
 

 

 

Μειέηε ηεο Τπεξέθθξαζεο ηεο Calreticulin 

ζηε Νεθξηθή Ίλωζε 
 

 

 

 

 

 

 

 

Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή 
 

 

 

 

 

ηεο θνηηήηξηαο 
 

 

Νίθεο Πξάθνπξα 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αζήλα 

23 Σεπηεκβξίνπ 2013 
 

  

ΔΘΝΗΚΟ ΚΑΗ ΚΑΠΟΓΗ΢ΣΡΗΑΚΟ 

ΠΑΝΔΠΗ΢ΣΖΜΗΟ ΑΘΖΝΧΝ 

 

ΗΑΣΡΗΚΖ ΢ΥΟΛΖ 

 



2 

 

 



3 

 

 



4 

 

 

"Επεηδή ε δηάζεκνο ηωλ Ιαηξώλ Σρνιή, ηνπ Πξπηάλεωο επηλεύζαληνο εο ηνπο 

εαπηνίο δηδάθηνξαο δνθηκάζαη κε θαηαμίωζηλ, απηή ηε θαη ηε Πξπηαλείε δεκνζία ηελδε 

δίδωκη πίζηηλ. Ηγήζζε κε ηνπο δηδάμαληαο κε ηαύηελ ηελ ηέρλελ, ίζα γελέηεζηλ εκνίζη, ηε 

δε ηέρλε κεδακή επ΄ επκαξίε ρξήζεζζαη ηε εκαπηνύ ελ ηω βίω, αιι΄ εηο δόμαλ ζενύ θαη 

αλζξώπωλ ζωηεξίελ θαη ηεο πίζηεωο απηήο ηηκήλ ηε θαη όλεζηλ παλ κε ό,ηη ηεηξνύ έξγνλ 

εζηί, πηζηώο θαη αθξηβώο θαηά δύλακηλ θαη θξίζηλ ηελ εκήλ επηηειέωλ, ηνίζη δε 

λνζένπζηλ, ήλ ηε πινύζηνη ηπρώζηλ όληεο ελ ηε πέλεηεο, νκνίε ζπνπδή ηελ εθ ηέρλεο 

επαγηλέωλ επηθνπξίελ κεδέ, παξαβόιωο απνπεηξώκελνο ηελ ηεν δόελ απνθπβεύζεηλ κεδ΄ 

ηεηξεύζεηλ επί ρξεκαηηζκώ ή θάηηνο ηκέξω. Εο νηθίαο δε νθόζαο αλ εζίω, εζειεήζεζζαη 

επ΄ ωθειείε θακλόληωλ εθηόο εώλ πάζεο αδηθίεο. Α δ' αλ ελ ζεξαπείε ή ίδω ή αθνύζω ή 

θαη άλεπ ζεξαπείεο θαηά βίνλ αλζξώπωλ, ά κε κήπνηε εθιαιέεζζαη έμω, ζηγήζεζζαη 

άξξεηα εγεπκέλνο ηα ηνηαύηα, ηεο δε ηέρλεο επηκειήζεζζαη θαηά δύλακηλ ζπνπδήλ 

πιείζηελ πνηεπκέλνο αθξηβώζαη ηαύηεο ηα ζέζκηα. Τνίζη δε νκνηέρλνηζη θηιόθξνλα θαη 

θηιάλζξωπνλ εκαπηόλ αεί παξέμεηλ θαη ζθέαο αδειθνίζηλ ίζνλ επηθξηλένηλ άξξεζη πάλ 

ζθη πξνζύκωο ζπκβαιιόκελνο εμ όηεν αλ ωειίε γέλνηην ηνίζη θάκλνπζη. Ταύηελ κνη ηελ 

επαγγειίελ επηηειέα πνηένληη είε επαύξαζζαη βίνπ θαη ηέρλεο θαη Θεόλ θηήζαζζαη 

αξεγόλα, παξαβαίλνληη δε ηαλάληηα ηνπηέωλ".             Ορκος Ιπποκράτη 
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1 ΔΤΥΑΡΗ΢ΣΗΔ΢  

 

 

Ζ παξνχζα έξεπλα ζπγρξεκαηνδνηήζεθε απφ ηελ Δπξσπατθή Έλσζε 

(Δπξσπατθφ Κνηλνηηθφ Σακείν-ΔΚΣ) θαη Διιεληθνχο εζληθνχο πφξνπο κέζσ ηνπ 

Δπηρεηξεζηαθνχ Πξνγξάκκαηνο “Δθπαίδεπζε θαη Γηα βίνπ Μάζεζε” ηνπ 

Δζληθνχ ΢ηξαηεγηθνχ Πιαηζίνπ Αλαθνξάο (Δ΢ΠΑ)-Δξεπλεηηθφ Πξφγξακκα 

Υξεκαηνδφηεζεο: Ζξάθιεηηνο ΗΗ. Δπέλδπζε ζηελ θνηλσλία ηεο γλψζεο κέζσ ηνπ 

Δπξσπατθνχ Κνηλσληθνχ Σακείνπ. 

Δπίζεο, ππνζηεξίρζεθε απφ πφξνπο απφ ην πξφγξακκα Αξηζηεία # 2681 

“Νεθξηθή Ίλσζε” απφ ηε Γεληθή Γξακκαηεία Έξεπλαο θαη Σερλνινγίαο ηνπ 

Τπνπξγείνπ Δθπαίδεπζεο ζηνλ Α. Υαξψλε, θαη απφ πφξνπο απφ ην Ίδξπκα 

Μπνδνζάθε.  

Δίκαζηε επγλψκνλεο ζηνλ Γξ. Γεκήηξην Βιαράθν γηα ηελ επνπηεία ηεο 

κειέηεο θαη ζηνλ Γξ. Μηράιε Καηζίκπνπια γηα ηελ πνιχηηκε βνήζεηά ηνπ κε ηα 

δσηθά κνληέια. Θα ζέιακε λα επραξηζηήζνπκε, αθφκα, ηνλ Γξ. ΢ηακάηε 

Παγθάθε θαη ηελ Διέλε Ρηγαλά γηα ηελ ππνζηήξημε ζε ηερληθέο απεηθφληζεο, 

θαζψο θαη ηνλ Πέηξν Μνπζηάξδα γηα ηε βνήζεηά ηνπ ζε ηζηνρεκηθέο ηερληθέο.  

Σέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ Γξ. Α. Υαξψλε γηα ηελ 

εκπηζηνζχλε απηήο ηεο κειέηεο θαη ηελ ππνζηήξημε θαζφιε ηεο δηάξθεηά ηεο, 

φια ηα κέιε ηεο επηηξνπήο ηεο παξνχζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο, θαζψο θαη 

φινπο φζνπο κνπ ζπκπαξαζηάζεθαλ θαηά ηε δηάξθεηά ηεο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ζπλαδέιθσλ κνπ θαη ηεο νηθνγέλεηάο κνπ.   
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2 ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

 

Ζ λεθξηθή ίλσζε απνηειεί ην θνηλφ αλαηνκηθφ γλψξηζκα πνπ 

ραξαθηεξίδεη ηελ πξφνδν ηεο ρξφληαο λεθξηθήο λφζνπ (ΥΝΝ), κηα βαζηθή αηηία 

λνζεξφηεηαο θαη ζλεζηκφηεηαο παγθνζκίσο. ΢ε πξνεγνχκελε κειέηε, δείμακε 

φηη θαηά ηελ αλάπηπμε λεθξηθήο ίλσζεο ζην κνληέιν ηεο κνλφπιεπξεο 

απφθξαμεο νπξεηήξα (UUO) ζηνλ αξνπξαίν, ε πξσηεΐλε calreticulin 

ππεξεθθξάδεηαη ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηθά θχηηαξα. ΢ηελ παξνχζα κειέηε, 

ρξεζηκνπνηήζακε in vitro θαη in vivo πξνζεγγίζεηο κε ζθνπφ λα εμεηάζνπκε ην 

ξφιν ηεο calreticulin ζηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα θαη ηε ζπλεηζθνξά ηεο ζηελ 

εμέιημε ηεο ίλσζεο. Γείρλνπκε φηη ζε θαιιηεξγνχκελα λεθξηθά ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin επάγεη ηελ απφθηεζε ελφο αιιαγκέλνπ, 

πξν-ηλσηηθνχ θαηλνηχπνπ. Σα αληίζεηα απνηειέζκαηα παξαηεξεξνχληαη ζε 

θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ ηελ calreticulin. ΢ηε ζπλέρεηα, επηβεβαηψλνπκε φηη 

θξηηηθέο αιιαγέο πνπ παξαηεξήζεθαλ in vitro ήηαλ εκθαλείο ζηα ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα in vivo ζην κνληέιν UUO. ΢ε ζπκθσλία κε απηά ηα απνηειέζκαηα, 

δείρλνπκε φηη νπζηαζηηθή (50%) κείσζε ζηελ έθθξαζε ηεο calreticulin εκπφδηζε 

ηελ αλάπηπμε ηεο ζσιελαξηνδηάκεζεο ίλσζεο ζε αληίζηνηρν βαζκφ, 

επεξεάδνληαο ηε θιεγκνλή, ηε κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε, ηελ απφπησζε θαη ην 

ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ παξάγνληα TGF-β1. ΢πκπεξαζκαηηθά, ηα επξήκαηά 

καο θαζηεξψλνπλ ηελ calreticulin ζαλ κηα πξσηεΐλε πνπ εκπιέθεηαη θξηηηθά 

ζηνπο κνξηαθνχο κεραληζκνχο αλάπηπμεο ηεο λεθξηθήο ίλσζεο θαη ππνδεηθλχνπλ 

φηη ε θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο ηεο calreticulin κπνξεί λα απνηειέζεη 

ζεξαπεπηηθφ ζηφρν γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηεο ίλσζεο θαη ηεο ρξφληαο λεθξηθήο 

λφζνπ.  
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2 SUMMARY 

 

 

Renal fibrosis is the common anatomical feature underlying the 

progression of chronic kidney disease (CKD), a leading cause of morbidity and 

mortality worldwide. In a previous study, we have demonstrated that during the 

development of renal fibrosis in the unilateral ureteric obstruction (UUO) rat 

model, calreticulin is up-regulated in tubular epithelial cells (TECs). Here, we 

used in vitro and in vivo approaches to examine the role of calreticulin in TECs 

and its contribution to the progression of fibrosis. We show that in cultured renal 

TECs calreticulin overexpression induced acquisition of an altered, pro-fibrotic 

cellular phenotype. Consistently, opposite effects were observed by calreticulin 

knock-down. Subsequently, we confirm that critical changes observed in vitro 

were also apparent in tubular cells in vivo, in the animal model of UUO. In 

agreement with these results, we demonstrate that substantial (50%) reduction in 

the expression of calreticulin reduced the development of tubulointerstitial 

fibrosis at a comparable level, through regulation of inflammation, transcriptional 

activation, TGF-β1-associated effects and apoptosis. In summary, our findings 

establish that calreticulin is critically involved in the molecular mechanisms 

driving renal fibrosis progression and indicate that inhibition of calreticulin 

expression might be a therapeutic target to reduce fibrosis and CKD 

development.  
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3  ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 

3.1 ΝΔΦΡΟΗ 

 

 Οη λεθξνί είλαη ηα φξγαλα ηνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο πνπ θηιηξάξνπλ ην 

αίκα θαη ην απαιιάζζνπλ απφ ηνμίλεο θαη νπζίεο πνπ ην ζψκα δελ κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηήζεη, θαη ηηο απνβάιινπλ κέζσ ησλ νχξσλ. Ρπζκίδνπλ, επίζεο, ηελ 

ηζνξξνπία ησλ κεηαιιηθψλ ζηνηρείσλ θαη ηνπ λεξνχ. Οη δχν λεθξνί έρνπλ ζρήκα 

θπακνεηδέο θαη βξίζθνληαη εθαηέξσζελ ηεο νζθπτθήο κνίξαο ηεο ζπνλδπιηθήο 

ζηήιεο, αθξηβψο θάησ απφ ην δηάθξαγκα (1, 2).  

 

3.1.1 Γνκή ηνπ λεθξνύ  

 

 O λεθξφο είλαη έλα φξγαλν απνπιαηπζκέλν απφ εκπξφο πξνο ηα πίζσ θαη 

αλ θάλνπκε κηα ηνκή πνπ λα πεξλά απφ ηα ρείιε ηνπ ζα δνχκε φηη θάησ απφ ηνλ 

ηλψδε ρηηψλα έρεη δχν νπζίεο: κηα εμσηεξηθή πνπ ιέγεηαη θινηψδεο (cortex) θαη 

κηα εζσηεξηθή πνπ ιέγεηαη κπειψδεο (medulla) (βιέπε εηθφλα 1). H θινηψδεο 

είλαη αλνηρηφρξσκε, ελψ ε κπειψδεο έρεη ζθνχξν θαθεθφθθηλν ρξψκα θαη 

απνηειείηαη απφ 8-12 ππξακηδνεηδείο ζρεκαηηζκνχο πνπ νλνκάδνληαη λεθξηθέο 

ππξακίδεο (renal pyramids) θαη έρνπλ ηε βάζε ηνπο ζηξακκέλε πξνο ηε θινηψδε 

νπζία θαη ηελ θνξπθή πξνο ηε λεθξηθή θνηιία. ΢ηελ θνξπθή θάζε λεθξηθήο 

ππξακίδαο ππάξρεη κηα ζειή (papilla), γεκάηε κηθξά ζσιελάξηα απφ ηα νπνία 

αλαβιχδεη ην νχξν. Aπφ ηε βάζε ηεο ππξακίδαο πξνβάιινπλ αθηηλσηά πξνο ηε 

θινηψδε νπζία νη κπειψδεηο αθηίλεο θαη αλάκεζά ηνπο πξνβάιινπλ πξνεμνρέο 

ηεο θινηψδνπο νπζίαο, νη λεθξηθνί ζηχινη (renal columns). H ζειή ηεο λεθξηθήο 

ππξακίδαο πξνβάιιεη κέζα ζ' έλαλ θππειινεηδή ζρεκαηηζκφ απφ ηλψδε ηζηφ, ην 

λεθξηθφ θάιπθα (calyx), φπνπ ζπιιέγνληαη ηα νχξα πνπ αλαβιχδνπλ απφ ηα 

ζσιελάξηα ηεο ζειήο. Όινη νη θάιπθεο εθβάιινπλ κε κίζρνπο ζηε λεθξηθή 

πχειν (renal pelvis) ε νπνία βξίζθεηαη ζηε λεθξηθή θνηιία. Aπφ εθεί ηα νχξα 

πεξλνχλ ζε έλαλ ηλνκπψδε ζσιήλα, ηνλ νπξεηήξα (ureter), θαη κε απηφλ 

κεηαθέξνληαη ζηελ νπξνδφρν θχζηε. 

 O λεθξφο ιεηηνπξγεί ζαλ έλαο πνιπζχλζεηνο ζσιελνεηδήο αδέλαο πνπ ηα 

ζσιελάξηά ηνπ παξάγνπλ ην νχξν. Aλαηνκηθή θαη ιεηηνπξγηθή κνλάδα ηνπ 

λεθξνχ ζεσξείηαη ν λεθξψλαο, ν νπνίνο απνηειείηαη απφ ην λεθξηθφ ζσκάηην θαη 

απφ ην νπξνθφξν ζσιελάξην. H θαηαζθεπή ηνπ λεθξψλα είλαη πνιχπινθε θαη 
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ζχκθπηε κε ηε ιεηηνπξγηθή ηνπ απνζηνιή. Eπεηδή ε ιεηηνπξγία ηνπ λεθξψλα 

ζηεξίδεηαη ζηελ αγγείσζε ηνπ λεθξνχ, ζα αλαθέξνπκε κεξηθά γηα απηήλ πξηλ 

πξνρσξήζνπκε ζηελ πεξηγξαθή ηεο θαηαζθεπήο ηνπ λεθξψλα. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 1. ΢ρεκαηηθή απεηθφλεζε ηεο δνκήο ηνπ λεθξνχ. Απφ ηελ ηζηνζειίδα www4.ncsu.edu.  

 

 ΢ηελ εηθφλα 2 θαίλεηαη πψο ε λεθξηθή αξηεξία (renal artery), πνπ κπαίλεη 

κέζα ζην λεθξφ απφ ηελ πχιε, δηαθιαδίδεηαη ζε κεξηθνχο θιάδνπο πνπ 

θαηεπζχλνληαη πξνο ηελ πεξηθέξεηα ηνπ νξγάλνπ θαη δίλνπλ επζείο θιάδνπο, ηηο 

κεζνιφβηεο αξηεξίεο ηνπ λεθξνχ (interlobar arteries). Aπηέο, πεξλψληαο αλάκεζα 

απφ ηνπο κίζρνπο ησλ θαιχθσλ, δηαθιαδίδνληαη ζε κηθξφηεξνπο θιάδνπο πνπ 

έρνπλ ζρήκα ηφμνπ θαη γη' απηφ ιέγνληαη ηνμνεηδείο αξηεξίεο (arcuate arteries). 

Oη ηνμνεηδείο πεγαίλνπλ πξνο ηελ πεξηθέξεηα θαη δίλνπλ κηθξνχο θιάδνπο απφ 

ηνπο νπνίνπο πξνέξρνληαη ιεπηφηαηα αξηεξηαθά ζηειέρε, ηα πξνζαγσγά 

αξηεξίδηα ηνπ λεθξηθνχ ζσκαηίνπ. Aπηά ηξνθνδνηνχλ ην λεθξηθφ ζσκάηην κε 

αξηεξηαθφ αίκα πνπ θπθινθνξεί κέζα ζε έλα ιεπηφηαην ηξηρνεηδηθφ δίθηπν κε 

πνιιέο ζπείξεο πνπ νλνκάδεηαη αγγεηψδεο ζπείξακα. Δπεηδή ην αίκα πνπ 

θζάλεη ζην λεθξφ απφ ηε λεθξηθή αξηεξία αλαγθάδεηαη λα θπθινθνξήζεη ζε 

πνιχ ιεπηά ηξηρνεηδηθά δίθηπα, ε πίεζή ηνπ κέζα ζηα ηξηρνεηδή αγγεία ηνπ 

αγγεηψδνπο ζπεηξάκαηνο απμάλεηαη πνιχ, ζχκθσλα κε ηηο αξρέο ηεο 
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πδξνδπλακηθήο. Απηφ είλαη απαξαίηεην γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ λεθξηθνχ 

ζσκαηίνπ θαη ηελ παξαγσγή ησλ νχξσλ. 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 2. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ αγγεηαθνχ δηθηχνπ ηνπ λεθξνχ. Απφ ηελ ηζηνζειίδα 

legacy.owensboro.kctcs.edu.  

 

 O λεθξψλαο, φπσο είπακε, απνηειείηαη απφ ην λεθξηθφ ζσκάηην θαη ην 

νπξνθφξν ζσιελάξην (εηθφλα 3). Tν λεθξηθφ ζσκάηην κνηάδεη κε έλα πνηήξη ηνπ 

θνληάθ πνπ έρεη δηπιά ηνηρψκαηα θαη ην "πνδαξάθη" ηνπ είλαη ζσιελσηφ θαη 

επηθνηλσλεί κε ηελ ελδηάκεζε θνηιφηεηα πνπ ζρεκαηίδεηαη απφ ηα δηπιά 

ηνηρψκαηα. Tν κέξνο απηφ ηνπ λεθξηθνχ ζσκαηίνπ νλνκάδεηαη θάςα ή έιπηξν 

ηνπ Bowman (Bowman’s capsule) θαη ε ελδηάκεζε θνηιφηεηά ηνπ νπξνθφξα 

θνηιφηεηα. ΢ην εζσηεξηθφ ηεο θάςαο πεξηέρεηαη ην αγγεηψδεο ζπείξακα 

(glomerulus). Tν "πνδαξάθη" ηεο θάςαο είλαη ε αξρή ηνπ νπξνθφξνπ 

ζσιελαξίνπ, ην νπνίν δελ είλαη νκνηφκνξθν ζε φιν ηνπ ην κήθνο· κεηά ην πξψην 

επζχ ηκήκα ηνπ αξρίδεη λα ειίζζεηαη ζε ζπείξεο θαη νλνκάδεηαη εγγχο 

εζπεηξακέλν ζσιελάξην ή εζπεηξακέλν ζσιελάξην α' ηάμεο (proximal tubule). 

΢ηε ζπλέρεηα κεηαπίπηεη ζε κηα αγθπισηή κνίξα πνπ νλνκάδεηαη αγθχιε ηνπ 

Henle (Loop of Henle) θαη έρεη έλα θαηηφλ (descending limb) θαη έλα αληφλ 

ζθέινο (ascending limb). Παξαπέξα, ην νπξνθφξν ζσιελάξην γίλεηαη πάιη 

εζπεηξακέλν θαη ζηε ζέζε απηή νλνκάδεηαη άπσ εζπεηξακέλν ζσιελάξην ή 
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εζπεηξακέλν ζσιελάξην β' ηάμεο (distal tubule). Mεηά ηε δεχηεξε ζπεηξνεηδή 

ηνπ πνξεία γίλεηαη μαλά επζχ θαη νλνκάδεηαη ηειηθφ ζσιελάξην. Tα ηειηθά 

ζσιελάξηα πνιιψλ λεθξψλσλ θαηαιήγνπλ ζε έλα θαξδχηεξν ζσιελάξην πνπ 

ιέγεηαη αζξνηζηηθφ (collecting tubule) θαη ζπιιέγεη ηα νχξα πνπ έξρνληαη απφ 

πνιινχο λεθξψλεο κε ηα ηειηθά ηνπο ζσιελάξηα. 

 

3.1.2 Λεηηνπξγία ηνπ λεθξώλα θαη παξαγωγή ηωλ νύξωλ  

 

 ΢ηελ πξψηε θάζε, ην αίκα πνπ έξρεηαη ζην αγγεηψδεο ζπείξακα κε πςειή 

πίεζε βξίζθεη ηελ απέλαληί ηνπ νπξνθφξα θνηιφηεηα ηεο θάςαο ηνπ Bowman λα 

έρεη ρακειφηεξε πίεζε. H δηαθνξά απηή ησλ πηέζεσλ ζηνπο δπν ρψξνπο 

πξνθαιεί δηήζεζε ηνπ αίκαηνο, θαζψο πηέδεη ην αίκα πξνο ηελ πιεπξά ηεο 

ρακειφηεξεο πίεζεο, δειαδή ηελ νπξνθφξα θνηιφηεηα. H πςειή νζκσηηθή 

πίεζε νθείιεηαη ζηηο νπζίεο πνπ βξίζθνληαη δηαιπκέλεο κέζα ζην πξφνπξν, φπσο 

νλνκάδεηαη ην πξψην δηήζεκα.  

  

 

Δηθφλα 3. ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ λεθξψλα (αξηζηεξά) θαη ηνπ λεθξηθνχ ζσκαηίνπ (δεμηά). 

Απφ ηηο ηζηνζειίδεο tutorvista.com θαη actions-traitements.org.  

