτηκε πειραματικά για πρώτη φορά ότι το Sox2 

ρυθμίζεται αρνητικά από το miR-21 σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο, μέσω 

συγκεκριμένης αλληλουχίας που βρίσκεται στη 3΄αμετάφραστη περιοχή (3΄UTR) του 

γονιδίου.  

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι συγκεκριμένα miRNAs μπορούν να προωθούν τον 

κυτταρικό επαναπρογραμματισμό μέσω ρύθμισης της έκφρασης συγκεκριμένων 

μεταγραφικών παραγόντων [246]. Για παράδειγμα, το miR-302-367 μπορεί να 

αντικαταστήσει τους μεταγραφικούς παράγοντες Sox2, Oct4 και Klf4 που προωθούν 

τον επαναπρογραμματισμό στα iPSCs κύτταρα [247]. Η εύρεση λοιπόν miRNAs 

ικανών να ρυθμίζουν τους παράγοντες επαναπρογραμματισμού, μπορεί να αποβεί 

χρήσιμη για τον επαναπρογραμματισμό σωματικών κυττάρων και τον σχηματισμό 

iPSCs κυττάρων.  

 

6.2 Η καταστολή του Sox2 από το miR-21 επιδρά στις ιδιότητες των 

μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων 

Ακολούθησε εκτενής μελέτη του ρόλου του miR-21 στους δύο υποπληθυσμούς των 

AF-MSCs. Η επαγωγή της έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs οδήγησε σε 

στατιστικά σημαντική μείωση της έκφρασης του Sox2 σε επίπεδο RNA αλλά και 

πρωτεΐνης. Ταυτόχρονα, διαπιστώθηκε ότι η επαγωγή της έκφρασης του miR-21 

προκάλεσε μείωση της έκφρασης και των μεταγραφικών παραγόντων Oct4 και 

Nanog, πιθανόν μέσω κάποιου έμμεσου μηχανισμού, εφόσον κανένα από τα δύο 

γονίδια δεν θεωρείται πιθανός στόχος του miR-21 με βάση διάφορους αλγορίθμους 

πρόβλεψης. Οι τρεις αυτοί μεταγραφικοί παράγοντες είναι γνωστό ότι δρουν 

συνεργατικά δημιουργώντας ένα δίκτυο και παίζουν σημαντικό ρόλο στα 

χαρακτηριστικά των βλαστικών κυττάρων [20]. Επιπρόσθετα, το Sox2 έχει βρεθεί να 

ρυθμίζει άμεσα την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα Nanog [248]. Όπως είναι 

αναμενόμενο μείωση της έκφρασης του Sox2 οδηγεί σε καταστολή της έκφρασης του 

Nanog [248]. 



Κεφάλαιο 6 

172 

 

Η μείωση της έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων Sox2, Oct4 και Nanog μετά 

την επαγωγή της έκφρασης του miR-21 δύναται να παίζει καθοριστικό ρόλο στη 

ρύθμιση των ιδιοτήτων των SS-AF-MSCs. Παρατηρήθηκε ότι η επαγωγή του miR-21 

στα SS-AF-MSCs έχει ως επακόλουθο την μείωση της κλωνογονικής τους 

ικανότητας καθώς και του ρυθμού πολλαπλασιασμού τους. Ταυτόχρονα, δεν 

παρατηρήθηκε άυξηση της απόπτωσης με δοκιμασία χρώσης για την Ανεξίνη V, μετά 

την επαγωγή της έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs. Παρομοίως, μελέτες που 

έχουν πραγματοποιηθεί σε BM-MSCs έδειξαν ότι η καταστολή του Sox2 οδήγησε σε 

μείωση της κλωνογονικής ικανότητας και σε μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού 

των κυττάρων [249].  