 

  

 O νξγαληζκφο κέρξη ζηηγκήο θαηάθεξε λα απνκαθξχλεη ηελ νπξία πνπ 

πέξαζε δηαιπκέλε κέζα ζην πξφνπξν, αιιά καδί κε απηήλ έραζε ζεκαληηθφ φγθν 

λεξνχ θαη δηάθνξα ζπζηαηηθά πνπ ηνπ είλαη ρξήζηκα (ζάθραξν, ιεχθσκα θ.ά.). 

Tν λεξφ θαη ηα ζπζηαηηθά απηά ηα παίξλεη πάιη πίζσ κε ηε δηαδηθαζία ηεο 

επαλαξξφθεζεο ε νπνία γίλεηαη ζην νπξνθφξν ζσιελάξην. 
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 Tν πξφνπξν βξίζθεηαη ζην ζσιελάξην ππφ πςειή πίεζε, ελψ ην αίκα ζηα 

ηξηρνεηδηθά δίθηπα ηνπ απαγσγνχ αξηεξηδίνπ πνπ πεξηβάιινπλ ην ζσιελάξην 

ππφ ρακειή πίεζε. H δηαθνξά ηεο πίεζεο ηψξα ζπξψρλεη ην δηάιπκα πξνο ηα 

ηξηρνεηδή ησλ δηθηχσλ. Tν δηάιπκα πνπ πεξλά φκσο κέζα ζηα ηξηρνεηδή δελ 

πεξηέρεη ηελ νπξία, ε νπνία αδπλαηεί λα πεξάζεη ηελ εηδηθή θαηαζθεπή ηνπ 

ηνηρψκαηνο ησλ ηξηρνεηδψλ θαη ηνπ ζσιελαξίνπ· ζ' απηή ηε ζέζε ην ηνίρσκα 

ζπγθξαηεί ηελ νπξία (δηαιπκέλε ζε κηα κηθξή πνζφηεηα λεξνχ) κέζα ζηνλ απιφ 

ηνπ νπξνθφξνπ ζσιελαξίνπ, θαη επαλαξξνθά ην κεγαιχηεξν φγθν λεξνχ απφ ην 

πξφνπξν καδί κε ηα ρξήζηκα ζπζηαηηθά, απνδίδνληάο ηα πάιη ζηελ θπθινθνξία 

(κέζα ζηα ηξηρνεηδή). 

 ΢ηε θάζε απηή γίλεηαη θαη κηα αληαιιαγή ειεθηξνιπηηθψλ ηφλησλ κεηαμχ 

πξφνπξνπ θαη αίκαηνο θαη έηζη, ηαπηφρξνλα κε ηελ παξαγσγή ησλ νχξσλ θαη ηελ 

απνβνιή ηεο νπξίαο, δηαηεξείηαη ε ηζνξξνπία ησλ ειεθηξνιπηψλ θαη ηνπ φγθνπ 

ησλ πγξψλ ηνπ ζψκαηνο. 

 Mεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο επαλαξξφθεζεο ηα νχξα πεξλνχλ ζην ηειηθφ 

ζσιελάξην θαη απφ εθεί ζην αζξνηζηηθφ. Mηθξέο πνζφηεηεο λεξνχ 

επαλαξξνθψληαη θαη ζε απηά ηα ηκήκαηα ηνπ νπξνθφξνπ ζσιελαξίνπ. Ό,ηη 

απνκέλεη πεξλά ζηε λεθξηθή ζειή θαη κεηά ζην λεθξηθφ θάιπθα ν νπνίνο είλαη ε 

αξρή ηεο απνρεηεπηηθήο κνίξαο ηνπ νπξνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. 

 Kάζε λεθξφο έρεη πεξίπνπ έλα εθαηνκκχξην λεθξψλεο αιιά δελ 

ιεηηνπξγνχλ δηαξθψο φινη, παξά κφλν νη κηζνί· ζηε δηάξθεηα ηνπ 24-ψξνπ 

κπαίλνπλ ζε ιεηηνπξγία φινη νη λεθξψλεο εθ πεξηηξνπήο. 

 Mε ηα νχξα ν νξγαληζκφο απνκαθξχλεη θαη κεξηθέο νπζίεο πνπ ηνπ είλαη 

άρξεζηεο ή βιαβεξέο, φπσο κεηαβνιηθά θαηάινηπα θαξκάθσλ θαη ηνμηθψλ 

νπζηψλ. Kαθή ιεηηνπξγία ηνπ νπξνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ζπλεπάγεηαη ζνβαξέο 

δηαηαξαρέο ηνπ νξγαληζκνχ απφ ηε ζπζζψξεπζε πνιιψλ άρξεζησλ νπζηψλ ζην 

αίκα. 

 

 

3.2  ΗΝΧ΢Ζ 

 

3.2.1  Ζ παζνγέλεζε ηεο ίλωζεο 

 

 Ζ ίλσζε απνηειεί κηα καθξνρξφληα δηεξγαζία θαηαζηξνθήο ησλ ηζηψλ 

πνπ ραξαθηεξίδεη κεγάιν εχξνο αζζελεηψλ ζε πνιιά νξγαληθά ζπζηήκαηα, 
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ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ηλσηηθψλ δηαηαξαρψλ ηνπ πλεχκνλα, ηεο επαηηθήο 

θίξξσζεο, ηεο ζπζηεκαηηθήο ζθιήξσζεο ηνπ δέξκαηνο, ησλ θαξδηαγγεηαθψλ 

παζήζεσλ, ηεο θαξθηληθήο κεηάζηαζεο, ηεο ρξφληαο απφξξηςεο κνζρεχκαηνο θαη 

ηεο πξννδεπηηθήο λεθξηθήο αζζέλεηαο. Ζ ίλσζε νξίδεηαη ζπρλά σο κηα 

δηαδηθαζία επνχισζεο ηξαχκαηνο πνπ έρεη δηαθχγεη απφ ηνλ έιεγρν ηνπ 

νξγαληζκνχ. Οη βιάβεο ζηνπο ηζηνχο κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ απφ δηάθνξα 

εξεζίζκαηα, φπσο κνιχλζεηο, απηνάλνζεο αληηδξάζεηο, κεραληθνχο 

ηξαπκαηηζκνχο, ηα νπνία επάγνπλ ηε  θπζηνινγηθή απφθξηζε ηνπ νξγαληζκνχ γηα 

ηελ απνθαηάζηαζε ηεο βιάβεο θαη ηελ αλαγέλλεζε ηνπ ηξαπκαηηζκέλνπ ηζηνχ. 

Ζ ίλσζε πξνθχπηεη ζπλήζσο κεηά απφ επαλαιακβαλφκελνπο θχθινπο 

ηξαπκαηηζκνχ, θιεγκνλήο θαη δηεξγαζηψλ επηδηφξζσζεο ησλ ηζηψλ, σο 

απνηέιεζκα ρξφλησλ θιεγκνλνδψλ αληηδξάζεσλ πνπ επάγνληαη απφ θάπνην 

ζπλερέο εξέζηζκα. Κχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηεο ίλσζεο απνηειεί ε ζπζζψξεπζε 

θπηηάξσλ ηλνβιαζηψλ ζηελ πεξηνρή πνπ έρεη ππνζηεί βιάβε θαη ε αλεμέιεγθηε 

παξαγσγή εμσθπηηάξηαο νπζίαο, νδεγψληαο ζε απψιεηα ηεο θπζηνινγηθήο δνκήο 

θαη ιεηηνπξγίαο ηνπ ηζηνχ θαη ζε πνιιέο πεξηπηψζεηο νξγαληθή αλεπάξθεηα θαη 

ζάλαην (3-5).  

 Δίλαη πιένλ επξέσο απνδεθηφ φηη ε ίλσζε απνηειεί θχξηα αηηία 

λνζεξφηεηαο θαη ζλεζηκφηεηαο, ελψ ππνινγίδεηαη πσο ην 45% ησλ ζαλάησλ 

ζηνλ αλεπηπγκέλν θφζκν κπνξεί λα απνδνζεί ζε θάπνηα κνξθή 

ηλσπνιιαπιαζηαζηηθήο αζζέλεηαο. Ωζηφζν, παξά ην κεγάιν αληίθηππφ ηεο ζηελ 

αλζξψπηλε πγεία, δελ έρεη βξεζεί αθφκα απνηειεζκαηηθή ζεξαπεία ζηφρεπζεο 

ησλ ηλσηηθψλ κεραληζκψλ. 

 

3.2.2  Οη ηλνβιάζηεο ωο θύξηνη κεζνιαβεηέο ηεο ηλωηηθήο δηαδηθαζίαο 

 

 Οη βιάβεο ζηνπο ηζηνχο επάγνπλ θιεγκνλψδεηο αληηδξάζεηο πνπ 

δηεγείξνπλ ηε ζηξαηνιφγεζε θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θπηηάξσλ ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο, π.ρ. νπδεηεξφθηισλ, καθξνθάγσλ θαη 

ιεπθνθπηηάξσλ, ηα νπνία ζπκκεηέρνπλ ζηα πξψηα ζηάδηα επνχισζεο ηνπ 

ηξαχκαηνο. Σα θχηηαξα απηά εθθξίλνπλ θπηνθίλεο θαη απμεηηθνχο παξάγνληεο 

πνπ ελεξγνπνηνχλ ηνπο ηλνβιάζηεο γηα ηελ παξαγσγή ζπζηαηηθψλ ηνπ 

εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο, φπσο θνιιαγφλν, ηλνδσλεθηίλε θαη πξσηενγιπθάλεο, 

κε ζηφρν ηελ αλαγέλλεζε ηνπ θαηεζηξακκέλνπ ηζηνχ. Ζ πνζφηεηα ηνπ 

ζπλδεηηθνχ ηζηνχ πνπ ελαπνηίζεηαη απφ ηνπο ηλνβιάζηεο ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν 

ειέγρεηαη απφ έλδπκα θαηαβνιηζκνχ ηνπ θνιιαγφλνπ, γλσζηά σο  



17 

 

κεηαιινπξσηεάζεο ηνπ ζηξψκαηνο (MMPs). ΢ε απηή ηε θάζε αλαγέλλεζεο ηνπ 

ηζηνχ, ν ξπζκφο ζχλζεζεο εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο απφ ηνπο ηλνβιάζηεο 

ππεξέρεη ηνπ ξπζκνχ απνηθνδφκεζήο ηνπ, κε απνηέιεζκα ε ηπρφλ ρξφληα θαη 

αλεμέιεγθηε δηέγεξζε ησλ ηλνβιαζηψλ λα νδεγήζεη ζηε ζπζζψξεπζε 

ζπλδεηηθνχ ηζηνχ θαη ηελ αλάπηπμε ίλσζεο (4). 

 Παξά ηελ επξεία απνδνρή ηνπ ξφινπ ησλ ηλνβιαζηψλ θαηά ηελ ίλσζε, νη 

πεγέο πξνέιεπζεο θαη ε δηαδηθαζία ελεξγνπνίεζήο ηνπο ζηνλ ηλσηηθφ ηζηφ 

παξακέλνπλ ζε κεγάιν βαζκφ κε θαζνξηζκέλα, ελ κέξεη ιφγσ ηεο εηεξνγέλεηαο 

ηνπ πιεζπζκνχ ησλ ηλνβιαζηψλ θαη ηεο έιιεηςεο θάπνηνπ θαζνιηθνχ δείθηε γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο (6, 7). Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ ηνπηθνχ πιεζπζκνχ 

ηλνβιαζηψλ ησλ ηζηψλ θαη ε δηαθνξνπνίεζε πξνγνληθψλ θπηηάξσλ ηνπ κπεινχ 

ησλ νζηψλ πνπ επνηθνχλ πεξηθεξηθά φξγαλα ζεσξνχληαη ζεκαληηθέο πεγέο 

ηλνβιαζηψλ ζηνπο ηλσηηθνχο ηζηνχο (8-10). Δπηπιένλ, θάπνηεο κειέηεο έρνπλ 

ππνδείμεη ηε ζπλεηζθνξά ηνπ κεραληζκνχ απνδηαθνξνπνίεζεο επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζε κεζεγρπκαηηθά (Epithelial to Mesenchymal Transition, ΔΜΣ) σο 

πεγή ηλνβιαζηψλ θαηά ηελ αλάπηπμε ηεο ίλσζεο (6-8).  

Φαηλφκελα ΔΜΣ έρνπλ πεξηγξαθεί θαη κειεηεζεί ζε κεγάιν βαζκφ θαηά 

ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε θαη κνξθνγέλεζε, ηελ νξγαλνγέλεζε ηεο θαξδηάο, ηνπ 

κπνζθειεηηθνχ ζπζηήκαηνο, ησλ θξαληαθψλ δνκψλ θαη ηνπ πεξηθεξηθνχ 

λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο, ελψ ζεσξείηαη πσο απνηεινχλ ηνλ ππνθείκελν κεραληζκφ 

ηεο δηεηζδπηηθφηεηαο θαη κεηαζηαηηθήο ηθαλφηεηαο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

(6). Ωζηφζν, ιηγφηεξν θαηαλνεηή θαη απνδεθηή είλαη ε δηαδηθαζία ηνπ ΔΜΣ πνπ 

έρεη πεξηγξαθεί ζηα πιαίζηα επηζειηαθήο βιάβεο ζε φξγαλα φπσο ηα λεθξά, ην 

ήπαξ θαη ν πλεχκνλαο. Πιεζψξα in vitro δεδνκέλσλ ππνδεηθλχεη πσο  

επηζειηαθά θχηηαξα λεθξηθήο, πλεπκνληθήο ή επαηηθήο πξνέιεπζεο εθδειψλνπλ 

εχθνια κεηάβαζε ζε κεζεγρπκαηηθφ θαηλφηππν κεηά απφ ηελ επίδξαζε 

νμεηδσηηθνχ ζηξεο, θιεγκνλνδψλ εξεζηζκάησλ, ηξαπκαηηζκνχ ή κεηαβνιηθψλ 

παξαγφλησλ (6, 11, 12). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ηα in vivo ζηνηρεία πνπ 

ππνζηεξίδνπλ ηελ χπαξμε θαηλνκέλσλ ΔΜΣ ζε ηλσηηθνχο ηζηνχο είλαη 

πεξηνξηζκέλα θαη ζρεηίδνληαη θπξίσο κε ην πεηξακαηηθφ κνληέιν ηεο 

κνλφπιεπξεο απφθξαμεο νπξεηήξα ζε ηξσθηηθά (Unilateral Ureteral 

Obstruction) πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ ηαρεία εμέιημε λεθξηθήο ίλσζεο (βιέπε 

3.2.3.3.1 θαη 3.2.5.1). Δπηπιένλ, ζε βηνςίεο απφ αλζξψπηλν παζνινγηθφ λεθξηθφ 

ηζηφ έρνπλ βξεζεί επηζειηαθά θχηηαξα πνπ ζπλεθθξάδνπλ επηζειηαθνχο θαη 

κεζεγρπκαηηθνχο δείθηεο, ππνδεηθλχνληαο έλα κεηαβαηηθφ θαηλφηππν (6-8). 

Ωζηφζν, πξφζθαηεο κειέηεο κε ρξήζε δηαγνληδηαθψλ δψσλ ακθηζβήηεζαλ ηελ 
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νπνηαδήπνηε ζπλεηζθνξά ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηε δεκηνπξγία ησλ 

ηλνβιαζηψλ ζε δηάθνξα κνληέια λεθξηθήο ίλσζεο (13, 14). Άιιεο πξφζθαηεο 

κειέηεο ππνζηεξίδνπλ ηελ χπαξμε πνιιψλ πεγψλ ελεξγνπνηεκέλσλ ηλνβιαζηψλ 

(15). Ζ ζπγθέληξσζε πεξηζζφηεξσλ πεηξακαηηθψλ δεδνκέλσλ είλαη απαξαίηεηε 

γηα ηε δηαιεχθαλζε ηνπ ξφινπ ηνπ ΔΜΣ φρη κφλν ζηε λεθξηθή ίλσζε αιιά θαη 

ηελ ίλσζε άιισλ νξγάλσλ. Δίλαη πνιχ πηζαλφ ε ελεξγνπνίεζε ησλ ηλνβιαζηψλ 

ζηνπο ηλσηηθνχο ηζηνχο λα ππξνδνηείηαη απφ μερσξηζηνχο κεραληζκνχο ζε 

δηαθνξεηηθά φξγαλα ή δηαθνξεηηθά πεηξακαηηθά κνληέια ίλσζεο. Γελ πξέπεη 

επίζεο λα απνθιεηζηεί ην ελδερφκελν χπαξμεο πνιιψλ ππνπιεζπζκψλ 

ηλνβιαζηψλ πνπ δελ είλαη δηαθξηηνί κε ηα κέρξη ζήκεξα δηαζέζηκα κέζα/δείθηεο. 

 

3.2.3  Οη κνξηαθνί κεραληζκνί ηεο ίλωζεο 

 

3.2.3.1  Ο γεληθόο κεραληζκόο ηεο ηλωηηθήο δηαδηθαζίαο 

 

 Μεηά ηελ πξφθιεζε βιάβεο ή ηξαπκαηηζκνχ ζηνπο ηζηνχο, ηα επηζειηαθά 

θχηηαξα πνπ ππέζηεζαλ ηε βιάβε εθθξίλνπλ απμεηηθνχο θαη ρεκεηνηαθηηθνχο 

παξάγνληεο, πνπ ππξνδνηνχλ ηε ζηξαηνιφγεζε θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο μεθηλψληαο ηελ πξψηε θάζε επνχισζεο ηνπ ηξαχκαηνο (4). Σα 

θαηεζηξακκέλα επηζειηαθά θχηηαξα παξάγνπλ επίζεο έλδπκα γλσζηά σο 

κεηαιινπξσηεάζεο ηνπ ζηξψκαηνο (MMPs) πνπ κεζνιαβνχλ ηε δηάζπαζε ηεο 

βαζηθήο κεκβξάλεο ηνπ ηζηνχ, ψζηε λα επηηξαπεί ε πξφζβαζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ζηελ πεξηνρή ηνπ ηξαχκαηνο. Σα θχηηαξα απηά 

εθθξίλνπλ κε ηε ζεηξά ηνπο θπηνθίλεο (MMPs, TIMPs, EGF, IL-6, IL-13, TNF, 

TGF-β) εληζρχνληαο ηε θιεγκνλψδε απφθξηζε θαη ελεξγνπνηψληαο ηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα γηα ην ζρεκαηηζκφ λέσλ αγγείσλ. Κάπνηα απφ ηα 

εθθξηλφκελα κφξηα, φπσο νη πξν-ηλσηηθνί παξάγνληεο IL-13 θαη TGF-β, 

δηεγείξνπλ επίζεο ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ ηλνβιαζηψλ γηα ηελ παξαγσγή 

εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο πνπ ζα ζπκβάιιεη ζηελ επνχισζε ηνπ ηξαχκαηνο. Ζ 

θπζηνινγηθή δηαδηθαζία ηεο επνχισζεο νινθιεξψλεηαη κε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ηελ αλαγέλλεζε ηνπ θαηεζηξακκέλνπ ηζηνχ. 

Ωζηφζν, ζε πεξίπησζε ρξφλησλ ηξαπκαηηζκψλ παξαηεξείηαη ζπλερήο 

θιεγκνλψδεο αληίδξαζε θαη ελεξγνπνίεζε ησλ ηλνβιαζηψλ πνπ νδεγεί ζε 

αλεμέιεγθηε ζπζζψξεπζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο θαη αλάπηπμε ίλσζεο (εηθφλα 4).  
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Δηθφλα 4. Απνηειέζκαηα ηεο δηαδηθαζίαο επνχισζεο ηξαχκαηνο: αλαγέλλεζε ηνπ 

θαηεζηξακκέλνπ ηζηνχ ή αλάπηπμε ίλσζεο. Απφ ηε βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (4).  

 

3.2.3.2  Ο ξόινο ηωλ θιεγκνλωδώλ θπηνθηλώλ  

 

 Ζ ηλσηηθή δηαδηθαζία μεθηλά κε κηα θιεγκνλψδε απφθξηζε ηνπ 

νξγαληζκνχ πνπ πξνάγεηαη απφ θπηνθίλεο θαη απμεηηθνχο παξάγνληεο, 

νδεγψληαο ζηελ εηζξνή θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ζηνλ 

θαηεζηξακκέλν ηζηφ. Σφζν καθξνθάγα θαη ιεκθνθχηηαξα φζν δελδξηηηθά 

θχηηαξα θαη νπδεηεξφθηια εκπιέθνληαη ζε απηή ηε θιεγκνλψδε αληίδξαζε. Σα 

καθξνθάγα ησλ ηζηψλ ζπληζηνχλ ηα πξψηα θχηηαξα πνπ θηλεηνπνηνχληαη, θαζψο 

απμάλνληαη κφιηο ιίγεο ψξεο κεηά ηελ πξφθιεζε ηεο βιάβεο, ελψ αξγφηεξα 

ζεκαληηθφ ξφιν αλαιακβάλνπλ θαη ηα ιεκθνθχηηαξα. Οη κεραληζκνί πνπ 

ζπκβάιινπλ ζηελ θαζηέξσζε ηεο θιεγκνλήο πεξηιακβάλνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-θB, ην απμεκέλν νμεηδσηηθφ ζηξεο, ηελ 

παξαγσγή πξν-θιεγκνλσδψλ θπηνθηλψλ θαη απμεηηθψλ παξαγφλησλ θαζψο θαη 
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ηελ εκπινθή κνξίσλ πξνζθφιιεζεο θαη ρεκεηνηαθηηθψλ παξαγφλησλ (16, 

Δηθφλα 5).  

 Ο NF-θB απνηειεί έλαλ επξέσο δηαδεδνκέλν θαη θαιά ραξαθηεξηζκέλν 

κεηαγξαθηθφ παξάγνληα κε θεληξηθφ ξφιν ζηνλ έιεγρν ηεο θιεγκνλήο, κεηαμχ 

άιισλ ιεηηνπξγηψλ. Διέγρεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα πξν-

θιεγκνλψδεηο θπηνθίλεο (IL-1, IL-2, TNF-α), ρεκεηνηαθηηθνχο παξάγνληεο 

(MCP-1, RANTES), κφξηα πξνζθφιιεζεο (ICAM, VCAM, E-selectin) θαη 

απμεηηθνχο παξάγνληεο, αιιά θαη επαγσγέσλ ηνπ ΔΜΣ (Snail1). Δλεξγνπνηείηαη 

πνιχ λσξίο θαηά ηελ ηλσηηθή δηαδηθαζία απφ δηάθνξεο θπηνθίλεο φπσο νη IL-1β 

θαη TNF-α, απφ ην νμεηδσηηθφ ζηξεο αιιά θαη απφ άιια κφξηα φπσο ε 

Αγγεηνηελζίλε ΗΗ (16, 17). Αλαζηνιή ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ NF-θB ειαηηψλεη 

ηελ εηζξνή καθξνθάγσλ θαη ηελ επαγσγή παξαγφλησλ θιεγκνλήο, αιιά θαη ην 

βαζκφ ηεο ίλσζεο θαη ηεο απφπησζεο ζε δσηθά κνληέια λεθξηθήο ίλσζεο (18).  