Επιπρόσθετα, η επαγωγή της έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs σε συνδυασμό 

με την στατιστικά σημαντική μείωση του Sox2, οδήγησε σε αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου στη φάση G0/G1. Παράλληλα, παρατηρήθηκε στατιστικά 

σημαντική μείωση της έκφρασης των κυκλινών D1, E1 και Α, μετά την επαγωγή της 

έκφρασης του miR-21 στα SS-AF-MSCs. Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι το Sox2 

προωθεί τον πολλαπλασιασμό των βλαστικών κυττάρων, έτσι ώστε να είναι δυνατή η 

μετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S του κυτταρικού κύκλου [250]. Επιπρόσθετα, 

η καταστολή του Sox2 με τη χρήση sh-Sox2 φορέων σε MSCs, οδηγεί σε μείωση του 

ποσοστού των κυττάρων που βρίσκονται στη φάση S του κυτταρικού κύκλου, 

καταστέλλοντας τον ρυθμό πολλαπλασιασμού των κυττάρων αυτών [251].  

Στη συνέχεια, αναλύθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των αναστολέων του κυτταρικού 

κύκλου p27 και p18. Οι αναστολείς του κυτταρικού κύκλου προσδένονται στα 

σύμπλοκα των κυκλινών με τις κυκλινοεξαρτώμενες κινάσες (CDKs) και 

αναστέλλουν την καταλυτική τους δράση, οδηγώντας στην αναστολή της G1 φάσης 

του κυτταρικού κύκλου [252, 253]. Όπως ήταν αναμενόμενο, οι δύο αυτοί αναστολείς 

του κυτταρικού κύκλου βρέθηκαν σε αυξημένα επίπεδα στα SS-AF-MSCs μετά την 

επαγωγή της έκφρασης του miR-21. Παράλληλα, μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης 

της πρωτεΐνης Cdc25A (cell division cycle 25A protein) και διαπιστώθηκε ότι τα 

επίπεδα έκφρασης της Cdc25A πρωτεΐνης μειώθηκαν σημαντικά μετά την επαγωγή 

του miR-21. Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι το miR-21 επιδρά άμεσα στην πρωτεΐνη 

Cdc25A, οδηγώντας σε καταστολή της, γεγονός που προκαλεί την αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου σε καρκινικά κύτταρα του παχέως εντέρου [254]. Αυτό μπορεί να 
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εξηγεί και την αναστολή του κυτταρικού κύκλου στα SS-AF-MSCs μετά την 

επαγωγή του miR-21.  

Τέλος, διαπιστώθηκε ότι τα SS-AF-MSCs μετά την επαγωγή του miR-21 οδηγήθηκαν 

προς την διαδικασία της κυτταρικής γήρανσης. Αναλυτικότερα, μετά την επαγωγή 

του miR-21 στα SS-AF-MSCs βρέθηκε στατιστικά μεγάλος αριθμός κυττάρων με 

ενεργότητα του ενζύμου της β-γαλακτοσιδάσης. Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η 

κυτταρική γήρανση είναι ένα φαινόμενο που παρατηρείται μετά την αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου [255]. Πρέπει να τονιστεί ότι οι περισσότερες έρευνες δείχνουν 

ότι κατά την ανακαλλιέργεια των MSCs παρατηρείται κυτταρική γήρανση [255, 256], 

φαινόμενο που θα ήταν χρήσιμο να μελετηθεί περαιτέρω και στα AF-MSCs.  

Για την περαιτέρω διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου του miR-21, αλλά και για να 

διερευνηθεί η υψηλή του έκφραση στα RS-AF-MSCs, πραγματοποιήθηκε αναστολή 

του miR-21 χρησιμοποιώντας κατάλληλο ανταγωνιστή. Η καταστολή της έκφρασης 

του miR-21 στα RS-AF-MSCs οδήγησε σε σημαντική αύξηση του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού τους και σε στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης 

των Sox2, Oct4 και Nanog μεταγραφικών παραγόντων. Παρόλο όμως που το miR-21 

φαίνεται να ρυθμίζει την ικανότητα πολλαπλασιασμού των δύο υποπληθυσμών των 

AF-MSCs, δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές στον φαινότυπο των RS-AF-MSCs μετά την 

καταστολή του miR-21. Αυξημένη έκφραση του miR-21, φάνηκε να παρουσιάζουν 

και τα BM-MSCs μετά από συνεχή ανακαλλιέργεια. Επιπρόσθετα, ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού των BM-MSCs είναι χαμηλότερος σε σχέση με αυτόν των SS-AF-

MSCs [103] και γι’ αυτό το λόγο πραγματοποιήθηκαν πειράματα καταστολής του 

miR-21 και σε αυτό τον πληθυσμό MSCs. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 

αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού μετά την καταστολή του miR-21. 

Επιπρόσθετα, η καταστολή του miR-21 στα BM-MSCs οδήγησε σε σημαντική 

αύξηση της έκφραση των Sox2, Oct4 και Nanog μεταγραφικών παραγόντων. 

Παρόμοια αποτελέσματα με τα πειράματα καταστολής του miR-21 στα RS-AF-MSCs 

και στα BM-MSCs, διαπιστώθηκαν μετά από την καταστολή του μεταγραφικού 

παράγοντα Sox2 με τη χρήση κατάλληλου sh-Sox2 φορέα. Παρομοίως, έχει δειχθεί 

ότι η εξαναγκασμένη υπερέκφραση του Sox2 στα BM-MSCs διατηρεί την 

πολλαπλασιαστική τους ικανότητα [257], οπότε με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα 
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αποδεικνύεται ότι η μείωση της έκφρασης του Sox2 λόγω της καταστολής μέσω 

shRNA και η αύξηση της έκφρασης του Sox2 λόγω της καταστολής του miR-21, 

επηρεάζουν την ικανότητα του πολλαπλασιασμού των BM-MSCs και των RS-AF-

MSCs. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι το miR-145 ρυθμίζει την βλαστικότητα και τη 

διαφοροποίηση των ESCs στοχεύοντας τους μεταγραφικούς παράγοντες Sox2, Oct4 

και Klf4 [258]. Αυξημένη έκφραση του miR-145 οδηγεί σε μειωμένη ικανότητα 

αυτοανανέωσης, μειωμένη έκφραση των δεικτών βλαστικότητας και προάγει τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων [258]. Παρόλο που το miR-145 έχει φανεί να 

ταυτοποιείται σε διάφορα είδη και όργανα [259], δεν βρέθηκε να εκφράζεται στα 

MSCs των τριών πηγών που αναλύθηκαν. Είναι πιθανό ο τρόπος ταυτοποίησης του 

προτύπου των miRNAs μέσω των συγκεκριμένων μικροσυστοιχιών να μην επέτρεψε 

την αναγνώριση του συγκεκριμένου miRNA. 

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η καταστολή του Sox2 στα MSCs μείωσε την 

ικανότητα διαφοροποίησης τους προς λιποκύτταρα και αύξησε την ικανότητα 

διαφοροποίησης τους προς οστεοκύτταρα και χονδροκύτταρα [251]. Αυτό 

επιτυγχάνεται μέσω ενεργοποίησης του WNT σηματοδοτικού μονοπατιού, όπου 

πραγματοποιείται καταστολή του DKK1 μετά την μείωση των επιπέδων έκφρασης 

του Sox2 [251]. Επιπρόσθετα, έχει φανεί ότι η επαγωγή της έκφρασης του Sox2 από 

τους αυξητικούς παράγοντες FGF και FGFR2 οδήγησε σε αναστολή της 

διαφοροποίησης προς οστεοβλάστες [260]. Σε πρόσφατη μελέτη πραγματοποιήθηκε 

ταυτοποίηση των miRNAs που εκφράζονται κατά τη διάρκεια διαφοροποίησης των 

BM-MSCs προς οστεοκύτταρα όπου ανιχνεύθηκε διαφορική έκφραση του miR-21 

[261]. Παρομοίως, στην παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε ότι η μείωση της έκφρασης 