 Ζ Αγγεηνηελζίλε ΗΗ ελεξγεί ζην λεθξφ ζαλ πξν-θιεγκνλψδεο 

κεζνιαβεηήο. Πνιιέο κειέηεο έρνπλ δείμεη φηη ε ηλσηηθή δηαδηθαζία νδεγεί ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ζπζηήκαηνο ξελίλεο-αγγεηνηελζίλεο ζην λεθξφ (16, 19). Όπσο 

αλαθέξζεθε παξαπάλσ, πνιιά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ NF-θB ελεξγνπνηνχληαη 

απφ ηελ Αγγεηνηελζίλε ΗΗ, ελψ δηαδνρηθά ην γνλίδην ηνπ αγγεηνηελζηλνγφλνπ (ην 

πξφδξνκν γνλίδην ηεο Αγγεηνηελζίλεο) δηεγείξεηαη απφ ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

NF-θB. Ο ππνδνρέαο ηχπνπ Η ηεο Αγγεηνηελζίλεο ΗΗ (ΑΣ1R) ξπζκίδεη πνιιά 

θιεγκνλψδε γνλίδηα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ IL-6, MCP-1, VCAM-1, ελψ 

άιια φπσο ν παξάγνληαο RANTES ξπζκίδνληαη απφ ηνλ ππνδνρέα ηχπνπ ΗΗ 

(ΑΣ2R) (16). Αλαζηνιή ή απελεξγνπνίεζε ηνπ ΑΣ1R ππνδνρέα κείσζε κεξηθψο 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ NF-θB θαη ηελ εηζξνή καθξνθάγσλ ζε δσηθά κνληέια 

ίλσζεο, ελψ ηαπηφρξνλε θαηαζηνιή θαη ησλ δχν ππνδνρέσλ ήηαλ ηθαλή λα 

εκπνδίζεη πιήξσο ηε θιεγκνλψδε απφθξηζε (20, 21).  

 ΢εκαληηθφ ξφιν ζηε ζηξαηνιφγεζε θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζηνλ 

θαηεζηξακκέλν ηζηφ παίδνπλ ηα πξσηφηππα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ πξν-

θιεγκνλσδψλ θπηνθηλψλ, TNF-α θαη IL-1. Καηά ηελ αλάπηπμε ηεο λεθξηθήο 

ίλσζεο, ε παξαγσγή ηνπ TNF-α ζπληειείηαη θπξίσο απφ ηα επηζειηαθά θχηηαξα 

ηνπ λεθξηθνχ θινηνχ θαη ηα δελδξηηηθά θχηηαξα (16). Αλαζηνιή ηεο δξάζεο 

ηφζν ηνπ TNF-α φζν θαη ηνπ IL-1 νδήγεζε ζε κείσζε ηεο ζπζζψξεπζεο 

καθξνθάγσλ θαη ιεκθνθπηηάξσλ ζε δσηθά κνληέια ίλσζεο (22, 23). Σα θχηηαξα 

απηά παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ εμέιημε ηεο ίλσζεο, θαζψο ζπκβάιινπλ ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ κπτλνβιαζηψλ απφ ηνλ TGF-β, ηελ παξαγσγή εμσθπηηάξηνπ 

ζηξψκαηνο αιιά θαη ηε δηαδηθαζία ηνπ ΔΜΣ (16).  
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 Σα κφξηα πξνζθφιιεζεο πνπ βξίζθνληαη ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα, φπσο 

νη ζειεθηίλεο (selectins), ηα VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) θαη 

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), παίδνπλ θαίξην ξφιν ζηελ εηζξνή 

ησλ θπηηάξσλ θιεγκνλήο απφ ηα αγγεία ζηνπο ηζηνχο πνπ έρνπλ ππνζηεί βιάβε 

(16). Οη ζειεθηίλεο θαη νη πξνζδέηεο ηνπο κεζνιαβνχλ ηελ αξρηθή επαθή κεηαμχ 

ησλ ιεπθνθπηηάξσλ θαη ηνπ αγγεηαθνχ ελδνζειίνπ νδεγψληαο ζηελ 

πξνζθφιιεζε θαη κεηαθίλεζε ησλ ιεπθνθπηηάξσλ θαηά κήθνο ηνπ αγγεηαθνχ 

ηνηρψκαηνο. Τπάξρνπλ 3 δηαθνξεηηθέο ζειεθηίλεο: ε E-selectin εθθξάδεηαη ζηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα, ε P-selectin ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα θαη ηα 

αηκνπεηάιηα, θαη ε L-selectin ζηα ιεπθνθχηηαξα. ΢ε πνληίθηα απφ ηα νπνία 

έρνπλ απαιεηθζεί θαη νη 3 ζειεθηίλεο (EPL
-/-

 mice) παξαηεξήζεθε αμηνζεκείσηα 

κηθξφηεξε εηζξνή ιεπθνθπηηάξσλ, ελαπφζεζε θνιιαγφλνπ θαη θπηηαξηθή 

απφπησζε ζε ζρέζε κε ηα θπζηνινγηθά δψα, θαηά ηελ αλάπηπμε λεθξηθήο 

ίλσζεο (24). Σα άιια κφξηα πξνζθφιιεζεο, VCAM-1 θαη ICAM-1, 

δηαδξακαηίδνπλ θχξην ξφιν ζηε ζηαζεξή πξνζθφιιεζε ησλ ιεπθνθπηηάξσλ ζην 

αγγεηαθφ ηνίρσκα, κηα αλαγθαία πξνυπφζεζε γηα ηε δηαπήδεζε ησλ 

ιεπθνθπηηάξσλ ζηνλ ηζηφ.  

 Σα θιεγκνλψδε θχηηαξα πξνζειθχνληαη ζηνπο ηζηνχο απφ 

ρεκεηνηαθηηθνχο παξάγνληεο αθνινπζψληαο κία ζηαδηαθά απμαλφκελε 

ζπγθέληξσζε πξνο ηελ πεγή ησλ παξαγφλησλ απηψλ. Έλαο ηέηνηνο παξάγνληαο 

είλαη ν MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), ν νπνίνο απμάλεηαη πνιχ 

λσξίο θαηά ηελ εμέιημε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο παξακέλνληαο απμεκέλνο έσο ηα 

πην εμειηγκέλα ζηάδηα, θαη εθθξάδεηαη ηφζν απφ ηα δηεζνχκελα κνλνθχηηαξα 

φζν θαη απφ ηα επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ λεθξηθνχ θινηνχ (16). Μηα άιιε 

πξσηετλε κε ρεκεηνηαθηηθή δξάζε θαηά ηε λεθξηθή ίλσζε είλαη ε Osteopontin, 

κηα γιπθνπξσηετλε πνπ παξάγεηαη απφ ηα λεθξηθά επηζειηαθά θχηηαξα θαη 

ζπκβάιιεη ζηελ ζπζζψξεπζε ησλ καθξνθάγσλ ζην λεθξηθφ θινηφ. Απάιεηςε 

ηνπ γνληδίνπ ηεο Osteopontin ζε πνληίθηα νδήγεζε ζε κεησκέλε εηζξνή 

καθξνθάγσλ θαη αλάπηπμε ίλσζεο (25).  

 ΢ηελ πξνζέιθπζε ιεπθνθπηηάξσλ ζηνπο ηζηνχο ζπκβάιινπλ θαη δηάθνξνη 

απμεηηθνί παξάγνληεο, δειαδε πξσηετλεο πνπ ξπζκίδνπλ κηα πιεζψξα 

θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ κεηαθέξνληαο πιεξνθνξίεο κεηαμχ θπηηάξσλ. Ο 

παξάγνληαο TGF-β1 (Transforming Growth Factor-β1), ν ξφινο ηνπ νπνίνπ ζα 

αλαιπζεί ιεπηνκεξψο ζε επφκελε ελφηεηα, εθηφο απφ ηνλ θαίξην ξφιν πνπ 

δηαδξακαηίδεη ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ηλνβιαζηψλ θαη ηελ παξαγσγή 

εμσθπηηάξηαο νπζίαο, απνηειεί θαη ηζρπξφ ρεκεηνηαθηηθφ παξάγνληα γηα ηα 
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κνλνθχηηαξα (26). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, έρεη δεηρζεί πσο αζθεί θαη αληη-

θιεγκνλψδε δξάζε σο απελεξγνπνηεηήο ησλ καθξνθάγσλ (27). Καηά ηε 

λεθξηθή ίλσζε έρεη βξεζεί λα παξάγεηαη θπξίσο απφ θχηηαξα ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνχ αιιά θαη επηζειηαθά θχηηαξα (16). Έλαο άιινο παξάγνληαο, ν 

HGF (Hepatocyte Growth Factor), έρεη δξάζεηο αληίζεηεο πξνο απηέο ηνπ TGF-β, 

αλαζηέιινληαο ηελ εηζξνή καθξνθάγσλ θαη Σ ιεκθνθπηηάξσλ θαηά ηελ 

αλάπηπμε ηεο ίλσζεο (28). Αληίζεηα, ν απμεηηθφο παξάγνληαο M-CSF 

(macrophage colony-stimulating factor) παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε βησζηκφηεηα 

ησλ κνλνθπηηάξσλ θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπο ζε καθξνθάγα, θαη παξάγεηαη 

απφ επηζειηαθά θχηηαξα θαη ηλνβιάζηεο (16).  

  

 

 

Δηθφλα 5. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε θάπνησλ απφ ηνπο πην ζεκαληηθνχο ζεκαηνδνηηθνχο 

κεζνιαβεηέο πνπ εκπιέθνληαη ζηε ξχζκηζε ηεο θιεγκνλψδνπο απφθξηζεο θαηά ηελ εμέιημε ηεο 

ίλσζεο. Απφ ηε βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (16).  

 

3.2.3.3  Ο ξόινο ηνπ απμεηηθνύ παξάγνληα TGF-β 

 

 Ο απμεηηθφο παξάγνληαο TGF-β είλαη ην πξσηφηππν κέινο κηαο 

ππεξνηθνγέλεηαο εθθξηλφκελσλ ζεκαηνδνηηθψλ πνιππεπηηδίσλ κε πνηθίιεο 

ιεηηνπξγίεο θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε θαη ηε δηαηήξεζε ηεο νκνηφζηαζεο ησλ 

ελήιηθσλ ηζηψλ. Σα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ειέγρνπλ ζεκειηψδεηο θπηηαξηθέο 

δηεξγαζίεο, φπσο ε πξνζθφιιεζε, ε κεηαλάζηεπζε θαη ε δηαθνξνπνίεζε κηαο 
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πνηθηιίαο θπηηαξηθψλ ηχπσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ επηζειηαθψλ, 

ελδνζειηαθψλ, αλνζνπνηεηηθψλ, λεπξηθψλ θαη κεζεγρπκαηηθψλ θπηηάξσλ.  

 Μεγάιε ζεκαζία παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη ε δξάζε ηνπ TGF-β 

εμαξηάηαη άκεζα απφ ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν θαη ην πεξηβάιινλ, κεζνιαβψληαο 

αληίζεηα απνηειέζκαηα ππφ δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο. Γηα παξάδεηγκα, ν 

παξάγνληαο TGF-β είλαη θαιά ραξαθηεξηζκέλνο ζαλ αλαζηνιέαο ηνπ 

θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη πνιιαπιαζηαζκνχ, ελψ έρεη δεηρζεί φηη κπνξεί λα επάγεη 

ή λα αλαζηείιεη θαη ηνλ πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην (γλσζηφ θαη σο 

απφπησζε). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ν TGF-β κπνξεί λα επάγεη έλα επλντθφ 

πεξηβάιινλ γηα ηελ αλάπηπμε θαη ηε κεηάζηαζε θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ιφγσ ηεο 

ηθαλφηεηάο ηνπ λα θαηαζηέιιεη ηε ιεηηνπξγία ησλ θπηηαξνηνμηθψλ Σ-

ιεκθνθπηηάξσλ θαη λα επάγεη ηελ αγγεηνγέλεζε θαη ηελ απνδηαθνξνπνίεζε ησλ 

επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε κεζεγρπκαηηθά (29-32).  

 

3.2.3.3.1  Δπαγωγή ηεο ηλωηηθήο δηαδηθαζίαο 

 

 Ζ ζπκβνιή ηνπ TGF-β ζηελ εμέιημε ηεο ίλσζεο έρεη δεηρζεί ζε δηάθνξα 

πεηξακαηηθά ζπζηήκαηα. Γηαγνληδηαθά δψα κε ππεξέθθξαζε ηνπ παξάγνληα 

TGF-β ζηνλ επαηηθφ, επηδεξκηθφ ή λεθξηθφ ηζηφ αλαπηχζζνπλ ίλσζε 

παξνπζηάδνληαο απμεκέλε θπηηαξηθή απφπησζε ζηνπο αληίζηνηρνπο ηζηνχο (9, 

30). Ζ δπλαηφηεηα ηνπ TGF-β λα πξνάγεη ηελ αλάπηπμε ηεο ίλσζεο έρεη 

ζπζρεηηζζεί κε ηελ ηθαλφηεηά ηνπ λα επάγεη θαηλφκελα ΔΜΣ ζε δηάθνξα 

επηζειηαθά θπηηαξηθά ζπζηήκαηα, αιιά θαη in vivo δσηθά κνληέια θπξίσο 

λεθξηθήο ίλσζεο (6, 7). 

 ΢ε πιεζψξα επηζειηαθψλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ έρεη δεηρζεί ε ηθαλφηεηα ηνπ 

TGF-β λα ππξνδνηεί ηελ έλαξμε θαη νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ηνπ ΔΜΣ, πνπ 

απνηειείηαη απφ κηα αιιεινπρία ρξνληθά ζπληνληζκέλσλ δηεξγαζηψλ. Σα βαζηθά 

βήκαηα απηήο ηεο αιιεινπρίαο πεξηιακβάλνπλ ηελ απψιεηα πξνζθφιιεζεο 

κεηαμχ ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ, ηελ αλαδηνξγάλσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ, 

ηελ απνδηνξγάλσζε ηεο βαζηθήο κεκβξάλεο ηνπ επηζειίνπ θαη ηελ απμεκέλε 

θηλεηηθφηεηα θαη κεηαλάζηεπζε ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ ζην δηάκεζν 

ζπλδεηηθφ ηζηφ (εηθφλα 6).  

 Μηα πξψηε αιιαγή θαηά ηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ απφ ηνλ TGF-β είλαη ε 

θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

ζχλδεζε κεηαμχ ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ, φπσο είλαη νη πξσηεΐλεο E-

cadherin, ZO-1, desmoplakins θαη cytokeratins. Οη πξσηεΐλεο απηέο είλαη 
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απαξαίηεηεο γηα ηε δηαηήξεζε ηεο πνιηθφηεηαο θαη ηεο δνκηθήο αθεξαηφηεηαο 

ησλ επηζειηαθψλ ηζηψλ, ελψ δηακεζνιαβνχλ επηπιένλ ζπλδέζεηο ηνπ 

εμσθπηηάξηνπ πεξηβάιινληνο κε ηνλ ελδνθπηηάξην θπηηαξνζθειεηφ θαη δηάθνξα 

θπηηαξηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Ζ απψιεηά ηνπο έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζαλ 

δείθηεο απνδηαθνξνπνίεζεο ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε πιήζνο 

πεηξακαηηθψλ ζπζηεκάησλ.  

 Ζ αλαδηνξγάλσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ είλαη απαξαίηεηε δηαδηθαζία γηα 

ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα, ψζηε λα απνθηήζνπλ δπλακηθφ ζπζηνιήο, 

θηλεηηθφηεηαο θαη κεηαλάζηεπζεο ζην γεηηνληθφ ζπλδεηηθφ ηζηφ. Κχξην 

ραξαθηεξηζηηθφ απηήο ηεο αλαδηνξγάλσζεο απνηειεί ε επαγσγή 

θπηηαξνζθειεηηθψλ πξσηετλψλ πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηα κεζεγρπκαηηθά θχηηαξα, 

φπσο νη πξσηετλεο a-smooth muscle actin θαη vimentin. Δπηπιένλ, ε έθθξαζε ηεο 

θπηηαξνπιαζκαηηθήο πξσηετλεο FSP1 έρεη πεξηγξαθεί σο δείθηεο ηλνβιαζηψλ 

θαη θπηηάξσλ πνπ πθίζηαληαη ΔΜΣ (8, 12). Ωζηφζν, είλαη ζαθέο πσο νη 

πξσηεΐλεο απηέο δελ εθθξάδνληαη απνθιεηζηηθά ζε ηλνβιάζηεο θαη ε ρξήζε ηνπο 

σο δείθηεο θαηλνκέλσλ ΔΜΣ ζα πξέπεη λα γίλεηαη κε πξνζνρή θαη ζε ζπλδπαζκφ 

κε άιια πεηξακαηηθά ζηνηρεία.  

 Γηα ηε κεηαλάζηεπζε ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ ζην δηάκεζν 

ζπλδεηηθφ ηζηφ απαηηείηαη ε απνδηάηαμε ηεο βαζηθήο κεκβξάλεο πνπ δηαρσξίδεη 

ην επηζήιην απφ ην εμσθπηηάξην ζηξψκα. Ο παξάγνληαο TGF-β δηεγείξεη ηελ 

ελεξγνπνίεζε πξσηενιπηηθψλ ελδχκσλ, φπσο νη κεηαιινπξσηεάζεο ηνπ 

ζηξψκαηνο ΜΜΡ2 θαη ΜΜΡ9, πνπ θαηαζηξέθνπλ ηα θχξηα ζπζηαηηθά ηεο 

βαζηθήο κεκβξάλεο, φπσο είλαη ην θνιιαγφλν ηχπνπ IV θαη ε ιακηλίλε. Ζ 

δηαηάξαμε ηεο δνκηθήο θαη ιεηηνπξγηθήο αθεξαηφηεηαο ηνπ θπζηθνχ ζπλφξνπ ηεο 

βαζηθήο κεκβξάλεο επηηξέπεη ζηα απνδηαθνξνπνηεκέλα θχηηαξα κε ηελ 

απμεκέλε θηλεηηθφηεηα λα δηεηζδχζνπλ ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν.  

 Παξά ηελ ηθαλφηεηα ηνπ TGF-β λα δηακεζνιαβεί ην ζχλνιν ησλ 

δηεξγαζηψλ γηα ηελ νινθιήξσζε ηνπ ΔΜΣ, ππάξρνπλ πνιινί άιινη παξάγνληεο 

πνπ ξπζκίδνπλ ζεηηθά ή αξλεηηθά ην θαηλφκελν, ηφζν ζην πιαίζηα ηεο ίλσζεο 

φζν θαη άιισλ δηαδηθαζηψλ (6, 7). Γηα παξάδεηγκα, νη θπηνθίλεο EGF, FGF-2, 

IL-1 θαη ην θνιιαγφλν ηχπνπ Η πξνάγνπλ ηε δηαδηθαζία ηνπ ΔΜΣ ζε ζπλέξγεηα 

κε ηνλ παξάγνληα TGF-β. Αληίζεηα, νη παξάγνληεο HGF θαη BMP-7 εκπνδίδνπλ 

ηελ ηθαλφηεηα ηνπ TGF-β λα επάγεη ην ΔΜΣ ζε in vitro θαη in vivo πεηξακαηηθά 

ζπζηήκαηα. ΢πλεπψο, ην θαηλφκελν ηνπ ΔΜΣ θαη ε ζπκκεηνρή ηνπ ζηε 

δηαδηθαζία ηεο ίλσζεο θαίλεηαη πσο είλαη απνηέιεζκα ηεο αιιειεπίδξαζεο 

δηαθνξεηηθψλ ζεκάησλ πνπ ππξνδνηνχληαη απφ πνηθίινπο παξάγνληεο.  
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Δηθφλα 6. Απινπνηεκέλν κνληέιν πνπ απεηθνλίδεη ηα θχξηα ελδνθπηηαξηθά ζεκαηνδνηηθά 

κνλνπάηηα πνπ κεζνιαβνχλ ηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ απφ ηνλ TGF-β. Απφ ηε βηβιηνγξαθηθή 

αλαθνξά (32).  

 

 

3.2.3.3.2  Σν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ TGF-β 

 

 Ζ πνιππινθφηεηα ησλ θαηλνκέλσλ πνπ πεξηγξάθεθαλ παξαπάλσ 

ππνγξακκίδεηαη απφ ην γεγνλφο φηη ν παξάγνληαο TGF-β είλαη ηθαλφο λα 

ππξνδνηήζεη πιεζψξα δηαθνξεηηθψλ αιιά θαη δηαζπλδεφκελσλ κνλνπαηηψλ 

κεηάδνζεο ζήκαηνο πνπ κεζνιαβνχλ ηηο δηάθνξεο δξάζεηο ηνπ (6, 7, 29-31).  

 

Α)  Σν κνλνπάηη ηωλ Smad πξωηεϊλώλ  

 

Σν θπξηφηεξν θαη θαιχηεξα κειεηεκέλν κνλνπάηη ηνπ TGF-β είλαη εθείλν 

πνπ νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Smad πξσηετλψλ. Σα ζήκαηα 

πνπ ππξνδνηνχληαη απφ ηνλ TGF-β ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα κεηαβηβάδνληαη 

ελδνθπηηαξηθά κέζσ δηακεκβξαληθψλ ππνδνρέσλ κε δξαζηηθφηεηα θηλάζεο 

ζεξίλεο/ζξενλίλεο. Ζ αλαγλψξηζε ηνπ TGF-β απφ ηνλ ππνδνρέα ηχπνπ ΗΗ 

(ΣβRII) επάγεη ηε ζπλαξκνιφγεζε εηεξνδηκεξνχο ζπκπιφθνπ κε ηνλ ππνδνρέα 
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ηχπνπ Η (ΣβRI) θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο δξαζηηθφηεηαο ηεο θηλάζεο. Ο 

ελεξγνπνηεκέλνο ππνδνρέαο αλαγλσξίδεη θαη θσζθνξπιηψλεη εηδηθά ηηο 

ξπζκηζηηθέο Smad πξσηεΐλεο (R-Smads), φπσο είλαη νη πξσηεΐλεο Smad2 θαη 

Smad3 πνπ κεζνιαβνχλ ηηο πεξηζζφηεξεο Smad-εμαξηψκελεο δξάζεηο ηνπ TGF-

β. Οη θσζθνξπιησκέλεο Smad πξσηεΐλεο απειεπζεξψλνληαη απφ ηα ζχκπινθα 

πνπ ηηο ζπγθξαηνχλ ζην θπηηαξφπιαζκα θαη αιιειεπηδξνχλ κε ηελ θνηλή 

πξσηεΐλε Smad4 (co-Smad), ζρεκαηίδνληαο δηκεξή ή ηξηκεξή ζχκπινθα πνπ 

κεηαηνπίδνληαη ζηνλ ππξήλα. Δθεί πξνζδέλνληαη ζε ζπγθεθξηκέλεο ξπζκηζηηθέο 

αιιεινπρίεο γνληδίσλ-ζηφρσλ θαη αιιειεπηδξψληαο κε δηάθνξνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξαγφληεο επάγνπλ ή αλαζηέιινπλ ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ 

απηψλ (εηθφλα 7).  

Αλάιπζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ πξνθίι δηαθφξσλ θπηηαξηθψλ ηχπσλ κεηά 

απφ δηέγεξζε κε ηνλ TGF-β απνθάιπςε ηελ ηαπηφρξνλε ελεξγνπνίεζε ή 

θαηαζηνιή εθαηνληάδσλ γνληδίσλ, φπνπ νη δηαθνξεηηθέο νκάδεο ησλ γνληδίσλ 

πνπ εθθξάδνληαη θαζνξίδνπλ ηηο δηάθνξεο θπηηαξηθέο απνθξίζεηο ζηνλ 

παξάγνληα TGF-β (30). Γεδνκέλεο ηεο χπαξμεο 8 δηαθνξεηηθψλ Smad 

πξσηετλψλ θαη 3 TGF-β ππνδνρέσλ ηχπνπ Η, ν ίδηνο πξνζδέηεο κπνξεί λα επάγεη 

δηαθνξεηηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα αλάινγα κε ηε ζχλζεζε ηνπ ππνδνρέα ηνπ 

θαη ηε δηαζεζηκφηεηα ησλ Smad πξσηετλψλ.  

Ζ παξνπζία ησλ Smad πξσηετλψλ ζηνλ ππξήλα είλαη κηα δπλακηθή 

δηαδηθαζία, θαζψο θαίλεηαη πσο πθίζηαληαη θχθινπο απνθσζθνξπιίσζεο, 

κεηάβαζεο ζην θπηηαξφπιαζκα, επαλαθσζθνξπιίσζεο θαη κεηαθνξάο ζηνλ 

ππξήλα. Δπηπιένλ, ε ελεξγφηεηα ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ειέγρεηαη  

κέζσ ξχζκηζεο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ Smad πξσηετλψλ. Ζ επαγσγή ησλ 

αλαζηαιηηθψλ πξσηετλψλ Smad6 θαη Smad7 απφ κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ TGF-

β θαη απφ ηνπο παξάγνληεο EGF, TNF-α θαη IFN-γ αληηπξνζσπεχεη έλα 

κεραληζκφ αξλεηηθήο ξχζκηζεο. Αθφκα, ηα επίπεδα ησλ Smad πξσηετλψλ 

ειέγρνληαη κεηα-κεηαθξαζηηθά κέζσ ηεο απνηθνδφκεζήο ηνπο απφ ην 

πξσηεάζσκα (31).  

Ζ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ απφ ηνλ TGF-β θαίλεηαη πσο είλαη πξσηαξρηθά 

εμαξηψκελε απφ ηε ζσζηή ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ Smad πξσηετλψλ. Ζ 

έιιεηςε ηεο πξσηεΐλεο Smad3 ζε in vivo πεηξακαηηθά κνληέια ίλσζεο θαη ΔΜΣ, 

φπσο κνληέια ακθηβιεζηξνεηδνπάζεηαο, ηξαπκαηηζκνχ ηνπ θαθνχ ηνπ καηηνχ 

θαη λεθξηθήο ίλσζεο, βειηηψλεη ηελ εηθφλα ηνπ εθθπιηζκνχ ησλ επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ θαη ηεο επαθφινπζεο ζπζζψξεπζεο ζπλδεηηθνχ ηζηνχ (6). Δπηπιένλ, ε 
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ππεξέθθξαζε ηεο αλαζηαιηηθήο πξσηεΐλεο Smad7 εκπνδίδεη ηελ επαγσγή ηνπ 

ΔΜΣ απφ ηελ Smad3 ηφζν ζε in vitro θπηηαξηθά ζπζηήκαηα φζν θαη in vivo. 

 

 

                    

 

Δηθφλα 7. Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ησλ Smad πξσηετλψλ απφ ηνλ TGF-

β. Ο παξάγνληαο TGF-β πξνζδελφκελνο ζηνλ ππνδνρέα ηνπ ελεξγνπνηεί ηε δξαζηηθφηεηα ηεο 

θηλάζεο, ε νπνία θσζθνξπιηψλεη ηηο θπηηαξνπιαζκαηηθέο Smad πξσηεΐλεο. Οη 

θσζθνξπιησκέλεο Smad πξσηεΐλεο ζρεκαηίδνπλ δηκεξή ή ηξηκεξή ζχκπινθα κε ηελ θνηλή 

πξσηεΐλε Smad4, ηα νπνία κεηαηνπίδνληαη ζηνλ ππξήλα θαη ξπζκίδνπλ ηελ έθθξαζε πνιιψλ 

γνληδίσλ. Απφ ηε βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (31).   

 

Β)  Άιια ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα 

 

Ζ ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ Smad πξσηετλψλ είλαη απαξαίηεηε γηα ηηο 

πεξηζζφηεξεο, αιιά φρη φιεο ηηο δξάζεηο ηνπ παξάγνληα TGF-β. ΢ε δηάθνξεο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο έρεη δεηρζεί πσο ν TGF-β ελεξγνπνηεί ηα κνλνπάηηα κηαο 

ζεηξάο MAP θηλαζψλ (mitogen-activated protein kinases), φπσο ηεο ERK 

(extracellular-signal-regulated kinase), ηεο p38 θαη ηεο JNK (c-Jun amino-

terminal kinase), γξήγνξα θαη αλεμάξηεηα απφ ηηο Smad πξσηεΐλεο. Απηφ 

επηζεκαίλεηαη θαη απφ ην γεγνλφο φηη κεηαιιαγκέλνη TGF-β ππνδνρείο ηχπνπ Η 
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κε αδπλακία αλαγλψξηζεο ησλ Smad πξσηετλψλ, δηαηεξνχλ ηελ ηθαλφηεηα 

ελεξγνπνίεζεο ησλ θηλαζψλ p38 θαη JNK (30).  Ωζηφζν, ζε άιιεο πεξηπηψζεηο ε 

ελεξγνπνίεζε ησλ MAP θηλαζψλ απφ ηνλ TGF-β πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ 

κνλνπαηηνχ ησλ Smad πξσηετλψλ. Αθφκα, έρεη δεηρζεί πσο νη MAP θηλάζεο 

κπνξνχλ λα ξπζκίζνπλ ηε ζεκαηνδνηηθή δξάζε ησλ Smad πξσηετλψλ είηε κε 

άκεζε θσζθνξπιίσζή ηνπο είηε επεξεάδνληαο κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο πνπ 

αιιειεπηδξνχλ κε απηέο, φπσο ηνπο παξάγνληεο c-Jun (ππφζηξσκα ηεο θηλάζεο 

JNK) θαη ATF-2 (ππφζηξσκα ηεο θηλάζεο p38). Απηή ε ζχγθιηζε θαη ε 

επηθνηλσλία ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ πνπ ππξνδνηνχληαη απφ ηνλ TGF-β 

κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ επαχμεζε ή εμηζνξξφπεζε ησλ δξάζεσλ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ κνλνπαηηψλ επεξεάδνληαο άκεζα ηελ θπηηαξηθή απφθξηζε ζηνλ 

απμεηηθφ παξάγνληα (30, 31).  

Ζ ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ MAP θηλαζψλ απνηειεί ηκήκα ηνπ 

επαγφκελνπ πξνγξάκκαηνο ηνπ ΔΜΣ απφ ηνλ TGF-β. ΢ε δηάθνξα θπηηαξηθά 

κνληέια επαγσγήο ηνπ ΔΜΣ ππφ ηελ επίδξαζε ηνπ TGF-β, ε ιεηηνπξγία ηεο 

ERK θηλάζεο είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ απνζπλαξκνιφγεζε ησλ δηαθπηηαξηθψλ 

ζπλδέζεσλ θαη ηελ αχμεζε ηεο θηλεηηθφηεηαο ησλ θπηηάξσλ. Αθφκα, ζε 

επηζειηαθά θχηηαξα καζηηθνχ αδέλα θαη εληεξηθνχ θαξθηλψκαηνο έρεη δεηρζεί 

φηη ε ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο θηλάζεο p38 απφ ηνλ TGF-β απαηηείηαη 

γηα ηελ επαγσγή ηνπ κεζεγρπκαηηθνχ θαηλνηχπνπ (6).  

Δθηφο φκσο απφ ηηο MAP θηλάζεο, θαη άιια ζεκαηνηνδηθά κφξηα πνπ 

ξπζκίδνληαη απφ ηνλ TGF-β έρνπλ εκπιαθεί ζηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ θαη ηεο 

ηλσηηθήο δηαδηθαζίαο (εηθφλα 6). ΢ηνπο πην ζεκαληηθνχο παξάγνληεο αλήθνπλ ν 

ππνδνρέαο Notch θαη ν πξνζδέηεο ηνπ Jagged1 πνπ απμάλνληαη ζε κηα πιεζψξα 

επηζειηαθψλ θπηηάξσλ θαηά ηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ απφ ηνλ TGF-β, ελψ ε 

αλαζηνιή ηνπο εκπνδίδεη απηή ηε κεηαβνιή ζηνλ θπηηαξηθφ θαηλφηππν. Αθφκα, 

ην κνλνπάηη ησλ Jagged1/ Notch έρεη δεηρζεί πσο ελεξγνπνηείηαη ζην λεθξηθφ 

επηζήιην θαηά ηελ αλάπηπμε ίλσζεο, ζην θαζηεξσκέλν κνληέιν ηεο κνλφπιεπξεο 

απφθξαμεο νπξεηήξα ζε ηξσθηηθά (βιέπε 3.2.5.1). Έλαο άιινο γλσζηφο 

παξάγνληαο πνπ ζπκκεηέρεη ζηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ θαη ηεο ίλσζεο είλαη ν 

κεηαγξαθηθφο ζπλελεξγνπνηεηήο β-catenin, ν νπνίνο ζπζζσξεχεηαη ζηνλ ππξήλα 

θαη ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ απνθξηλφκελνο ζηε ζεκαηνδφηεζε ηνπ TGF-

β. ΢ε δηάθνξα θπηηαξηθά κνληέια ε πξσηεΐλε β-catenin είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

αλαδηνξγάλσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ θαη ηελ έθθξαζε ηνπ δείθηε α-SMA σο 

ελδηάκεζα ζηάδηα ζηελ επαγσγή ηνπ ΔΜΣ (6, 7). Δπίζεο, έλδπκα ηεο νηθνγέλεηαο 

ησλ Rho GTPases, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ RhoA, Rac θαη Cdc42 
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ελεξγνπνηνχληαη απφ ηνλ TGF-β θαη θαίλεηαη πσο παίδνπλ θάπνην ξφιν ζηελ 

εμέιημε ηνπ ΔΜΣ θαη ηεο ίλσζεο. Σα έλδπκα απηά κεζνιαβνχλ αιιαγέο ζηελ 

νξγάλσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ επάγνληαο ην ζρεκαηηζκφ ιακειιηπνδίσλ 

(lamellipodia) θαη ηληδίσλ ζηξεο (stress fibres) κε απνηέιεζκα λα δηεπθνιχλεηαη 

ε θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε (7, 31).  

 Οη παξάγνληεο πνπ πεξηγξάθεθαλ παξαπάλσ απνηεινχλ ηνπο 

ζεκαληηθφηεξνπο θαη θαιχηεξα κειεηεκέλνπο κεζνιαβεηέο ηεο ηλσηηθήο 

δηαδηθαζίαο ζην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ TGF-β. Με βάζε απηά, θαίλεηαη 

πσο ν ξφινο ηνπ TGF-β θαηά ηελ ίλσζε είλαη πνιχπιεπξνο επεξεάδνληαο πνιιά 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο ηλσηηθήο δηαδηθαζίαο. Λακβάλνληαο ππ' φςε ηελ 

επηθνηλσλία κεηαμχ ησλ κνλνπαηηψλ θαη ηνλ πηζαλφ ξφιν θαη άιισλ 

παξαγφλησλ, ε πνιππινθφηεηα ηεο ζεκαηνδφηεζεο απμάλεηαη αθφκα 

πεξηζζφηεξν.  

 

3.2.3.3.3  Ζ κεηαβνιή ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ωο απνηέιεζκα ηεο 

δξάζεο ηνπ παξάγνληα TGF-β 

 

 Σα πνηθίια ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ππξνδνηνχληαη απφ ηνλ TGF-β  

θαηαιήγνπλ ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ, ξπζκίδνληαο ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ 

κεζνιαβνχλ ηηο δηάθνξεο δξάζεηο ηνπ απμεηηθνχ παξάγνληα (29, 30). Οη θχξηεο 

δξάζεηο ηνπ TGF-β πεξηιακβάλνπλ ηελ αλαζηνιή ηνπ θπηηαξηθνχ 

πνιιαπιαζηαζκνχ, ηνλ έιεγρν ηνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ ή απφπησζεο θαη ηελ 

επαγσγή κεζεγρπκαηηθνχ θαηλνηχπνπ ζε επηζειηαθά θχηηαξα, γλσζηή σο ΔΜΣ.  

 

Α)  Αλαζηνιή ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ 

 

 Μειέηεο ζε επηζειηαθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο απνθάιπςαλ πσο ε απφθξηζε 

ζηνλ παξάγνληα TGF-β επάγεη έλα θνηλφ θπηηαξνζηαηηθφ πξφγξακκα πνπ 

πεξηιακβάλεη ελεξγνπνίεζε ή θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο ζπγθεθξηκέλσλ 

γνληδίσλ. Ο TGF-β εκπνδίδεη ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ επάγνληαο ηελ 

έθθξαζε ησλ αλαζηνιέσλ ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ p15 θαη p21. Ζ επαγσγή 

κεζνιαβείηαη απφ ηε ζπλέξγεηα ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ Smads θαη Sp1 

θαη ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηνπο ππνθηλεηέο ησλ γνληδίσλ απηψλ (33, 34).  

Αθφκα, ν TGF-β αλαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ησλ κεηαγξαθηθψλ 

παξαγφλησλ c-Myc θαη Id πνπ πξνάγνπλ ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ (35). 

Γεδνκέλνπ φηη ν κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο c-Myc ξπζκίδεη αξλεηηθά ηελ 
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έθθξαζε ησλ αλαζηνιέσλ ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ p15 θαη p21, ε αλαζηνιή ηνπ 

c-Myc απφ ηνλ παξάγνληα TGF-β ππνδεηθλχεη ην ζπλδπαζκφ ελφο κεραληζκνχ 

απνκάθξπλζεο ηεο κεηαγξαθηθήο θαηαζηνιήο κε έλα κεραληζκφ κεηαγξαθηθήο 

ελεξγνπνίεζεο γηα ηελ ηειηθή επαγσγή ησλ γνληδίσλ p15 θαη p21 (36-38).  

 

Β)  Έιεγρνο ηεο απόπηωζεο 

 

 ΢ε αληίζεζε κε ηελ θπηηαξνζηαηηθή ηνπ δξάζε, κηα άιιε βαζηθή 

ιεηηνπξγία ηνπ TGF-β, ε ηθαλφηεηά ηνπ λα επάγεη ή λα αλαζηέιιεη ηνλ 

πξνγξακκαηηζκέλν θπηηαξηθφ ζάλαην πνηθίιιεη αλάινγα κε ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν 

θαη ην πεξηβάιινλ. Σα πνηθίια απνπησηηθά κνλνπάηηα πνπ επάγνληαη απφ ηνλ 

TGF-β θαηαιήγνπλ ηειηθά ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο βαζηθήο θπηηαξηθήο κεραλήο 

πνπ ξπζκίδεη ηελ απφπησζε, ε νπνία ζρεηίδεηαη κε κεηαβνιέο ζηελ έθθξαζε, ηνλ 

εληνπηζκφ θαη ηελ ελεξγνπνίεζε πξν- θαη αληη-απνπησηηθψλ κειψλ ηεο 

νηθνγέλεηαο BCL2 θαζψο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ θαζπαζψλ (30). 

 

Γ)  Δπαγωγή ηνπ θαηλνκέλνπ ΔΜΣ 

 

 Ζ ηξίηε θχξηα δξάζε ηνπ TGF-β, ε ηθαλφηεηά ηνπ λα επάγεη 

κεζεγρπκαηηθφ θαηλφηππν ζε επηζειηαθά θχηηαξα ζε δηάθνξεο πεξηπηψζεηο 

(βιέπε 3.2.3.3.1), ζρεηίδεηαη κε ηελ νιηθή αλαδηνξγάλσζε ηνπ γνληδηαθνχ 

πξνγξάκκαηνο ηνπ θπηηάξνπ θαη κεζνιαβείηαη ηφζν απφ ηηο Smad πξσηεΐλεο φζν 

θαη απφ ελαιιαθηηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα (6, 29). Μάιηζηα, ζηελ 

πεξίπησζε ηεο κεηάζηαζεο θαξθηληθψλ θπηηάξσλ πηζηεχεηαη πσο ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα έρνπλ ράζεη ηελ ηθαλφηεηα θπηηαξνζηαηηθήο 

απφθξηζεο ζηνλ TGF-β, αιιά δηαηεξνχλ θάπνηα ζπζηαηηθά ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ 

κνλνπαηηνχ πνπ ηνπο επηηξέπνπλ λα ππνζηνχλ ΔΜΣ απμάλνληαο ηε 

δηεηζδπηηθφηεηά ηνπο (30).  

Έλα επξχ θάζκα κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ έρεη εκπιαθεί ζηε ξχζκηζε 

ηνπ ΔΜΣ θαη ν TGF-β είλαη ηθαλφο λα ειέγμεη ηελ έθθξαζε πνιιψλ απφ απηνχο 

(6). ΢ε απηνχο ηνπο παξάγνληεο αλήθνπλ νη πξσηεΐλεο Snail θαη Slug (ή Snail1 

θαη Snail2 αληίζηνηρα) πνπ ιεηηνπξγνχλ ζαλ θαηαζηνιείο ηεο κεηαγξαθήο 

αλαγλσξίδνληαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο ζηνπο ππνθηλεηέο γνληδίσλ-ζηφρσλ. 

Οη παξάγνληεο απηνί ελεξγνπνηνχληαη απεπζείαο απφ ηνλ TGF-β κέζσ ηνπ 

ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ησλ Smad πξσηετλψλ, αιιά ην πξφηππν 

ελεξγνπνίεζήο ηνπο είλαη ακνηβαία απνθιεηφκελν θαη εμαξηψκελν απφ ηνλ 
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θπηηαξηθφ ηχπν. Σφζν θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε δσηθψλ κνληέισλ φζν θαη 

ζε δηάθνξεο θπηηαξηθέο ζεηξέο νη παξάγνληεο Snail θαη Slug θαηαζηέιινπλ ηελ 

έθθξαζε πξσηετλψλ πνπ κεζνιαβνχλ ηηο ζπλδέζεηο κεηαμχ ησλ επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ, φπσο είλαη νη πξσηετλεο E-cadherin, desmoplakin θαη desmoglein, ε 

θαηαζηνιή ησλ νπνίσλ είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δηεμαγσγή ηνπ ΔΜΣ. ΢εκαζία 

παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη ε εθηνπηθή έθθξαζε ηνπ Slug ζηε λεθξηθή 

θπηηαξηθή ζεηξά MDCK είλαη ηθαλή λα θαηαζηείιιεη ηελ έθθξαζε ηεο E-

cadherin θαη λα επάγεη νιφθιεξε ηε δηαδηθαζία ηνπ ΔΜΣ. Δπηπιένλ, ε 

θαηαζηνιή ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ Id (Ηnhibitors of differentiation) θαη ε 

ελεξγνπνίεζε ηνπ παξάγνληα Twist, ελφο ζεκαληηθνχ ξπζκηζηή ηεο εκβξπτθήο 

κνξθνγέλεζεο, ζπκβάιιεη ζηελ θαηαζηνιή ησλ πξσηετλψλ δηακεζνιάβεζεο ησλ 

ζπλδέζεσλ κεηαμχ ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ηελ ηαπηφρξνλε επαγσγή 

κεζεγρπκαηηθψλ δεηθηψλ.  

Μηα άιιε θαηεγνξία κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ, νη παξάγνληεο ηεο 

νηθνγέλεηαο Hairy/Enhancer-of-split (H/Esp1) ζπκβάιινπλ ζηελ εμέιημε ηνπ 

ΔΜΣ θαη ελεξγνπνηνχληαη απφ ηνλ TGF-β ηφζν κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ Smad 

πξσηετλψλ φζν θαη κέζσ ηεο ζεκαηνδφηεζεο ησλ Jagged1/Notch (βιέπε 

3.2.3.3.2.). Ζ επαγσγή ησλ πξσηετλψλ H/Esp1 θαίλεηαη πσο είλαη εηδηθή γηα ην 

ΔΜΣ, θαζψο δελ παξαηεξείηαη ζε θχηηαξα πνπ δελ πθίζηαληαη ΔΜΣ σο 

απφθξηζε ζηνλ TGF-β, φπσο είλαη ηα πξσηνγελή αλζξψπηλα θεξαηηλνθχηηαξα 

(6).  

 Απφ ηα παξαπάλσ γίλεηαη θαλεξφ πσο πξνρσξψληαο θαζνδηθά ζην 

κνλνπάηη ηνπ TGF-β ε πνιππινθφηεηα ηεο ζεκαηνδφηεζεο θαη ηεο γνληδηαθήο  

ξχζκηζεο απμάλεηαη εθζεηηθά, νδεγψληαο ζηνλ ηειηθφ ζπληνληζκφ κηαο 

πιεζψξαο θπηηαξηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ θαη ιεηηνπξγηψλ.   

 

3.2.4 Σν ζηξεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνύ δηθηύνπ ωο κεζνιαβεηήο ηεο 

λεθξηθήο βιάβεο 

 

 Σν ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (endoplasmic reticulum, ER) παίδεη ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηε δηαηήξεζε ηεο νκνηφζηαζεο ηνπ θπηηάξνπ ζπλεηζθέξνληαο ζηνλ 

έιεγρν ηεο βηνζχλζεζεο, αλαδίπισζεο θαη κεηαθίλεζεο ησλ πξσηετλψλ. 

Γηαηαξαρέο φπσο ε ππνμία, ε ζηέξεζε γιπθφδεο θαη ην νμεηδσηηθφ ζηξεο 

νδεγνχλ ζε δπζιεηηνπξγία ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη ζπζζψξεπζε 
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αλψκαια αλαδηπισκέλσλ πξσηετλψλ, επάγνληαο κηα θαηάζηαζε πνπ είλαη 

γλσζηή σο ζηξεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ (ER stress) (39, 40).  

 Σν νμεηδσηηθφ ζηξεο θαη ην επαθφινπζν ζηξεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ 

δηθηχνπ έρνπλ εκπιαθεί ζηελ παζνγέλεζε πνιιψλ κνξθψλ λεθξηθήο βιάβεο, 

ηφζν ζε πεξηπηψζεηο νμείαο φζν θαη ρξφληαο αζζέλεηαο (39). Σα νμεηδσηηθά 

κφξηα πνπ παξάγνληαη απφ ηα εηζξένληα θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ αιιά θαη 

ηα λεθξηθά θχηηαξα ζπκβάιινπλ ζην απμεκέλν νμεηδσηηθφ ζηξεο θαηά ηελ 

αλάπηπμε ηεο ίλσζεο. Σφζν ηα ελεξγά κφξηα νμπγφλνπ φζν θαη ην ππεξνμείδην 

ηνπ πδξνγφλνπ απμάλνληαη ξαγδαία θαηά ηε λεθξηθή ίλσζε (16, 41). 