του Sox2 μέσω της επαγωγής του miR-21 στα SS-AF-MSCs, οδήγησε στην επαγωγή 

της οστεογένεσης ενώ παράλληλα συντέλεσε στη μείωση της ικανότητας 

διαφοροποίησής τους προς λιποκύτταρα. Παράλληλα, η δυνατότητα διαφοροποίησης 

των SS-AF-MSCs προς χονδροκύτταρα μειώθηκε μετά την επαγωγή της έκφρασης 

του miR-21, γεγονός που δείχνει ότι κάποιος εναλλακτικός μηχανισμός θα πρέπει να 

ενεργοποιείται, πιθανώς εξαρτώμενος από το miR-21. 
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Συμπερασματικά, παρόλο που πολλές μελέτες παρουσιάζουν το miR-21 ως 

ογκογονίδιο, στην παρούσα μελέτη φαίνεται ότι το miR-21, έχει ένα διαφορετικό 

ρόλο, αποτελώντας αναστολέα της πολλαπλασιαστικής τους ικανότητα. Τα 

αποτελέσματα προτείνουν ότι το miR-21 μπορεί να δρα ως ρυθμιστής της 

κλωνογονικής ικανότητας, του ρυθμού πολλαπλασιασμού και της ικανότητας 

διαφοροποίησης των AF-MSCs. Ένας πιθανός τρόπος δράσης του miR-21 είναι μέσω 

της άμεσης αλληλεπίδρασης του με τον μεταγραφικό παράγοντα Sox2 που οδηγεί στη 

μείωση της έκφρασης του. Παράλληλα, διαπιστώθηκε ότι το miR-21 μπορεί να 

διαδραματίζει βασικό ρυθμιστικό ρόλο στην ικανότητα πολλαπλασιασμού των MSCs 

από άλλες πηγές, όπως ο μυελός των οστών.  

 

6.3 Η σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs των SS-AF-MSCs και των 

διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς λιποκύτταρα 

Τα AF-MSCs εμφανίζουν ένα ευρύ δυναμικό διαφοροποίησης προς κύτταρα της 

μεσοδερμικής σειράς, με αποτέλεσμα υπό κατάλληλες συνθήκες να μπορούν να 

διαφοροποιηθούν προς λιποκύτταρα, οστεοκύτταρα και χονδροκύτταρα [102, 103, 

117]. Εντούτοις, νεότερες μελέτες έχουν αποδείξει ότι μπορούν να διαφοροποιηθούν 

επιτυχώς και προς κύτταρα της ενδοδερμικής σειράς, όπως είναι τα ηπατοκύτταρα 

[116, 117]. Τα miRNAs έχει δειχθεί ότι στοχεύουν βασικούς μεταγραφικούς 

παράγοντες και γονίδια που διαδραματίζουν βασικό ρόλο στην ικανότητα 

διαφοροποίησης των βλαστικών κυττάρων. 

Στη παρούσα διδακτορική διατριβή, αναλύθηκε το πρότυπο έκφρασης των miRNAs 

των SS-AF-MSCs σε σύγκριση με αυτό των διαφοροποιημένων SS-AF-MSCs προς 

λιποκύτταρα. Αναγνωρίστηκαν 13 διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs εκ των οποίων 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε το miR-26a, το οποίο εκφράζεται σε υψηλότερα 

επίπεδα στα λιποκύτταρα σε σύγκριση με τα αδιαφοροποίητα SS-AF-MSCs. Το miR-

26a διαθέτει διπλό ρόλο στη διαδικασία της καρκινογένεσης, καθώς έχει δειχθεί ότι 

μπορεί να δράσει ως αναστολέας της αύξησης του όγκου αλλά και ως ογκογόνο 

μόριο [262, 263]. Επιπρόσθετα, το miR-26a εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε 3T3-L1 

κύτταρα κατά τη διάρκεια της λιπογένεσης [264]. Παράλληλα, το miR-26a έχει 

διαπιστωθεί να στοχεύει διάφορα γονίδια, κάποια από τα οποία διαδραματίζουν 
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σημαντικό ρόλο στην ικανότητα διαφοροποίησης των βλαστικών κυττάρων. Για 