Παξάιιεια, ηα επίπεδα ησλ αληηνμεηδσηηθψλ ελδχκσλ θαηαιάζε θαη 

ππεξνμεηδηθή δηζκνπηάζε κεηψλνληαη. Δπηπιένλ, ε νμπγελάζε ηεο αίκεο (heme 

oxygenase-1), έλαο επαίζζεηνο δείθηεο νμεηδσηηθνχ ζηξεο, απμάλεηαη πνιχ 

λσξίο κεηά ηελ επαγσγή ηεο ίλσζεο (16). Σν νμεηδσηηθφ ζηξεο απνηειεί θχξην 

ελεξγνπνηεηή ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-θB, επάγνληαο έηζη ηε 

θιεγκνλψδε απφθξηζε (16, 41). Αθφκα, δηεγείξεη ηελ έθθξαζε ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα Snail θαη επλνεί ην θαηλφκελν ΔΜΣ (16).  

 Ο πξσηαξρηθφο ζθνπφο ηνπ ζηξεο πνπ επάγεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ 

δίθηπν είλαη λα δηεπθνιχλεη ηελ πξνζαξκνγή ηνπ θπηηάξνπ ζην 

δηαθνξνπνηεκέλν πεξηβάιινλ πνπ ην πξνθαιεί θαη λα επαλαθέξεη ηε 

θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ. Κάπνηα απφ ηα 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ επάγνληαη εληζρχνπλ ηελ ηθαλφηεηα αλαδίπισζεο 

πξσηετλψλ, ελεξγνπνηψληαο ηε κεηαγξαθή γνληδίσλ φπσο νη κνξηαθνί ζπλνδνί 

(molecular chaperones) πνπ ππνβνεζνχλ ζηελ νξζή αλαδίπισζε ησλ πξσηετλψλ 

ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, θαη πεξηιακβάλνπλ ηηο πξσηετλεο GRP78 (glucose-

regulated protein-78) θαη calreticulin (39). Ζ πξσηετλε GRP78, επίζεο γλσζηή 

θαη σο BiP, απνηειεί θεληξηθφ ξπζκηζηή ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ 

δηθηχνπ· πξνζδέλεη θαη δηαηεξεί ζε αλελεξγή θαηάζηαζε δηακεκβξαληθέο 

πξσηετλεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ φπσο νη IRE1 (inositol-requiring 

enzyme-1), PERK (double-stranded RNA-activated protein kinase-like ER 

kinase) θαη ATF6 (activating transcription factor-6). Όηαλ αλψκαηα 

αλαδηπισκέλεο πξσηετλεο ζπζζσξεχνληαη ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, ε GRP78 

απειεπζεξψλεη ηηο παξαπάλσ δηακεκβξαληθέο πξσηετλεο, ελεξγνπνηψληαο 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ έρνπλ ζαλ ζηφρν ηελ απνθαηάζηαζε ηεο 

νκνηφζηαζεο θαη ηεο θπζηνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ. 

Σα κνλνπάηηα απηά εληζρχνπλ ηελ παξαγσγή κνξηαθψλ ζπλνδψλ, παξαγφλησλ 
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γηα ηελ απνηθνδφκεζε ησλ ζπζζσξεπκέλσλ πξσηετλψλ θαη αληηνμεηδσηηθψλ 

ελδχκσλ (εηθφλα 8α) (39, 40).  

 ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ηα θχηηαξα ππφ ζπλζήθεο ππεξβνιηθνχ ή 

παξαηεηακέλνπ ζηξεο απνηχρνπλ λα απνθαηαζηήζνπλ ηελ νκνηφζηαζε ζην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν κέζσ ησλ κεραληζκψλ πξνζαξκνγήο, επάγεηαη ε 

απφπησζε. Ζ θαηάιεμε απηή αληηπξνζσπεχεη ηελ ηειεπηαία επηινγή ηνπ 

νξγαληζκνχ ψζηε λα απαιιαγεί απφ δπζιεηηνπξγηθά θχηηαξα. Ζ απφπησζε πνπ 

επάγεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, κεζνιαβείηαη απφ ηνπο εμήο 

παξάγνληεο: 1) ηνλ κεηαγξαθηθφ παξάγνληα CHOP (CCAAT/enhancer-binding 

protein homologous protein), πνπ βξίζθεηαη θαζνδηθά ησλ κνλνπαηηψλ ηεο 

PERK θαη ηεο ATF6, 2) ην κνλνπάηη ηεο IRE1 πνπ ελεξγνπνηεί ηελ θηλάζε JNK 

(c-Jun N-terminal kinase) θαη 3) ηελ θαζπάζε-12 πνπ αιιειεπηδξά κε ηε 

κεκβξάλε ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη ελεξγνπνηείηαη κέζσ ηεο 

απειεπζέξσζεο αζβεζηίνπ απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (εηθφλα 8β) (39, 40). 

Ζ πξσηεΐλε GRP78 απνηειεί θχξην αηζζεηήξα ηνπ ζηξεο πνπ επάγεηαη απφ ην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν θαη βαζηθφ κεραληζκφ επηβίσζεο ηνπ θπηηάξνπ, θαζψο 

είλαη ηθαλή λα κπινθάξεη ηελ απφπησζε ζε δηάθνξα ζηάδηα (40). Δπηπιένλ, 

ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη ε απφπησζε πνπ επάγεηαη απφ βιάβε 

ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηα λεθξηθά ζσιελάξηα, κεζνιαβείηαη ηνπιάρηζηνλ 

ελ κέξεη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (39). 

α                                                        β 

 

Δηθφλα 8. Με ζθνπφ ηελ επηβίσζε ηνπ θπηηάξνπ ππφ ζπλζήθεο ζηξεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ 

δηθηχνπ, νη πξσηετλεο IRE1, PERK θαη ATF6 επάγνπλ ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πξνζαξκνγήο, 

πνπ πεξηιακβάλνπλ ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ θσδηθσπνηνχλ γηα κνξηαθνχο ζπλνδνχο, 

παξάγνληεο απνηθνδφκεζεο ησλ ζπζζσξεπκέλσλ πξσηετλψλ θαη αληηνμεηδσηηθά έλδπκα (α). Σα 

θχηηαξα πνπ θαζίζηαληαη δπζιεηηνπξγηθά ιφγσ έληνλνπ ή παξαηεηακέλνπ ζηξεο εμαιείθνληαη 
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απφ ηνλ νξγαληζκφ κέζσ απνπησηηθψλ κνλνπαηηψλ πνπ κεζνιαβνχληαη απφ ηηο πξσηετλεο 

CHOP, JNK ή caspase 12 (β). Απφ ηε βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (39).   

 

3.2.5  Εωηθά κνληέια ίλωζεο 

Οη δηαδηθαζίεο αλάπηπμεο ηεο ίλσζεο έρνπλ κειεηεζεί ζε δηάθνξα 

κνληέια, θπξίσο ηξσθηηθψλ, ηα νπνία εμεηάδνπλ ηελ πξφθιεζε ίλσζεο ζε 

ζπγθεθξηκέλα φξγαλα ππφ ηελ επηξξνή δηαθνξεηηθψλ παξαγφλησλ. Πνιχ γλσζηά 

είλαη ηα κνληέια ηεο ελδνηξαρεηαθήο ρνξήγεζεο κπιενκπθίλεο ζηνλ πλεχκνλα, 

ηεο απάιεηςεο ηνπ γνληδίνπ ηεο δεζκίλεο ζηε δηαηαηηθή κπνθαξδηνπάζεηα θαη 

ηεο κνλφπιεπξεο απφθξαμεο νπξεηήξα ζηε λεθξηθή ίλσζε (42-45). ΢ηηο 

πεξηπηψζεηο απηέο, ε ίλσζε ησλ δηαθφξσλ νξγάλσλ παξνπζηάδεη φκνηα αιιά θαη 

δηαθνξεηηθά ραξαθηεξηζηηθά, πνπ κπνξεί λα αληαλαθινχλ ηηο δηαθνξέο ζηε 

ιεηηνπξγία θαη ην ραξαθηήξα θάζε νξγάλνπ, ηελ μερσξηζηή επίδξαζε θάζε 

παξάγνληα εξεζηζκνχ, θαζψο θαη ηελ πνιππινθφηεηα ηνπ θαηλνκέλνπ. Γηα 

παξάδεηγκα, ε ίλσζε ηνπ πλεχκνλα ζην κνληέιν ηεο κπιενκπθίλεο 

αλαπηχζζεηαη ζε ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ εηζξνή 

κεγάινπ αξηζκνχ θιεγκνλσδψλ θπηηάξσλ θαη ηλνβιαζηψλ ζηνλ πλεχκνλα, ελψ 

ε απψιεηα ησλ θαξδηαθψλ θπηηάξσλ θαζψο θαη ε αλάπηπμε θιεγκνλήο θαη 

ίλσζεο ζηε δηαηαηηθή κπνθαξδηνπάζεηα παξαηεξνχληαη ζε κεγάιν ρξνληθφ 

δηάζηεκα.  

 

3.2.5.1  Μνληέια λεθξηθήο ίλωζεο: ε κνλόπιεπξε απόθξαμε νπξεηήξα 

ζε ηξωθηηθά 

 

 ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ λεθξνχ, ε ίλσζε πνπ αλαπηχζζεηαη ζην δηάκεζν 

ρψξν κεηαμχ ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ (tubulointerstitial fibrosis) είλαη ην 

ηειηθφ απνηέιεζκα πνιιψλ λεθξηθψλ αζζελεηψλ θαη νδεγεί ζε πξννδεπηηθή 

απψιεηα ηεο λεθξηθήο ιεηηνπξγίαο. Γηα ηε κειέηε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο έρνπλ 

ρξεζηκνπνηεζεί δηάθνξα δσηθά κνληέια, φπσο ηξσθηηθά κεηά απφ ρνξήγεζε  

ζεηαδηδίσλ θαη άιισλ ρεκηθψλ παξαγφλησλ (αδξηακπθίλε, πνπξνκπθίλε) ή 

αληηζσκάησλ πνπ ζηνρεχνπλ ηε βαζηθή κεκβξάλε ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ ή 

ησλ ζπεηξακάησλ, δηαγνληδηαθνί πνληηθνί πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηνλ παξάγνληα 

TGF-β1 ζε ζπγθεθξηκέλν ηκήκα ηνπ λεθξνχ, δηαγνληδηαθά δψα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ηα γνλίδηα ξελίλεο ή αγγεηνηελζίλεο, θαζψο θαη κνληέια 

απνθξαθηηθήο λεθξνπάζεηαο (9, 10, 45-47).  
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 Έλα επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελν κνληέιν λεθξηθήο ίλσζεο απνηειεί εθείλν 

ηεο κνλφπιεπξεο απφθξαμεο νπξεηήξα ζε ηξσθηηθά (Unilateral Ureteral 

Obstruction model) πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ νμεία θαη πιήξε απφθξαμε ηνπ 

νπξεηεξηθνχ αγσγνχ, νδεγψληαο ζε εθθπιηζκφ ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ θαη 

αλάπηπμε ίλσζεο. Ζ θαηάζηαζε απηή ζπλαληάηαη ζπάληα ζηνπο αλζξψπνπο (π.ρ. 

ζε λενγλά κε ζπγγελείο αλσκαιίεο ηνπ νπξηθνχ ζσιήλα θαη ζε άλδξεο κε 

αζζέλεηα ηνπ αδέλα ηνπ πξνζηάηε), αιιά έρεη ην πιενλέθηεκα φηη κηκείηαη ζε 

ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα ηα δηαθνξεηηθά ζηάδηα αλάπηπμεο ηεο λεθξηθήο 

ίλσζεο θαη γηα ην ιφγν απηφ απνηειεί πιένλ έλα απφ ηα θαζηεξσκέλα κνληέια 

κειέηεο. Σα δηαθνξεηηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο ηλσηηθήο παζνινγίαο 

αλαπηχζζνληαη φια κέζα ζε κηα εβδνκάδα απφ ηελ άζθεζε ηεο απφθξαμεο θαη 

εκθαλίδνπλ πςειή αλαπαξαγσγηζηκφηεηα απφ ην έλα πείξακα ζην άιιν. Απηά 

πεξηιακβάλνπλ ηελ εηζξνή θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ζην 

λεθξηθφ δηάκεζν ρψξν (tubulointerstitium), ηνλ απμεκέλν πνιιαπιαζηαζκφ αιιά 

θαη απφπησζε ησλ  επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ κε ηειηθφ 

απνηέιεζκα ηνλ εθθπιηζκφ ηνπο, ηε ζπζζψξεπζε κπντλνβιαζηψλ θαη ηελ 

αλεμέιεγθηε ελαπφζεζε εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο (εηθφλα 9) (45).  

 

 

 

Δηθφλα 9. Πεξίιεςε ησλ δηαθνξεηηθψλ ζηαδίσλ αλάπηπμεο ηεο απνθξαθηηθήο λεθξνπάζεηαο. Ζ 

πεηξακαηηθή νπξεηεξηθή απφθξαμε επάγεη ηε δηείζδπζε καθξνθάγσλ ζην δηάκεζν ρψξν ησλ 



36 

 

λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ. Σα θχηηαξα απηά εθθξίλνπλ απμεηηθνχο παξάγνληεο πνπ απφ ηε κηα 

πιεπξά επλννχλ ηελ απφπησζε θαη αηξνθία ησλ λεθξηθψλ θπηηάξσλ, θαη απφ ηελ άιιε 

επάγνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ ηλνβιαζηψλ. Οη ελεξγνπνηεκέλνη ηλνβιάζηεο παξάγνπλ 

εμσθπηηάξην ζηξψκα πνπ ζηαδηαθά ζπζζσξεχεηαη νδεγψληαο ζηελ αλάπηπμε ίλσζεο. Απφ ηε 

βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά (45).  

 

 Λίγεο ψξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε παξαηεξείηαη δηείζδπζε θαη 

ζπζζψξεπζε θιεγκνλνδψλ θπηηάξσλ ζην δηάκεζν ρψξν κεηαμχ ησλ λεθξηθψλ 

ζσιελαξίσλ. Σα θχηηαξα απηά, πνπ πεξηιακβάλνπλ θπξίσο καθξνθάγα, 

πξνέξρνληαη απφ ηα ηνπηθά αηκνθφξα αγγεία θαη εηζέξρνληαη ζην λεθξηθφ 

δηάκεζν ρψξν δεκηνπξγψληαο επαθέο κεηαμχ ππνδνρέσλ ηεο επηθαλείαο ηνπο θαη 

κνξίσλ πξνζθφιιεζεο πνπ εθθξάδνληαη ζηελ επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ησλ αγγείσλ. Γεδνκέλα πνπ απνθηήζεθαλ απφ ηε δεκηνπξγία 

πνληηθψλ κε απάιεηςε θάπνησλ απφ απηά ηα κφξηα (knockout πνληίθηα) έδεημαλ 

φηη ε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ osteopontin θαη CD44 θαζψο θαη 

εθείλε κεηαμχ ησλ κνξίσλ sulfatide θαη L-selectin, πνπ βξίζθνληαη ζηελ 

επηθάλεηα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ησλ καθξνθάγσλ αληίζηνηρα, είλαη 

απαξαίηεηεο γηα ηε κεηαλάζηεπζε ησλ καθξνθάγσλ ζην λεθξηθφ ηζηφ ζην 

κνληέιν UUO. Αθφκα, άιια ζεκαληηθά κφξηα πξνζθφιιεζεο θαη θπηνθίλεο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ICAM-1, VCAM-1 θαη MCP-1, ζπλεηζθέξνπλ ζηε 

ζηξαηνιφγεζε ησλ καθξνθάγσλ θαη ησλ άιισλ ιεπθνθπηηάξσλ ζην κνληέιν 

UUO (16).  

 Σα ζηξαηνινγνχκελα καθξνθάγα εθθξίλνπλ θπηνθίλεο θαη απμεηηθνχο 

παξάγνληεο πνπ επάγνπλ κηα αληζνξξνπία αλάκεζα ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη 

ηελ απφπησζε ησλ λεθξηθψλ θπηηάξσλ, νδεγψληαο ζηελ πξννδεπηηθή θπηηαξηθή 

αηξνθία θαη απψιεηα ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ. Ο θπηηαξηθφο 

πνιιαπιαζηαζκφο ξπζκίδεηαη ζεηηθά απφ ηηο θπθιίλεο (cyclins) θαη ηηο θπθιηλν-

εμαξηψκελεο θηλάζεο (cyclin-dependent kinases), θαη αξλεηηθά απφ αλαζηνιείο 

ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ πνπ απελεξγνπνηνχλ ηα ζχκπινθα θπθιηλψλ-θηλαζψλ 

(cyclin-dependent kinase inhibitors ). Κάπνηνη απφ απηνχο ηνπο αλαζηνιείο, φπσο 

νη p21 θαη p27 πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ αλαζηνιέσλ CIP/KIP, έρεη 

δεηρζεί πσο ζπκκεηέρνπλ ζηνλ έιεγρν ηνπ θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ ζην 

λεθξηθφ ηζηφ κεηά ηελ επαγσγή ίλσζεο κε νπξεηεξηθή απφθξαμε. Απάιεηςε ησλ 

γνληδίσλ p21 θαη p27 κε ηε δεκηνπξγία knockout πνληηθψλ είρε ζαλ απνηέιεζκα 

ηνλ πςειφηεξν πνιιαπιαζηαζκφ ησλ κπντλνβιαζηψλ θαη ησλ επηζειηαθψλ 

λεθξηθψλ θπηηάξσλ αληίζηνηρα, ρσξίο φκσο λα επεξεάζεη ηελ αλάπηπμε ηεο 
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επαγφκελεο ίλσζεο. Μηα άιιε πξσηεΐλε πνπ επεξεάδεη ηνλ θπηηαξηθφ 

πνιιαπιαζηαζκφ επάγνληαο ηελ αλαζηνιή ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ ή ηελ 

απφπησζε είλαη ν κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο p53. Knockout πνληίθηα γηα ηνλ 

παξάγνληα p53 παξνπζίαζαλ ιηγφηεξε θπηηαξηθή απφπησζε κεηά ηελ επαγσγή 

ίλσζεο ζην κνληέιν UUO. Ωζηφζν, ην γεγνλφο φηη ε απάιεηςε ζπγθεθξηκέλσλ 

παξαγφλησλ ειέγρνπ ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ θαη ηεο απφπησζεο δελ επεξέαζε 

νινθιεξσηηθά ηηο ζπγθεθξηκέλεο δηεξγαζίεο ππνδεηθλχεη φηη έλαο κεγάινο 

αξηζκφο κεζνιαβεηψλ κε πηζαλφλ ιεηηνπξγηθή ζπκπιεξσκαηηθφηεηα θαη 

ρξνληθά ή ηνπηθά πεξηνξηζκέλε δξάζε εκπιέθεηαη ζηε ξχζκηζή ηνπο.  

 Δθηφο απφ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ απφπησζε ησλ λεθξηθψλ 

θπηηάξσλ, νη εθθξηλφκελνη απμεηηθνί παξάγνληεο ππξνδνηνχλ ηελ ελεξγνπνίεζε 

θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ κπντλνβιαζηψλ, έλα ζεκαληηθφ γλψξηζκα ηνπ 

λεθξηθνχ ηζηνχ κεηά ηελ επαγσγή ηεο νπξεηεξηθήο απφθξαμεο. Οη 

ελεξγνπνηεκέλνη ηλνβιάζηεο παξάγνπλ παζνινγηθά απμεκέλε πνζφηεηα 

εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο, γεγνλφο πνπ εγθαζηζηά κηα αληζνξξνπία αλάκεζα ζηε 

ζχλζεζε θαη ηελ απνηθνδφκεζή ηνπ νδεγψληαο ζηελ αλάπηπμε ίλσζεο. Ζ 

απνηθνδφκεζε ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο πηζηεχεηαη πσο εμαξηάηαη ζε κεγάιν 

βαζκφ απφ ην ζχζηεκα ελεξγνπνίεζεο ηνπ πιαζκηλνγφλνπ πνπ ελεξγνπνηεί κε ηε 

ζεηξά ηνπ ηηο κεηαιινπξσηεάζεο ηνπ ζηξψκαηνο (MMPs). Ο θχξηνο αλαζηνιέαο 

ησλ ελεξγνπνηεηψλ ηνπ πιαζκηλνγφλνπ, ε πξσηεΐλε PAI-1 (plasminogen 

activator inhibitor-1), βξίζθεηαη απμεκέλε ζε φιεο ζρεδφλ ηηο λεθξηθέο αζζέλεηεο 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ απνθξαθηηθψλ παζήζεσλ ηνπ λεθξνχ. Ζ εθαξκνγή 

νπξεηεξηθήο απφθξαμεο ζε knockout πνληίθηα γηα ηνλ παξάγνληα PAI-1 

νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε ίλσζεο ζε ζεκαληηθά ρακειφηεξν βαζκφ ζε ζρέζε κε 

ηα control πνληίθηα, ζπλνδεπφκελε απφ κείσζε ζηνλ αξηζκφ ησλ 

κπντλνβιαζηψλ. Ωζηφζν, ζηα knockout πνληίθηα δελ παξαηεξήζεθε απμεκέλε 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ζπζηήκαηνο ηνπ πιαζκηλνγφλνπ, αιιά ζεκαληηθή κείσζε 

ζηνλ αξηζκφ ησλ ελεξγνπνηεκέλσλ καθξνθάγσλ, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη έλαλ 

πηζαλφ ξφιν ηνπ παξάγνληα PAI-1 ζηε θιεγκνλψδε αληίδξαζε.  

Έλα άιιν ζχζηεκα πνπ πξνάγεη ηελ παξαγσγή εμσθπηηάξηαο νπζίαο ζηηο 

λεθξηθέο αζζέλεηεο είλαη ην ζχζηεκα ξελίλεο-αγγεηνηελζίλεο, γλσζηφ κε ηε 

ζπληνκνγξαθία RAS (Renin Angiotensin System). ΢ην ζχζηεκα απηφ, ε 

αγγεηνηελζίλε ΗΗ είλαη ν θχξηνο πξν-ηλσηηθφο παξάγνληαο πνπ παξάγεηαη απφ ην 

πξφδξνκν αγγεηνηελζηλνγφλν κέζσ ηεο δξάζεο ηεο ξελίλεο θαη ηνπ ελδχκνπ 

κεηαηξνπήο ηεο αγγεηνηελζίλεο Η ζε ΗΗ (Angiotensin Converting Enzyme). Ζ 

αγγεηνηελζίλε ΗΗ ζπλδέεηαη ζε δηακεκβξαληθνχο θπηηαξηθνχο ππνδνρείο 
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ελεξγνπνηψληαο ελδνθπηηαξηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ θαηαιήγνπλ ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα NF-θB θαη ηελ παξαγσγή κεγάινπ 

αξηζκνχ πξν-θιεγκνλνδψλ θαη πξν-ηλσηηθψλ θπηνθηλψλ, φπσο ηα κφξηα TNFα 

θαη TGFβ. Ζ δξάζε ηεο αγγεηνηελζίλεο ΗΗ ζην κνληέιν UUO εμηζνξξνπείηαη απφ 

ηελ παξαγσγή ηεο βξαδπθηλίλεο κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο θηλίλεο-θαιιηθξετλεο. Ζ 

βξαδπθηλίλε πξνζδέλεηαη ζε δηακεκβξαληθνχο ππνδνρείο νδεγψληαο ζηελ 

ελδνθπηηαξηθή ελεξγνπνίεζε ηνπ ζπζηήκαηνο ηνπ πιαζκηλνγφλνπ, ηελ 

παξαγσγή ησλ κεηαιινπξσηεαζψλ ηνπ ζηξψκαηνο θαη ηελ επαθφινπζε 

απνηθνδφκεζε ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. Παξά ηηο νπζηψδεηο γλψζεηο πνπ έρνπλ 

απνθηεζεί κέρξη ζήκεξα πάλσ ζηε ξχζκηζε ηεο παξαγσγήο ηνπ εμσθπηηάξηνπ 

ζηξψκαηνο, πεξηζζφηεξεο κειέηεο είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε δηαιεχθαλζε ηεο 

αιιειεπίδξαζεο ησλ ζπζηεκάησλ πνπ πεξηγξάθεθαλ θαη ηελ θαιχηεξε 

θαηαλφεζε ησλ ηδηνηήησλ θαη ηνπ ξφινπ ηνπο ζηηο ηλσηηθέο αζζέλεηεο. 

 Έλα ηειεπηαίν κφξην-θιεηδί ηεο ηλσηηθήο δηαδηθαζίαο, ν ξφινο ηνπ νπνίνπ 

έρεη κειεηεζεί θαη ζην κνληέιν ηεο νπξεηεξηθήο απφθξαμεο, είλαη ν παξάγνληαο 

TGF-β. Όπσο πεξηγξάθεθε αλαιπηηθά ζε πξνεγνχκελε ελφηεηα, ν TGF-β 

απνηειεί ην κφλν γλσζηφ παξάγνληα ηθαλφ λα επάγεη φια ηα ζηάδηα ηεο ηλσηηθήο 

δηαδηθαζίαο, ελψ νη δξάζεηο ηνπ ζρεηίδνληαη κε κείσζε ηεο έθθξαζεο ησλ 

κεηαιινπξσηεαζψλ ηνπ ζηξψκαηνο, αχμεζε ησλ αλαζηνιέσλ TIMP (Tissue 

Inhibitors of MetalloProteinases) θαη PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1), 

θαζψο θαη απμεκέλε παξαγσγή πξσηετλψλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. Ζ 

εθαξκνγή νπξεηεξηθήο απφθξαμεο ζε knockout πνληίθηα γηα ζπζηαηηθά ηνπ 

ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ηνπ TGF-β ππέδεημε ην ζεκαληηθφ ξφιν ηνπ ζηελ 

επαγσγή ηεο ίλσζεο (βιέπε 3.2.3.3.2). Αθφκα, δεδνκέλα απφ knockout πνληίθηα 

απνθάιπςαλ πσο ε παξαγσγή ελεξγνχ παξάγνληα TGF-β ειέγρεηαη απφ ηηο 

ηληεγθξίλεο (δηακεκβξαληθνί θπηηαξηθνί ππνδνρείο γηα ζπζηαηηθά ηεο 

εμσθπηηάξηαο νπζίαο) θαη ην ζχζηεκα ηνπ πιαζκηλνγφλνπ.  

 

 

3.3  Ζ ΠΡΧΣΔΧΜΗΚΖ ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΢ΑΝ ΔΡΓΑΛΔΗΟ 

ΔΝΣΟΠΗ΢ΜΟΤ ΜΟΡΗΧΝ ΠΟΤ ΔΜΠΛΔΚΟΝΣΑΗ ΢Δ 

ΝΔΦΡΗΚΔ΢ Α΢ΘΔΝΔΗΔ΢ 

 

 Ζ πξφζθαηε πξφνδνο ζηε βηνηερλνινγία θαη ηελ πξσηεσκηθή αλάιπζε 

πξνζέθεξε έλαλ αξηηφηεξν ηξφπν κειέηεο ησλ αιιαγψλ πνπ ζπληεινχληαη ζηνπο 
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ηζηνχο ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ λεθξηθψλ 

αζζελεηψλ (48-51). Μηα απφ ηηο πνιιά ππνζρφκελεο ηερληθέο απνηειεί ε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ησλ πξσηετλψλ (mass spectrometry), κέζσ ηεο νπνίαο 

κπνξνχλ λα ηαπηνπνηεζνχλ πξσηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζε πγξά ηνπ ζψκαηνο ή 

δείγκαηα ηζηψλ, ζε κεγάιε θιίκαθα. Κάπνηεο απφ ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

αλαγλσξίδνληαη δχλαληαη λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο βηνδείθηεο γηα ηελ έγθαηξε 

πξφγλσζε θαη δηάγλσζε ησλ λεθξηθψλ ή άιισλ αζζελεηψλ, θαζψο θαη σο ζηφρνη 

ζεξαπεπηηθψλ πξνζεγγίζεσλ.  

 Δηδηθφηεξα φζνλ αθνξά ζηηο λεθξηθέο αζζέλεηεο, ε πξσηεσκηθή αλάιπζε 

θπξίσο δεηγκάησλ νχξσλ έρεη απνθαιχςεη ηελ παξνπζία ζε απηά γλσζηψλ 

πξσηετλψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο ζηα λεθξά θαη 

πξνέξρνληαη απφ εθθξίζεηο ησλ λεθξηθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ (48). Σέηνηεο 

πξσηεΐλεο πεξηιακβάλνπλ ηηο aquaporin-2, polycystin-1, podocin, non-muscle 

myosin II, angiotensin-converting enzyme, Na
+
K

+
2Cl

- 
cotransporter (NKCC2), 

thiazide-sensitive Na-Cl cotransporter (NCC) θαη άιιεο. Αθφκα, πξσηεσκηθέο 

κέζνδνη έρνπλ εθαξκνζηεί ηφζν ζε αλζξψπηλα δείγκαηα φζν θαη ζε δσηθά 

κνληέια γηα ηε κειέηε ηεο δηαθνξηθήο έθθξαζεο πξσηετλψλ ζηε δηαβεηηθή 

λεθξνπάζεηα, ηελ αιβνπκηλνπξία, θαζψο θαη άιιεο παζήζεηο ηνπ λεθξηθνχ 

ζπεηξάκαηνο θαη ησλ λεθξηθψλ ζσιελαξίσλ, κε ζθνπφ ην δηαγλσζηηθφ 

δηαρσξηζκφ ηνπ παζνινγηθνχ απφ ην θπζηνινγηθφ ηζηφ αιιά θαη ηε βαζχηεξε 

θαηαλφεζε ησλ κνξίσλ θαη ησλ κεραληζκψλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ παζνγέλεζε 

ησλ αζζελεηψλ (49, 52). 

 

3.3.1 Δθαξκνγή ηεο πξωηεωκηθήο αλάιπζεο ζην ηλωηηθό κνληέιν ηεο 

κνλόπιεπξεο απόθξαμεο νπξεηήξα ζε ηξωθηηθά 

 

 Ζ δηεμαγσγή πξσηεσκηθήο αλάιπζεο γηα ηε κειέηε ηεο δηαθνξηθήο 

έθθξαζεο πξσηετλψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε λεθξηθέο αζζέλεηεο πξαγκαηνπνηείηαη 

ζπρλφηεξα ζε δείγκαηα νχξσλ, θαζψο κπνξνχλ λα απνθηεζνχλ κε κε επεκβαηηθφ 

ηξφπν θαη ζε κεγάιε πνζφηεηα. Ωζηφζν, απφ ηα δείγκαηα απηά απνπζηάδνπλ 

πνιιέο πξσηεΐλεο ηνπ λεθξηθνχ ηζηνχ πνπ κπνξεί λα κεηαβάιινληαη ζεκαληηθά 

ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο δηαδξακαηίδνληαο νπζηαζηηθφ ξφιν ζηελ εμέιημε 

ηεο λεθξηθήο αζζέλεηαο.  

 Με ζθνπφ ηελ πιεξέζηεξε εμέηαζε ησλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

λεθξηθή ίλσζε, πξαγκαηνπνηήζεθε ζην εξγαζηήξηφ καο ιεπηνκεξήο πξσηεσκηθή 
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αλάιπζε ηνπ λεθξηθνχ θινηνχ ζην κνληέιν ηεο κνλφπιεπξεο απφθξαμεο 

νπξεηήξα ζε αξνπξαίν, ε νπνία δελ είρε αλαθεξζεί κέρξη ηφηε ζηε βηβιηνγξαθία 

(53). Αλ θαη ζην ζπγθεθξηκέλν κνληέιν ε ζπζζψξεπζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο 

παξαηεξείηαη κεηά ηελ παξέιεπζε κίαο εβδνκάδαο απφ ηελ νπξεηεξηθή 

απφθξαμε, ε πξσηεσκηθή αλάιπζε δηεμήρζε θαη ζε λσξίηεξα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα ψζηε λα επηηεπρζεί βαζχηεξε αλάιπζε ησλ αξρηθψλ ζηαδίσλ ηεο 

αζζέλεηαο θαη ησλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζε απηά.  

  ΢πλνιηθά πξαγκαηνπνηήζακε αλάιπζε θαη ζχγθξηζε δεηγκάησλ λεθξηθνχ 

θινηνχ απφ ηέζζεξηο θαηεγνξίεο δψσλ: αξνπξαίνπο πνπ ππέζηεζαλ νπξεηεξηθή 

απφθξαμε θαη ζπζηάζηεθαλ κεηά απφ 2 ή 8 εκέξεο θαη ηα αληίζηνηρα control δψα 

ησλ 2 θαη 8 εκεξψλ. Μεηά ηελ εθρχιηζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηα δείγκαηα απηά 

ζε θαηάιιειν δηάιπκα, πξαγκαηνπνηήζεθε ν δηαρσξηζκφο ηνπο κε ηε κέζνδν ηεο 

δπζδηάζηαηεο ειεθηξνθφξεζεο πξσηετλψλ θαη αθνινχζεζε αλάιπζε ησλ 

πξσηετληθψλ θειίδσλ πνπ πξνέθπςαλ, γηα ηνλ εληνπηζκφ πνηνηηθψλ θαη 

πνζνηηθψλ δηαθνξψλ αλάκεζα ζηα control θαη ηα παζνινγηθά δείγκαηα. Οη 

θειίδεο πνπ παξνπζίαδαλ ελδηαθέξνλ ππνβιήζεθαλ ζε MALDI-TOF-TOF 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ψζηε λα ηαπηνπνηεζνχλ νη πξσηεΐλεο ζηηο νπνίεο 

αληηζηνηρνχζαλ.  

 Σα απνηειέζκαηα απφ ηε ζχγθξηζε ησλ δηαθνξψλ αλάκεζα ζηα δείγκαηα 

πνπ ζπιιέρζεθαλ 2 ή 8 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε θαη ηα 

αληίζηνηρα control δείγκαηα έδεημαλ κεηαβνιέο ζε πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζε 

αλαπηπμηαθέο δηαδηθαζίεο, ζηελ επηθνηλσλία κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ, θαζψο θαη 

ζηελ θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε θαη θηλεηηθφηεηα (53). Σν γεγνλφο απηφ δελ 

πξνθαιεί έθπιεμε, εθφζνλ απηέο νη δηαδηθαζίεο έρνπλ ζπλδεζεί κε αιιαγέο πνπ 

παξαηεξνχληαη θαηά ηελ εμέιημε ηεο ίλσζεο (βιέπε 3.2.3). Κάπνηεο απφ ηηο 

ηαπηνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο παξνπζίαζαλ αιιαγή ζηελ έθθξαζή ηνπο θαη ζηηο δχν 

παξαπάλσ ζπγθξίζεηο. Μεηαμχ απηψλ, νη πξσηεΐλεο calreticulin θαη β-actin 

βξέζεθαλ επηπιένλ λα κεηαβάιινληαη αλάκεζα ζηα ηλσηηθά δείγκαηα ησλ 2 θαη 8 

εκεξψλ. Γεδνκέλνπ φηη ε calreticulin δελ είρε ζπζρεηηζζεί κέρξη ηφηε κε ηλσηηθέο 

δηαδηθαζίεο, ε κειέηε ηεο πηζαλήο εκπινθήο ηεο ζηελ εμέιημε ηεο ίλσζεο 

παξνπζηάδεη ελδηαθέξνλ. Σκήκα απηήο ηεο κειέηεο απνηειεί ε παξνχζα 

δηδαθηνξηθή δηαηξηβή.  
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3.4  Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΖ CALRETICULIN: ΔΝΑ ΜΟΡΗΟ ΜΔ 

ΠΟΛΛΔ΢ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΔ΢ 

 

 Ζ calreticulin απνκνλψζεθε γηα πξψηε θνξά πξηλ απφ πεξίπνπ 30 ρξφληα 

απφ ην ζαξθνπιαζκαηηθφ δίθηπν κπφο θνπλειηνχ, ζαλ κηα πξσηεΐλε κε πςειή 

ζπγγέλεηα πξφζδεζεο ηφλησλ Ca
2+

. ΢ήκεξα είλαη γλσζηφ φηη απνηειεί κηα θχξηα 

πξσηεΐλε πξφζδεζεο θαη απνζήθεπζεο ηφλησλ Ca
2+ 

ζηνλ απιφ ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ, ζπκβάιινληαο ζηελ νκνηφζηαζε θαη ηε 

ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ ηφλησλ αζβεζηίνπ ζην θχηηαξν. Ζ νλνκαζία 

calreticulin αληαλαθιά ηφζν ηελ ηδηφηεηα ηεο πξσηεΐλεο λα πξνζδέλεη ηφληα Ca
2+ 

φζν θαη ηνλ εληνπηζκφ ηεο ζηνλ απιφ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ.  

 Ζ αμηνζεκείσηε ζπληήξεζε πνπ παξαηεξείηαη ηφζν ζηε γελσκηθή 

νξγάλσζε φζν θαη ηελ αθνινπζία ακηλνμέσλ ηεο πξσηεΐλεο ζε δηαθνξεηηθνχο 

νξγαληζκνχο ππνδεηθλχεη ην ζεκαληηθφ ξφιν ηεο ζηελ θπηηαξηθή ιεηηνπξγία 

(54). Δίλαη απνδεθηφ φηη ε πιεηνςεθία ησλ κνξίσλ ηεο calreticulin ζην θχηηαξν 

εληνπίδεηαη ζηνλ απιφ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ. Μηα απφ ηηο ιεηηνπξγίεο 

πνπ επηηειεί ε πξσηεΐλε εθεί είλαη ε ζπκβνιή ηεο ζηελ αλαδίπισζε θαη ηελ 

απφθηεζε ηεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο πνιιψλ θπηηαξηθψλ πξσηετλψλ θαη 

γιπθνπξσηετλψλ. Σν ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν δηαζέηεη κηα εμεηδηθεπκέλε νκάδα 

ηέηνησλ κνξηαθψλ ζπλνδψλ, κεηαμχ ησλ νπνίσλ βξίζθνληαη νη νκφινγεο πξνο 

ηελ calreticulin πξσηεΐλεο calnexin θαη calmegin. Ζ calreticulin πηζηεχεηαη πσο 

αλαγλσξίδεη ηα ππνζηξψκαηά ηεο κέζσ πξφζδεζεο ζηηο πδαηαλζξαθηθέο νκάδεο 

ησλ γιπθνπξσηετλψλ αιιά θαη ζε πεπηηδηθέο αιιεινπρίεο.  

 Ζ απνθάιπςε ηνπ ζεκαληηθνχ ξφινπ θαη ησλ πνηθίισλ θπηηαξηθψλ 

ιεηηνπξγηψλ ηεο calreticulin πξνήιζε απφ ηελ θαηαζθεπή θπηηαξηθψλ ζεηξψλ θαη 

δψσλ κε έιιεηςε ηεο πξσηεΐλεο. Ζ θαηαζθεπή knockout πνληηθνχ γηα ην γνλίδην 

ηεο calreticulin απνηέιεζε ηελ πξψηε αλαθνξά απάιεηςεο κηαο πξσηεΐλεο ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ ζε δσληαλφ νξγαληζκφ. Σν πην αμηνπξφζεθην 

ραξαθηεξηζηηθφ ησλ πνληηθψλ απηψλ είλαη φηη πεζαίλνπλ θαηά ην εκβξπτθφ 

ζηάδην ιφγσ θαξδηαθήο αλεπάξθεηαο, γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη ηε κεγάιε 

ζεκαζία ηεο calreticulin γηα ηελ αλάπηπμε ηεο θαξδηάο. Ζ πξσηεΐλε εθθξάδεηαη 

ζε πςειά επίπεδα ζηελ θαξδηά θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εκβξπνγέλεζεο, ελψ ε 

έθθξαζή ηεο ζηελ ψξηκε θαξδηά κεηά ηε γέλλεζε κεηψλεηαη αηζζεηά. Πξφζθαηε 

έξεπλα έδεημε φηη ην γνλίδην ηεο calreticulin απνηειεί ζηφρν κεηαγξαθηθψλ 

παξαγφλησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ελεξγνπνηεηψλ θαη θαηαζηνιέσλ ηεο 
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κεηαγξαθήο, πνπ εκπιέθνληαη ζην θαξδηαθφ αλαπηπμηαθφ πξφγξακκα (55, 56). 

Αλ θαη ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν ε calreticulin ειέγρεη ηελ αλάπηπμε ηεο θαξδηάο 

δελ είλαη πιήξσο θαηαλνεηφο, ην πηζαλφηεξν είλαη πσο ε ηδηφηεηα ηεο πξσηεΐλεο 

λα ξπζκίδεη ηα θπηηαξηθά απνζέκαηα Ca
2+ 

παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν (54, 57).  

 ΢ην θπηηαξηθφ επίπεδν ε έιιεηςε ηεο πξσηεΐλεο έρεη ιηγφηεξν ζνβαξέο 

ζπλέπεηεο, επηηξέπνληαο ζηα θχηηαξα λα επηδήζνπλ θαη λα κεγαιψλνπλ κε 

θαλνληθνχο ξπζκνχο αλάπηπμεο. Ωζηφζν, ε απάιεηςε ή ππεξέθθξαζε ηεο 

calreticulin ζε δηάθνξεο θπηηαξηθέο ζεηξέο έρεη ζπζρεηίζεη ηελ πξσηετλε κε ηε 

ξχζκηζε ζεκαληηθψλ θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ, φπσο είλαη ε απφπησζε, ε 

γνληδηαθή έθθξαζε, ε αλνζνινγηθή απφθξηζε θαη ε θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε θαη 

κεηαλάζηεπζε (54).  

 Ζ ηθαλφηεηα ηεο calreticulin λα ξπζκίδεη ηελ απφπησζε έρεη κειεηεζεί ζε 

δηάθνξα ζπζηήκαηα. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά HeLa 

νδήγεζε ζε αχμεζε ηεο επαηζζεζίαο ησλ θπηηάξσλ ζηελ απφπησζε, πνπ 

ζπλνδεπφηαλ απφ απμεκέλε απειεπζέξσζε ηνπ θπηνρξψκαηνο c απφ ηα 

κηηνρφλδξηα. ΢ε αληίζεζε, ε απάιεηςε ηεο πξσηεΐλεο απφ ηα θχηηαξα είρε ηα 

αληίζηξνθα απνηειέζκαηα (58). Αληίζηνηρα, ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζε 

θαξδηνκπνθχηηαξα αχμεζε ηελ επαηζζεζία ησλ θπηηάξσλ ζην νμεηδσηηθφ ζηξεο 

θαη ηελ απφπησζε πνπ πξνθιήζεθε απν ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (59). 

Δπηπιένλ, πξφζθαηε κειέηε έδεημε φηη ε ιεηηνπξγία ηεο calreticulin είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηε ζηαζεξνπνίεζε θαη ηνλ ππξεληθφ εληνπηζκφ ηνπ 

κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα p53, ελφο γλσζηνχ επαγσγέα ηεο απφπησζεο (60). 

 Δμίζνπ ζεκαληηθή θαίλεηαη λα είλαη ε εκπινθή ηεο calreticulin ζηε 

ξχζκηζε ηεο αλνζνινγηθήο απφθξηζεο (54, 61-65). Ζ πξσηεΐλε απνηειεί 

ζπζηαηηθφ ησλ ιπηηθψλ θπζηηδίσλ ησλ θπηηαξνηνμηθψλ ιεκθνθπηηάξσλ, ελψ 

έρεη δεηρζεί ε αιιειεπίδξαζή ηεο κε ζπζηαηηθά ηνπ ζπκπιεξψκαηνο θαη ε 

ηθαλφηεηά ηεο λα ξπζκίδεη ηελ σξίκαλζε ησλ αληηγνλνπαξνπζηαζηηθψλ 

θπηηάξσλ θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ πεξηθεξηθψλ T ιεκθνθπηηάξσλ. Δπηπιένλ, 

θαίλεηαη πσο ε calreticulin ελεξγνπνηεί ηηο αλνζνινγηθέο απνθξίζεηο, θαζψο 

απμάλεη ηελ εηζξνή ιεκθνθπηηάξσλ ζε φγθνπο θαη πξνσζεί ηελ αλαγλψξηζε θαη 

απνκάθξπλζε απνπησηηθψλ θπηηάξσλ απφ ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα.  

 Αλ θαη ε calreticulin δηαζέηεη κηα εηδηθή πεπηηδηθή αιιεινπρία ππεχζπλε 

γηα ηελ παξακνλή ηεο ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, έρεη βξεζεί ζηελ επηθάλεηα 

κηαο πνηθηιίαο θπηηαξηθψλ ηχπσλ. Ο κεραληζκφο κεηαηφπηζεο ηεο πξσηεΐλεο απφ 

ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα δελ είλαη γλσζηφο, αιιά 

είλαη πηζαλφ λα εκπιέθεη ην εθθξηηηθφ κνλνπάηη ηνπ θπηηάξνπ. Έρεη δεηρζεί ε 
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ηθαλφηεηα ηεο calreticulin λα δηακνξθψλεη ηελ πξνζθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ ζην 

ππφζηξσκα είηε πξνζδελφκελε ζηηο πξσηεΐλεο ηνπ εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο 

ηλσδνγφλν θαη ιακηλίλε θαη ζρεκαηίδνληαο ζχκπινθα κε ηηο ηληεγθξίλεο (54) είηε 

επεξεάδνληαο ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα θαη ηελ γνληδηαθή έθθξαζε ησλ 

θπηηάξσλ (66-68). Δπηπιένλ, ε calreticulin ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα 

αιιειεπηδξά κε ηελ πξσηείλε ηνπ εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο thrombospondin I 

επάγνληαο ηελ απνζπλαξκνιφγεζε ησλ εζηηαθψλ επαθψλ κε ην ππφζηξσκα θαη 

ηελ θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε (69).  