παράδειγμα, ένας πειραματικά αποδεδειγμένος στόχος του miR-26a είναι το EZH2 

(enhancer of zeste homolog 2) μία μεθυλοτρανσφεράση που μεθυλιώνει τη λυσίνη 27 

της ιστόνης H3, προκαλώντας αναστολή στην έκφραση γονιδίων κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξης [265, 266]. Το ΕΖΗ2 έχει φανεί ότι στοχεύει τον μεταγραφικό 

παράγοντα MITR (histone deacetylase 9c – HDAC9c) και οδηγεί στην προώθηση της 

οστεογένεσης και στην καταστολή της λιπογένεσης των MSCs [237]. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, μελετήθηκε η επίδραση της επαγωγής του miR-

26a στον ρυθμό πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs. Δείχθηκε ότι ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μετά την επαγωγή του miR-26a μειώθηκε 

σημαντικά, όπως και η έκφραση των δεικτών βλαστικότητας Sox2, Oct4 και Nanog. 

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι το miR-26a μπορεί να αναστείλει τη μετάβαση 

από την G1 στη S φάση του κυτταρικού κύκλου σε καρκινικά κύτταρα [267]. Η 

μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των SS-AF-MSCs μετά την επαγωγή της 

έκφρασης του miR-26a είναι πιθανό να οδηγεί σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου. 

Παρόλα αυτά, απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση για την εξακρίβωση της παραπάνω 

υπόθεσης.  

Επιπρόσθετα, η επαγωγή της έκφρασης του miR-26a στα SS-AF-MSCs προκάλεσε 

την μείωση της ικανότητας τους να διαφοροποιούνται ως προς λιποκύτταρα. Είναι 

πιθανό το miR-26a να στοχεύει γονίδια που έχουν ρυθμιστικό ρόλο στη διαδικασία 

της διαφοροποίησης προς λιποκύτταρα. Για παράδειγμα, μελέτες έχουν δείξει ότι το 

EZH2 προωθεί την λιπογένεση, διαταράσσοντας το σηματοδοτικό μονοπάτι της Wnt/ 

β-κατενίνη, στοχεύοντας Wnt γονίδια όπως το Wnt1, Wnt6, Wnt10a ή Wnt10b και 

καταστέλλοντας έτσι την έκφρασή τους [268]. Παράλληλα, άλλες μελέτες έχουν 

δείξει ότι η διάσπαση του EZH2, μέσω της απακετυλάσης ιστονών 9c (HDAC9c), 

επηρεάζει την ενεργότητα της PPRAγ2 και αναστέλλει την λιπογένεση [237]. 

Επομένως, η μείωση της ικανότητας λιπογένεσης των SS-AF-MSCs μετά την 

επαγωγή του miR-26a, μπορεί να οφείλεται σε πιθανή αλληλεπίδραση του miR-26a 

με το EZH2 και καταστολή της έκφρασής του. Η παραπάνω υπόθεση είναι αναγκαίο 

να ερευνηθεί περαιτέρω. Παρόλα αυτά είναι ήδη γνωστό ότι το miR-26a προσδένεται 

στο mRNA του EZH2 και προκαλεί την καταστολή της έκφρασης του [266]. 
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Συμπερασματικά, με τη χρήση miRNAs μικροσυστοιχιών αναγνωρίστηκαν 13 

διαφορετικά εκφραζόμενα miRNAs στα SS-AF-MSCs και στα διαφοροποιημένα SS-

AF-MSCs προς λιποκύτταρα. Το miR-26a προκάλεσε ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω της 

αυξημένης έκφρασης του στα λιποκύτταρα. Το σύνολο των αποτελεσμάτων 

προτείνουν ότι το miR-26a μπορεί να δρα ως ρυθμιστής του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού και της ικανότητας διαφοροποίησης των SS-AF-MSCs προς 

λιποκύτταρα. Παρόλα αυτά είναι αναγκαίο να διερευνηθούν σε βάθος οι πιθανοί 

μηχανισμοί που ενεργοποιούνται κατά τις παραπάνω μεταβολές. 
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