 

 

3.5  ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΖ΢ ΓΗΓΑΚΣΟΡΗΚΖ΢ ΓΗΑΣΡΗΒΖ΢ 

 

 Απφ ηα παξαπάλσ θαίλεηαη πσο ε calreticulin, κηα πξσηεΐλε πνπ αξρηθά 

εληνπίζηεθε ράξε ζηελ ηθαλφηεηά ηεο λα πξνζδέλεη κε πςειή ζπγγέλεηα ηφληα 

Ca
2+

, απνηειεί κηα πνιπιεηηνπξγηθή πξσηεΐλε κεγάιεο ζπνπδαηφηεηαο γηα ην 

θχηηαξν πνπ θέξεη πνηθίινπο ξφινπο ζε δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά δηακεξίζκαηα. 

΢ηα πεηξάκαηά καο ε calreticulin εληνπίζηεθε ζαλ κηα πξσηεΐλε πνπ απμάλεηαη 

ζεκαληηθά θαηά ηελ εμέιημε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο ζην κνληέιν ηεο κνλφπιεπξεο 

απφθξαμεο νπξεηήξα ζηνλ αξνπξαίν. Μάιηζηα, ε αχμεζε δελ παξαηεξήζεθε 

κφλν ζηα ηλσηηθά δψα ζε ζχγθξηζε κε ηα θπζηνινγηθά, αιιά θαη θαηά ηελ 

εμέιημε ηεο ίλσζεο απφ ηηο 2 ζηηο 8 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Μηα 

αξρηθή κειέηε κε ηηο ηερληθέο ηνπ Western blotting θαη Real-time PCR 

επηβεβαίσζε ηελ παξαηεξνχκελε αχμεζε ηεο calreticulin ζηνλ ηλσηηθφ λεθξηθφ 

ηζηφ ηφζν ζε επίπεδν πξσηεΐλεο φζν θαη ζε επίπεδν RNA (53).  

Ο ζηφρνο ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο ήηαλ λα δηαιεπθάλεη ην ξφιν πνπ 

δηαδξακαηίδεη ε calreticulin, κηα πξσηεΐλε κε ηφζεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, θαηά 

ηελ εμέιημε ηεο ηλσηηθήο δηαδηθαζίαο, εμεηάδνληαο ηελ πηζαλή ζπζρέηηζή ηεο κε 

θαίξηεο αιιαγέο πνπ πξαγκαηνπνηνχληαη θαηά ηελ ίλσζε. Ζ αλάιπζε απηή είλαη 

δπλαηφλ λα ζπκβάιιεη ζηελ εχξεζε κειινληηθψλ θαξκαθεπηηθψλ ζηφρσλ κε 

ζθνπφ ηελ θαζπζηέξεζε ή ηε ζεξαπεία ηεο αλάπηπμεο ηεο ίλσζεο.  
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4  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

4.1  ΤΛΗΚΑ 

 

4.1.1 Γηαιύκαηα 

 

4.1.1.1 Ζιεθηξνθόξεζε αγαξόδεο 

 

5x TBE 54 g Tris 

27.5 g Boric acid 

20 ml 0.5M EDTA pH 8.0 

dH2O κέρξη ην 1lt 

6x DNA loading buffer 0.25% bromophenol blue 

40% (w/v) sucrose ζε dH2O  

 

4.1.1.2 Ζιεθηξνθόξεζε πνιπαθξπιακηδίνπ 

 

5x Running buffer 15.1 g Tris 

94 g Glycine 

50 ml 10% SDS 

dH2O κέρξη ην 1lt 

 

4.1.1.3  Αλνζναπνηύπωκα θαηά Western (Western blotting) 

 

10x Transfer buffer 30.3 g Tris 

144.1 g Glycine 

dH2O κέρξη ην 1lt 

Blocking buffer 5% dry milk 

0.05% Tween20 

ζε 1x TBS 

ή  

3% dry milk ζε 1x PBS (εηδηθφ γηα ηελ 

Calreticulin) 

Washing buffer 0.05% Tween20 

ζε 1x TBS 

ή 
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Ζ2Ο θαη PBS-0.05% Tween20 (εηδηθφ γηα ηελ 

Calreticulin) 

 

 

4.1.1.4 Άιια δηαιύκαηα 

 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 10x 80 g NaCl 

2 g KCl 

14.4 g Na2HPO4 

2.4 g KH2PO4 

dH2O κέρξη ην 1lt 

Ρχζκηζε ηνπ pH ζην 7.4 κε HCl 

Tris Buffered Saline (TBS) 10x 80 g NaCl 

2 g KCl 

30 g Tris 

dH2O κέρξη ην 1lt 

Ρχζκηζε ηνπ pH ζην 7.4 κε HCl 

RIPA 50 mM Tris pH 7.4 

1% NP40 

0.25% DOC 

150mM NaCl 

1mM Na2EDTA 

1mM PMSF 

1ml cocktail inhibitors /10
9
 θχηηαξα  

ζε dH2O 

 

 

4.1.2  Θξεπηηθά πιηθά Κπηηαξνθαιιηέξγεηαο 

 

4.1.2.1  Θξεπηηθό πιηθό γηα βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο E.coli 

 

Τγξέο θαιιηέξγεηεο ΢ηεξεέο θαιιηέξγεηεο (ζε ηξπβιία Petri) 

  

Luria Broth medium (Sigma)  Luria Agar medium (Sigma) 
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4.1.2.2  Θξεπηηθό πιηθό γηα θαιιηέξγεηα θπηηαξηθήο ζεηξάο ΖΚ-2 

 

DMEM πεξηεθηηθφηεηαο 4.5% ζε γιπθφδε 

αλακεκεηγκέλν κε ίζε πνζφηεηα F12 θαη 

ζπκπιεξσκέλν κε 

10% fetal bovine serum (FBS) 

L-glutamine (2mM) 

Penicillin/Streptomycin (100 κg/ml) 

 

 

4.1.3 Αληηβηνηηθά 

 

Ολνκαζία ΢πγθέληξωζε δηαιύκαηνο 

αληηβηνηηθνύ 

΢πγθέληξωζε ζην ηειηθό 

δηάιπκα 

   

Ακπηθηιιίλε 50 mg/ml (500x) 100 κg/ml 

 

 

4.1.4 ΢ηειέρε E.coli 

 

Ολνκαζία Γνλόηππνο 

  

XL1-Blue supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi 

relA1 lac
- 
F΄[proAB

+ 
lacI

q 
lacZΓM15 

Tn10(tet
r
)] 

DH5α supE44 ΓlacU169 (θ80lacZΓM15) hsdR17 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 

 

 

4.1.5 Κπηηαξηθέο ζεηξέο 

 

Ολνκαζία Πξνέιεπζε Πεξηγξαθή 

   

ΖΚ-2 Αλζξψπηλα θχηηαξα απφ ην 

επηζήιην ησλ εγγχο λεθξηθψλ 

ζσιελαξίσλ ελήιηθνπ αηφκνπ 

Δπηζειηαθή κνξθνινγία, ηζρπξή 

πξνζθφιιεζε ζην ππφζηξσκα 
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4.1.6 Οιηγνλνπθιενηίδηα 

 

4.1.6.1  Οιηγνλνπθιενηίδηα γηα θαηαζθεπή εηδηθνύ shRNA κνξίνπ γηα ην 

αλζξώπηλν γνλίδην ηεο calreticulin 

 

Ολνκαζία  Αιιεινπρία Πξνϊόλ πβξηδηζκνύ 

CALRshRNA-sense 5΄GATCCCCGGAGCAGTTTCTGGACG

GATTCAAGAGATCCGTCCAGAAACT

GCTCCTTTTTC 3΄ 

κφξην shRNA εηδηθφ γηα 

ηελ calreticulin 

CALRshRNA-antisense 5΄ΣCGAGAAAAAGGAGCAGTTTCTG

GACGGATCTCTTGAATCCGTCCAGA

AACTGCTCCGGG 3΄ 

κφξην shRNA εηδηθφ γηα 

ηελ calreticulin 

 

 

4.1.6.2 Δθθηλεηέο γηα αληίδξαζε Real-time PCR 

 

Ολνκαζία εθθηλεηή Αιιεινπρία Πξνϊόλ Real-time PCR 

   

humCALR-For GCTGGATCGAATCCAAACAC human calreticulin  

humCALR-Rev GAGCATAAAAGCGTGCATCC human calreticulin  

18S rRNA-For AACTTTCGATGGTAGTCGCCG 18S rRNA 

18S rRNA-Rev CCTTGGATGTGGTAGCCGTTT 18S rRNA 

hCOL1A1-Fw GCCCCGACGGCTCAGAGTCA human COL1A1 

hCOL1A1-Rv GGATGCCATCTCGGCCAGGG human COL1A1 

hCOL4A1-Fw CGGCCGTGGGACCTGCAATT human COL4A1 

hCOL4A1-Rv GACTTGGCAGCGGCTGACGT human COL4A1 

hFN1-Fw TCATCCCAGAGGTGCCCCAACT human FN1 

hFN1-Rv CTGCCGCAACTACTGTGATGCG human FN1 

hEcadherin-Fw ATAGAGAACGCATTGCCACATACA human E-cadherin 

hEcadherin-Rv TTCTGATCGGTTACCGTGATCA human E-cadherin 

hVimentin-Fw GAATGACCGCTTCGCCAACT human Vimentin 

hVimentin-Rv CCGCATCTCCTCCTCGTAG human Vimentin 

hActa2-Fw CGGGACTAAGACGGGAATCCTGTG human Acta2 

hActa2-Rv CCCAGCAAAGCCGGCCTTACA human Acta2 

hSnai1-Fw CACTATGCCGCGCTCTTTCCTCG human Snai1 

hSnai1-Rv CAGCAGGTGGGCCTGGTCGTAG human Snai1 

hSnai2-Fw GCCAAACTACAGCGAACTGGACACA human Snai2 
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hSnai2-Rv TGGAGCAGCGGTAGTCCACACA human Snai2 

hTSP1-Fw GACTAGGCGTCCTGTTCCTG human TSP1 

hTSP1-Rv CAAACACGCTGTTGTCTCCG human TSP1 

hTNFa-Fw CCCATGTTGTAGCAAACCCTC human TNFa 

hTNFa-Rv TATCTCTCAGCTCCACGCCA human TNFa 

hMCP1-Fw TCTGTGCCTGCTGCTCATAG human MCP1 

hMCP1-Rv GGGCATTGATTGCATCTGGC human MCP1 

hIL8-Fw TGTGAAGGTGCAGTTTTGCCA human IL8 

hIL8-Rv GGGGTGGAAAGGTTTGGAGTA human IL8 

mouse-CALR-fw TGCTCCTTTCGGTGCCGCTC mouse calreticulin 

mouse-CALR-rv CCAGCGGTTGGTCCAGGCATC mouse calreticulin 

mCol1a1-Fw TGGACGGCTGCACGAGTCAC mouse Col1a1 

mCol1a1-Rv GCAGGCGGGAGGTCTTGGTG mouse Col1a1 

mCol3a1-Fw CTGGTCAAGCTGGTCCGGCA mouse Col3a1 

mCol3a1-Rv AGGTCCAGGCAGTCCACGCT mouse Col3a1 

mCol4a1-Fw ATGGAATCCCGGGGTCGGCA mouse Col4a1 

mCol4a1-Rv GGGAAGCCGGGGAAGCCTCT mouse Col4a1 

mFn1-Fw GCTGCCAGGAGACAGCCGTG mouse Fn1 

mFn1-Rv GTCTTGCCGCCCTTCGGTGG mouse Fn1 

mTgfb1-Fw GTGGACCGCAACAACGCCATCT mouse Tgfb1 

mTgfb1-Rv GCAATGGGGGTTCGGGCACT mouse Tgfb1 

mSnai1-Fw TCCGCACCCACACTGGTGAGA mouse Snai1 

mSnai1-Rv GGTTTGGAGGTGGGCACGCA mouse Snai1 

mSnai2-Fw ACGCCTCCAAGAAGCCCAACT mouse Snai2 

mSnai2-Fw GGGCTGTATGCTCCCGAGGTG mouse Snai2 

mTSP1-Fw CAATTTTCAGGGGGTGCTGC mouse TSP1 

mTSP1-Rv CCGTTCACCACGTTGTTGTC mouse TSP1 

mMcp1-Fw CATCCACGTGTTGGCTCA mouse Mcp1 

mMcp1-Fw GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT mouse Mcp1 

mTNFa-Fw TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG mouse TNFa 

mTNFa-Rv ATGAGAGGGAGGCCATTTG mouse TNFa 

 

 

4.1.7 Αληηζώκαηα 

 

Ολνκαζία αληηζώκαηνο Δηαηξεία Κωδηθόο 

   

a-calreticulin Upstate #06-661 
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a-E-cadherin BD 610181 

a-vinculin Sigma V9131 

a-vimentin Thermo Scientific #MS-129 

a-GRP78 Acris AP06149PU-N 

a-fibronectin Santa Cruz sc-8422 

a-COL1A1 Santa Cruz sc-25974 

a-phosho-Smad3 Abcam ab52903 

a-Smad3 Cell Signaling #3102 

a-β-actin Sigma A5316 

a-β-tubulin Abcam ab6046 

a-BrdU Abcam ab6326 

a-collagen IV Sigma C1926 

a-cleaved caspase-3 Cell Signaling #9661 

a-alpha SMA Abcam ab76549 

a-rabbit/mouse/goat-HRP Sigma n/a 

Alexa Fluor fluorescent 

secondary antibodies 

Invitrogen n/a 

 

 

4.2  ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

4.2.1 Καιιηέξγεηα θπηηάξωλ ζειαζηηθώλ (ΖΚ-2) 

 

 Ζ θπηηαξηθή ζεηξά ΖΚ-2 θαιιηεξγήζεθε ζην εηδηθφ ζξεπηηθφ πιηθφ 

(βιέπε 4.1.2.2) ζε ζπλζήθεο 37
ν
C θαη 5% CO2, παξνπζία πγξαζίαο. Σα θχηηαξα 

δηαηεξνχληαλ ζε θιάζθεο θαιιηέξγεηαο ησλ 25 cm
2
 ή ησλ 75 cm

2
 ζε ζπλνιηθφ 

φγθν 5 θαη 10 ml αληίζηνηρα, ελψ αλαθαιιηεξγνχληαλ θάζε 3-4 εκέξεο ζε 

αλαινγία 1:4 κε κεηαθνξά ζε λέεο θιάζθεο κε θξέζθν ζξεπηηθφ πιηθφ.  

 Ζ αλαθαιιηέξγεηα πξαγκαηνπνηνχληαλ φηαλ ν θπηηαξηθφο πιεζπζκφο είρε 

θηάζεη ζην ζεκείν λα θαιχπηεη ηελ επηθάλεηα ηεο θιάζθαο ζε πνζνζηφ ~80%, 

ψζηε ηα θχηηαξα λα ζπλερίδνπλ λα βξίζθνληαη ζηε ινγαξηζκηθή θάζε 

αλάπηπμεο. Αθνχ ην θαιιηεξγεηηθφ πιηθφ αθαηξνχληαλ απφ ηε θιάζθα, ηα 

θχηηαξα επσάδνληαλ κε 1-2 ml δηαιχκαηνο ζξπςίλεο ζηνπο 37
ν
C γηα ρξνληθφ 

δηάζηεκα 5-10 ιεπηψλ, ψζηε λα μεθνιιήζνπλ απφ ηελ επηθάλεηα ηεο θιάζθαο. 

Αθνινπζνχζε πξνζζήθε ζηε θιάζθα 2πιάζηνπ φγθνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ κε νξφ 

γηα ηελ απελεξγνπνίεζε ηεο ζξπςίλεο, κεηαθνξά ηνπ ελαησξήκαηνο ησλ 

θπηηάξσλ ζε 15 ml falcon θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 1000 ζηξνθέο γηα 10 ιεπηά. 
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Σν ίδεκα ησλ θπηηάξσλ επαλαδηαιπφηαλ ζε θξέζθν ζξεπηηθφ πιηθφ θαη 

κεηαθεξφηαλ ζε λέεο θιάζθεο φπσο πεξηγξάθεθε παξαπάλσ.  

 Γηα ην πάγσκα θαη ηελ απνζήθεπζε ησλ θπηηάξσλ ζηνπο -135
ν
C, 

αθνινπζνχληαλ ε δηαδηθαζία ηεο ζξπςηλνπνίεζεο πνπ πεξηγξάθεθε παξαπάλσ, 

θαη ην ίδεκα ησλ θπηηάξσλ επαλαδηαιπφηαλ ζε πιήξεο ζξεπηηθφ πιηθφ 

εκπινπηηζκέλν κε 7,5% DMSO θαη κεηαθεξφηαλ ζε εηδηθή ακπνχια φγθνπ 2ml. 

Αθνινπζνχζε ζηαδηαθή ςχμε ζηνπο -20
ν
C, ζηε ζπλέρεηα ζηνπο -80

ν
C, θαη 

γηλφηαλ ηειηθή απνζήθεπζε ζηνπο -135
ν
C. Γηα ηελ επαλαθαιιηέξγεηα ησλ 

θπηηάξσλ, νη ακπνχιεο μεπάγσλαλ ζε πδαηφινπηξν ζεξκνθξαζίαο 37
ν
C θαη ηα 

θχηηαξα θαηαθξεκλίδνληαλ κε πξνζζήθε 3πιάζηνπ φγθνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ ζε 

15 ml falcon θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 1000 ζηξνθέο γηα 10 ιεπηά. Σν ίδεκα ησλ 

θπηηάξσλ επαλαδηαιπφηαλ ζε θξέζθν ζξεπηηθφ πιηθφ θαη κεηαθεξφηαλ ζε 

θιάζθεο θαιιηέξγεηαο.  

 

4.2.2 Καηαζθεπή θπηηαξηθώλ ζεηξώλ ΖΚ-2 κε ζηαζεξή ππεξέθθξαζε 

ή ππνέθθξαζε ηεο πξωηεΐλεο calreticulin 

 

4.2.2.1  Καηαζθεπή θαηάιιεινπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα πνπ θέξεη ην cDNA γηα 

ηελ πξωηεΐλε calreticulin 

 

Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο πνπ θέξεη ην cDNA γηα ηελ πξσηεΐλε calreticulin 

ηνπ πνληηθνχ (pcDNA-mCRT) καο ρνξεγήζεθε απφ ηνλ Dr. Yoshito Ihara 

(Wakayama Medical School, Japan). Ζ αιιεινπρία ηνπ cDNA ηεο calreticulin 

(mCRT) ππν-θισλνπνηήζεθε ζε θαηάιιειν πιαζκηδηαθφ θνξέα, ζρεδηαζκέλν 

γηα ππεξέθθξαζε πξσηετλψλ, πνπ θέξεη γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζην αληηβηνηηθφ 

πγξνκπθίλε (pcDNA3.1-hygro), σο εμήο: 

 

 Ζ αιιεινπρία ηνπ cDNA ηεο calreticulin απνκνλψζεθε απφ ην πιαζκίδην 

κε πέςε κε ηηο θαηάιιειεο ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνχ.  

 Σν πξντφλ ηεο πέςεο θνξηψζεθε θαη ειεθηξνθνξήζεθε ζε gel αγαξφδεο 

ψζηε λα δηαρσξηζηεί ην ηκήκα ηνπ cDNA ηεο calreticulin απφ ηνλ 

πιαζκηδηαθφ θνξέα.  

 Σν ηκήκα ηνπ cDNA ηεο calreticulin απνκνλψζεθε απφ ην gel αγαξφδεο 

κε ηε κέζνδν ηνπ gel extraction, κε ρξήζε ηνπ QIAquick Gel Extraction 

kit απφ ηελ QIAGEN, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  
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 ΢ηε ζπλέρεηα, ν θπθιηθφο πιαζκηδηαθφο θνξέαο pcDNA3.1-hygro (βιέπε 

παξάξηεκα) έγηλε γξακκηθφο κε πέςε κε ηα θαηάιιεια έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ πνπ έρνπλ κνλαδηθέο ζέζεηο αλαγλψξηζεο ζηελ αιιεινπρία 

multiple cloning site (MCS) ηνπ θνξέα. Υξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αληίζηνηρα 

έλδπκα κε ηα νπνία είρε απνκνλσζεί ην cDNA ηεο calreticulin απφ ηνλ 

πξνεγνχκελν πιαζκηδηαθφ θνξέα. Με ηνλ ηξφπν απηφ ν θνξέαο θαη ην 

cDNA απέθηεζαλ ζπκπιεξσκαηηθά άθξα.  

 Ο γξακκηθφο πιαζκηδηαθφο θνξέαο θαη ην ηκήκα ηνπ cDNA ζπλδέζεθαλ 

νκνηνπνιηθά απφ ηελ Σ4 DNA ιηγάζε ζηα ζπκβαηά ηνπο άθξα, ψζηε λα 

δεκηνπξγεζεί έλα λέν, αλαζπλδπαζκέλν, θπθιηθφ πιαζκίδην πνπ θέξεη ην 

cDNA ηεο calreticulin ηνπ πνληηθνχ θαζνδηθά ελφο ηζρπξνχ ππνθηλεηή 

(CMV promoter), ν νπνίνο είλαη ηθαλφο λα κεηαγξάθεη ην cDNA ηεο 

calreticulin ζε κεγάιεο πνζφηεηεο.  

 Σν πξντφλ ηεο αληίδξαζεο ιηγάζεο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην 

κεηαζρεκαηηζκφ δεθηηθψλ θπηηάξσλ E.coli ηα νπνία επηζηξψζεθαλ ζε 

ηξπβιίν Petri κε LB-agar θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 37
ν
C overnight, ψζηε λα 

αλαπηπρζνχλ απνηθίεο πνπ ζα έρνπλ πξνζιάβεη ην αλαζπλδπαζκέλν 

πιαζκίδην.  

 Δπηιεγκέλεο απνηθίεο ζηε ζπλέρεηα εκβνιηάζηεθαλ ζε πγξή θαιιηέξγεηα 

LB (3ml) θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 37
ν
C overnight γηα λα αλαπηπρζνχλ. 

Αθνινχζεζε απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA ζε κηθξή θιίκαθα 

(mini-preparation) απφ κέξνο ηεο θαιιηέξγεηαο κε ρξήζε ηνπ QIAprep 

Spin Miniprep kit ηεο QIAGEN, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ 

θαηαζθεπαζηή.  

 Σν απνκνλσκέλν DNA ππέζηε πέςε κε ηα θαηάιιεια έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ θαη αθνινχζσο ειεθηξνθφξεζε ζε gel αγαξφδεο, ψζηε λα 

δηαπηζησζεί κε βάζε ηα ηκήκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ αληίδξαζε 

πέςεο εάλ ην απνκνλσκέλν πιαζκίδην πεξηιακβάλεη πξάγκαηη ην cDNA 

ηεο calreticulin ή ηνλ άδεην θνξέα.  

 ΢ηε ζπλέρεηα, νη θαιιηέξγεηεο απφ ηηο νπνίεο απνκνλψζεθαλ ηα 

αλαζπλδπακέλα πιαζκίδηα εκβνιηάζηεθαλ ζε κεγαιχηεξε πγξή 

θαιιηέξγεηα (100ml) θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 37
ν
C overnight γηα λα 

αλαπηπρζνχλ. Αθνινχζεζε απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA ζε 

κεζαία θιίκαθα (midi-preparation) κε ρξήζε ηνπ Plasmid Midi kit ηεο 

QIAGEN, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  
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 To αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην (pcDNA3.1-hygro-mCRT) 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε δηακφιπλζε ησλ θπηηάξσλ ΖΚ-2, κε ζθνπφ ηελ 

θαηαζθεπή θπηηαξηθψλ ζεηξψλ πνπ ππεξεθθξάδνπλ ζηαζεξά ηελ 

πξσηετλε calreticulin.  

 

4.2.2.2 Καηαζθεπή θαηάιιεινπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα πνπ θέξεη εηδηθό 

shRNA κόξην γηα ην αλζξώπηλν γνλίδην ηεο calreticulin 

 

Δηδηθέο sense θαη antisense αιιεινπρίεο (βιέπε 4.1.6.1) πβξηδίζηεθαλ ζε 

δηάιπκα 10mM Tris pH 8.0/50mM NaCl, κε επψαζε ζηνπο 95
ν
C γηα 5 ιεπηά θαη 

ζηαδηαθή επαλαθνξά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ overnight. ΢ηε ζπλέρεηα 

θισλνπνηήζεθαλ ζε εηδηθφ πιαζκηδηαθφ θνξέα, pSuper.retro.puro (βιέπε 

παξάξηεκα), πνπ είρε θνπεί κε ηα θαηάιιεια έλδπκα πεξηνξηζκνχ κε δηαδηθαζία 

αλάινγε κε απηή πνπ πεξηγξάθεθε παξαπάλσ (βιέπε 4.2.2.1). Σα 

αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα απνκνλψζεθαλ κε ηελ ίδηα δηαδηθαζία 

κεηαζρεκαηηζκνχ δεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ θαη εκβνιηαζκνχ πγξήο 

θαιιηέξγεηαο, αθνινπζνχκελσλ απφ παξαζθεπή πιαζκηδηαθνχ DNA. Σν 

πιαζκίδην πνπ απνκνλψζεθε (pSuper.retro.puro-shRNA.CRT) ρξεζηκνπνηήζεθε 

γηα ηε δηακφιπλζε ησλ θπηηάξσλ ΖΚ-2, κε ζθνπφ ηελ θαηαζθεπή θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ πνπ ππoεθθξάδνπλ ζηαζεξά ηελ πξσηετλε calreticulin.  

 

 

4.2.2.3 ΢ηαζεξή δηακόιπλζε ηωλ θπηηάξωλ ΖΚ-2 κε πιαζκίδην πνπ θέξεη ην 

cDNA γηα ηελ πξωηεΐλε calreticulin ή εηδηθό shRNA κόξην γηα ην αλζξώπηλν 

γνλίδην ηεο calreticulin 

 

Γηα ην ζθνπφ ηεο δηακφιπλζεο, ηα θχηηαξα κεηαθέξζεθαλ απφ ηηο 

θιάζθεο θαιιηέξγεηαο ζε πηάην ησλ 6 ζέζεσλ (6-well plate), θαηά ηε δηαδηθαζία 

ηεο αλαθαιιηέξγεηαο (βιέπε 4.2.1). Μεηά ηε ζξπςηλνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ θαη 

ηελ επαλαδηάιπζε ζε θξέζθν ζξεπηηθφ πιηθφ, κεηξήζεθε ν αξηζκφο ηνπο κε ηε 

βνήζεηα ελφο αηκνθπηηαξφκεηξνπ θαη επηζηξψζεθαλ 3x10
5
 θχηηαξα/well ζην 

πηάην ησλ 6 ζέζεσλ. Σα θχηηαξα επσάζηεθαλ ζε ζπλζήθεο 37
ν
C/5%CO2 

overnight θαη δηακνιχλζεθαλ ηελ επφκελε εκέξα. Γηα ηελ θαηαζθεπή 

θπηηαξηθψλ ζεηξψλ  πνπ ζα ππεξεθθξάδνπλ ηελ πξσηείλε calreticulin, έλα κέξνο 

ησλ θπηηάξσλ δηακνιχλζεθε κε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην pcDNA3.1-

hygro-mCRT. Έλα άιιν κέξνο ησλ θπηηάξσλ δηακνιχλζεθε κε ηνλ άδεην 
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πιαζκηδηαθφ θνξέα pcDNA3.1-hygro, ψζηε λα θαηαζθεπαζηνχλ θπηηαξηθέο 

ζεηξέο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο control. Αληίζηνηρα, γηα ηελ θαηαζθεπή 

θπηηαξηθψλ ζεηξψλ πνπ ζα ππνεθθξάδνπλ ηελ calreticulin, έλα κέξνο ησλ 

θπηηάξσλ δηακνιχλζεθε κε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην pSuper.retro.puro-

shRNA.CRT θαη έλα άιιν κέξνο ησλ θπηηάξσλ κε ηνλ άδεην πιαζκηδηαθφ θνξέα 

pSuper.retro.puro.  

 Ζ δηακφιπλζε ησλ θπηηάξσλ ΖΚ-2 δηεμήρζε κε ηε βνήζεηα ηνπ 

αληηδξαζηεξίνπ Lipofectamine 2000 (ιηπνθεθηακίλε) απφ ηελ Invitrogen, 

ζχκθσλα κε ηελ αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 Σν πξνο δηακφιπλζε πιαζκηδηαθφ DNA (3κg) αλακείρζεθε κε 100 κl 

Optimem (ζξεπηηθφ πιηθφ ρακειήο πεξηεθηηθφηεηαο ζε νξφ, Invitrogen) 

θαη επσάζηεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά.  

 2 κl ιηπνθεθηακίλεο αλακείρζεθαλ κε 100 κl Optimem θαη επσάζηεθαλ 

ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο.  

 Σν κείγκα ηνπ DNA πξνζηέζεθε, ζηε ζπλέρεηα, ζηαδηαθά ζην κείγκα ηεο 

ιηπνθεθηακίλεο θαη αθνινχζεζε επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 

20 ιεπηά.  

 Σα θχηηαξα μεπιχζεθαλ κε 0.5 ml Optimem/well θαη κεηά ηελ πξνζζήθε 

800 κl Optimem ζε θάζε well, πξνζηέζεθαλ ζηαγφλα-ζηαγφλα ηα 

ζχκπινθα ηνπ DNA κε ηε ιηπνθεθηακίλε.  

 Αθνινχζεζε επψαζε ζηνπο 37
ν
C/5%CO2 γηα 4-5 ψξεο, ψζηε ηα θχηηαξα 

λα πξνζιάβνπλ ηα ζχκπινθα ηνπ DNA.  

 ΢ηε ζπλέρεηα, ην ζξεπηηθφ πιηθφ δηακφιπλζεο αθαηξέζεθε ιφγσ ηεο 

ηνμηθφηεηαο ηεο ιηπνθεθηακίλεο θαη αληηθαηαζηάζεθε κε ην ζπλεζηζκέλν 

ζξεπηηθφ πιηθφ γηα ηελ θπηηαξηθή ζεηξά ΖΚ-2.   

 Σα θχηηαξα επσάζηεθαλ γηα 48 ψξεο ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο θαη 

ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθαλ ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο ησλ 10mm (10mm 

culture dishes) κε ζξπςηλνπνίεζε.  

 Σελ επφκελε εκέξα πξνηέζεθε ζην ζξεπηηθφ πιηθφ ησλ θπηηάξσλ ην 

αληηβηνηηθφ πγξνκπθίλε (hygromycin) ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 200 κg/ml 

γηα ηα θχηηαξα κε ππεξέθθξαζε ή πνπξνκπθίλε (puromycin) ζε ηειηθή 

ζπγθέλησζε 2 κg/ml γηα ηα θχηηαξα κε ππνέθθξαζε, ψζηε λα αξρίζνπλ 

λα πεζαίλνπλ ζηαδηαθά ηα θχηηαξα πνπ δελ έρνπλ πξνζιάβεη ην 

πιαζκίδην. Σν ζξεπηηθφ πιηθφ αληηθαζίζηαην θάζε 2-3 εκέξεο κε ηελ 

πξνζζήθε θξέζθνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ κε αληηβηνηηθφ.  
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 Σα θχηηαξα πνπ πξνζέιαβαλ ην πιαζκίδην θαηά ηε δηακφιπλζε 

επηβίσζαλ θαη πνιιαπιαζηάζηεθαλ θηηάρλνληαο μερσξηζηνχο θιψλνπο 

θπηηάξσλ ζην πηάην θαιιηέξγεηαο, κεηά απφ δηάζηεκα 10-12 εκεξψλ.  

 Οη μερσξηζηνί θιψλνη κεηαθέξζεθαλ ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο πηάηνπ 

θαιιηέξγεηαο 24 ζέζεσλ (24-well plate) ζε ζξεπηηθφ πιηθφ κε ην 

θαηάιιειν αληηβηνηηθφ επηινγήο, θαη αθνχ πνιιαπιαζηάζηεθαλ 

κεηαθέξζεθαλ ζηαδηαθά ζε 12-well θαη 6-well plates.  

 Σα θχηηαξα απφ ηα 6-well plates επεμεξγάζηεθαλ κε ηνπο εμήο ηξφπνπο: 

γηα θάζε μερσξηζηφ θιψλν, έλαο κέξνο ησλ θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε 

γηα παξαζθεπή πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο (βιέπε 4.2.3) θαη έλα άιιν 

κέξνο θαηαςχρζεθε ζε θαηάιιειν ζξεπηηθφ πιηθφ (βιέπε 4.2.1).  

 Σν πξσηετληθφ εθρχιηζκα ρξεζηκνπνηήζεθε ψζηε λα ειεγρζεί κε ηελ 

ηερληθή ηνπ Western blotting ην επίπεδν ηεο ππεξέθθξαζεο ή 

ππνέθθξαζεο ηεο calreticulin ζηνπο θιψλνπο πνπ ζπιιέρζεθαλ. 

΢πγθξίζεθε ε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηνπο θιψλνπο κε ηελ 

ππεξέθθξαζε ζε ζρέζε κε ηνπο control θιψλνπο θαη επηιέρζεθαλ νη 

επηζπκεηνί θιψλνη γηα επαθφινπζε κειέηε: έλαο control θιψλνο, έλαο 

θιψλνο κε κηθξή θαη έλαο κε κεγάιε ππεξέθθξαζε. Αθφκα, ζπγθξίζεθε ε 

έθθξαζε ηεο calreticulin ζηνπο θιψλνπο κε ηελ ππνέθθξαζε ζε ζρέζε κε 

ηνπο control θιψλνπο θαη επηιέρζεθαλ νη επηζπκεηνί θιψλνη γηα 

επαθφινπζε κειέηε: έλαο control θιψλνο θαη δχν θιψλνη κε ζεκαληηθή 

κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο calreticulin.  

 Οη επηιεγκέλνη θιψλνη απνςχρζεθαλ θαη δηαηεξήζεθαλ ζε θαιιηέξγεηα ζε 

ζξεπηηθφ πιηθφ εκπινπηηζκέλν κε 100 κg/ml πγξνκπθίλε (θχηηαξα κε 

ππεξέθθξαζε) ή 1 κg/ml πνπξνκπθίλε (θχηηαξα κε ππνέθθξαζε).  

 

4.2.3 Δθρύιηζε πξωηεϊλώλ 

  

4.2.3.1  Γεληθή δηαδηθαζία 

  

Ζ εθρχιηζε πξσηετλψλ απφ θαιιηεξγνχκελα θχηηαξα ΖΚ-2 ή λεθξηθφ 

ηζηφ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ζθνπφ ηε ζπιινγή δεηγκάησλ γηα Western blotting.  

 Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο ησλ 6 ζέζεσλ (6-well 

plates) θαη επσάδνληαλ ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο κέρξη λα θαιχςνπλ ην 

80% ηεο επηθάλεηαο (έσο 48 ψξεο). ΢ηε ζπλέρεηα ζπιιέγνληαλ κε 
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ζξπςηλνπνίεζε: ην ζξεπηηθφ πιηθφ αθαηξνχληαλ θαη ηα θχηηαξα επσάδνληαλ κε 

0.5 ml ζξπςίλε/well κέρξη λα μεθνιιήζνπλ απφ ηελ επηθάλεηα ηνπ 

θαιιηεξγεηηθνχ πηάηνπ (πεξίπνπ 5 ιεπηά ζηνπο 37
ν
C). Αθνινπζνχζε πξνζζήθε 

1.5 ml ζξεπηηθνχ πιηθνχ αλά well γηα ηελ απελεξγνπνίεζε ηεο ζξπςίλεο, 

κεηαθνξά ηνπ ελαησξήκαηνο ησλ θπηηάξσλ ζε 2 ml eppendorfs θαη 

θπγνθέληξεζε ζηηο 2000 ζηξνθέο γηα 10 ιεπηά. Σν θπηηαξηθφ ίδεκα μεπιελφηαλ 

κε 1 ml PBS θαη θπγνθέληξεζε ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο. Μεηά ηελ απφρπζε ηνπ PBS 

ηα θχηηαξα ιχνληαλ κε επαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 100 κl δηαιχκαηνο RIPA 

θαη επψαζε γηα 45 ιεπηά ζηνλ πάγν, ζπλνδεπφκελε απφ αλάδεπζε ηνπ 

εθρπιίζκαηνο θάζε 10-15 ιεπηά. Καηφπηλ, πξαγκαηνπνηνχληαλ θαηαθξήκληζε 

ησλ θπηηαξηθψλ κεκβξαλψλ κε θπγνθέληξεζε ζηηο 12.000 ζηξνθέο/4
ν
C γηα 20 

ιεπηά, θαη ην ππεξθείκελν πνπ πεξηείρε ην πξσηετληθφ εθρχιηζκα κεηαθεξφηαλ 

ζε λέα eppendorfs.  

 Γηα ηελ πεξίπησζε ηνπ ηζηνχ, θνκκάηηα λεθξηθνχ ηζηνχ απνζεθεπκέλα 

ζηνπο -80
ν
C νκνγελνπνηνχληαλ ζε 500 κl δηαιχκαηνο RIPA κε ηε ρξήζε εηδηθνχ 

εκβφινπ, κεηαθέξνληαλ ζε eppendorf tubes θαη επσάδνληαλ 45 ιεπηά ζηνλ πάγν, 

κε αλάδεπζε θάζε 10-15 ιεπηά. Αθνινπζνχζε θαηεξγαζία ηνπ εθρπιίζκαηνο κε 

ππεξήρνπο (sonication), 2 θνξέο γηα 15 δεπηεξφιεπηα, ψζηε λα γίλεη θαιχηεξε 

δηάζπαζε ησλ θπηηάξσλ θαη εθρχιηζε ησλ πξσηετλψλ. ΢ηε ζπλέρεηα, 

πξαγκαηνπνηνχληαλ θπγνθέληξεζε ζηηο 12.000 ζηξνθέο/4
ν
C γηα 20 ιεπηά θαη ην 

ππεξθείκελν πνπ πεξηείρε ην πξσηετληθφ εθρχιηζκα κεηαθεξφηαλ ζε λέα 

eppendorfs. 

 

4.2.3.2 Δηδηθή δηαδηθαζία γηα ηελ αλίρλεπζε θνιιαγόλνπ Η ζε μερωξηζηά 

θπηηαξηθά θιάζκαηα 

 

Ζ αλίρλεπζε θνιιαγφλνπ Η πξαγκαηνπνηήζεθε μερσξηζηά ζην ζξεπηηθφ 

πιηθφ, ζην εμσθπηηάξην ζηξψκα θαη ζην θπηηαξηθφ εθρχιηζκα θαιιηεξγνχκελσλ 

θπηηάξσλ ΖΚ-2.  

Γηα ηελ αλίρλεπζε θνιιαγφλνπ Η ζην ζξεπηηθφ πιηθφ, ηα θχηηαξα 

θαιιηεξγνχληαλ ζε πιήξεο ζξεπηηθφ πιηθφ γηα 24 ψξεο θαη ζηε ζπλέρεηα ζε 

ζξεπηηθφ πιηθφ απνπζία νξνχ γηα 48 ψξεο. Αθνινπζνχζε ζπιινγή ηνπ 

ζξεπηηθνχ πιηθνχ παξνπζία αλαζηνιέσλ ησλ πξσηεαζψλ (protease inhibitors), 

θπγνθέληξεζε γηα θαηαθξήκληζε ησλ θπηηάξσλ θαη ζπκπχθλσζή ηνπ ζε εηδηθφ 

κεράλεκα (Concentrator 5301/Eppendorf). Ίζνη φγθνη απφ φια ηα δείγκαηα 

ειεθηξνθνξνχληαλ ζε gel πνιπαθξπιακηδίνπ θαη αθνινπζνχζε 
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αλνζναπνηχπσκα θαηά Western ρξεζηκνπνηψληαο εηδηθφ αληίζσκα (βιέπε 

4.1.7).  

Γηα ηελ εμέηαζε ηεο έθθξαζεο ηνπ θνιιαγφλνπ Η μερσξηζηά ζην 

θπηηαξηθφ εθρχιηζκα θαη ην εμσθπηηάξην ζηξψκα, πξαγκαηνπνηήζακε 

δηαρσξηζκφ ησλ θιαζκάησλ απηψλ κε ρξήζε deoxycholate (DOC), ζχκθσλα κε 

ηνπο Van Duyn Graham et al. (70). Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε πηάηα ησλ 6 

ζέζεσλ, θαιιηεξγνχληαλ ζε πιήξεο ζξεπηηθφ πιηθφ γηα 24-48 ψξεο θαη ζηε 

ζπλέρεηα ζε ζξεπηηθφ πιηθφ απνπζία νξνχ γηα άιιεο 48 ψξεο. Αθνινπζνχζε 

μέπιπκα κε PBS, ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ κε απφμεζε ζε δηάιπκα DOC (4% 

DOC ζε 20 mM Tris-HCl, pH 8.8, κε πξνζζήθε 1x δηαιχκαηνο αλαζηνιέσλ 

πξσηεαζψλ) θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
o
C. Σν 

ππεξθείκελν δηαηεξνχληαλ ζαλ ην δηαιπηφ θπηηαξηθφ θιάζκα, ελψ ην ίδεκα πνπ 

πεξηείρε ην αδηάιπην θιάζκα ηνπ εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο επαλαδηαιπφηαλ ζε 

1% SDS, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, εκπινπηηζκέλν κε αλαζηνιείο πξσηεαζψλ. 

Σν ζπλνιηθφ θιάζκα εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο θαη ην 1/10 ηνπ θπηηαξηθνχ 

θιάζκαηνο ειεθηξνθνξνχληαλ ζε gel πνιπαθξπιακηδίνπ θαη αθνινπζνχζε 

αλνζναπνηχπσκα θαηά Western ρξεζηκνπνηψληαο εηδηθφ αληίζσκα (βιέπε 

4.1.7). 

 

4.2.4 Μέηξεζε ηεο ζπγθέληξωζεο πξωηεϊληθώλ εθρπιηζκάηωλ 

 

 Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηετληθψλ εθρπιηζκάησλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν Bradford, ε νπνία βαζίδεηαη ζην γεγνλφο φηη ε 

ρξσζηηθή Coomassie Brillant Blue G-250 απνξξνθά ζηα 595 nm φηαλ ζπλδέεηαη 

κε πξσηετλεο. Ζ κέζνδνο απαηηεί ηελ θαηαζθεπή πξφηππεο θακπχιεο γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο αγλψζηνπ δείγκαηνο πξσηετλψλ. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ παξαζθεπάζηεθε πξφηππν δηάιπκα BSA ζε dH2O ζπγθέληξσζεο 1 κg/κl. 

Γηαθνξεηηθέο πνζφηεηεο ηνπ δηαιχκαηνο (0, 5, 10, 20, 25 κl) αξαηψλνληαλ κε 

dH2O ζε ηειηθφ φγθν 100 κl, πξνζζέηνληαλ ζε 2 ml 1x δηαιχκαηνο ρξσζηηθήο 

BIORAD protein assay θαη ε απνξξφθεζή ηνπο κεηξηφηαλ ζηα 595 nm. Με βάζε 

ηηο κεηξήζεηο θαηαζθεπαδφηαλ πξφηππε θακπχιε πνπ αληηζηνηρνχζε ηηο 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ησλ δηαιπκάησλ BSA ζε ζπγθεθξηκέλεο ηηκέο 

απνξξφθεζεο. 

 Όζνλ αθνξά ζηα πξσηετληθά δείγκαηα ησλ νπνίσλ ζέιακε λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηε ζπγθέληξσζε, ε δηαδηθαζία πνπ αθνινπζνχζακε ήηαλ ε 

εμήο: θάζε δείγκα αξαησλφηαλ 1:100 κε dH2O ζε ηειηθφ φγθν 100 κl, 
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πξνζζέηνληαλ ζε 2 ml 1x δηαιχκαηνο ρξσζηηθήο θαη θσηνκεηξνχληαλ ζηα 595 

nm. Απφ ηηο ηηκέο απνξξφθεζεο πνπ ιακβάλνληαλ ππνινγηδφηαλ ε πξσηετληθή 

ζπγθέληξσζε ζχκθσλα κε ηελ πξφηππε θακπχιε, θαη πνιιαπιαζηάδνληαο κε ην 

ζπληειεζηή αξαίσζεο παίξλακε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ αξρηθνχ δείγκαηνο.  

 

4.2.5 Ζιεθηξνθόξεζε πξωηεϊλώλ ζε gel πνιπαθξπιακηδίνπ (SDS-

PAGE) 

 

 Γηα ην δηαρσξηζκφ πξσηετληθψλ δεηγκάησλ αλάινγα κε ην κνξηαθφ ηνπο 

βάξνο πξαγκαηνπνηνχληαλ ειεθηξνθφξεζε ζε θάζεην gel πνιπαθξπιακηδίνπ 

παξνπζία απνδηαηαθηηθψλ παξαγφλησλ (SDS-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis). Σν gel πνιπαθξπιακηδίνπ πξνέθππηε απφ ηνλ πνιπκεξηζκφ ηνπ 

κνλνκεξνχο αθξπιακηδίνπ θαη απνηεινχληαλ απφ δχν ζπζηαηηθά κέξε: ην gel 

δηαρσξηζκνχ (resolving gel) θαη ην gel ζπκπχθλσζεο ησλ δεηγκάησλ (stacking 

gel), πνπ ηνπνζεηνχληαλ πάλσ απφ εθείλν ηνπ δηαρσξηζκνχ. Ζ ζχζηαζε ησλ δχν 

εηδψλ gel πνπ παξαζθεπάδνληαλ θαίλεηαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα.  

 

 10% gel διαχωριςμού 5% gel ςυμπύκνωςησ 

   

H2O 4 ml 2.7 ml 

30% Acrylamide/Bis 

solution (Biorad) 

3.3 ml 0.67 ml 

1.5M Tris pH 8.8 2.5 ml ─ 

1.0M Tris pH 6.8 ─ 0.5 ml 

10% SDS 0.1 ml 0.04 ml 

10% Ammonium 

Persulfate 

0.1 ml 0.04 ml 

TEMED 0.004 ml 0.004 ml 

 10 ml 4 ml 

 

Μεηά ηνλ πνιπκεξηζκφ ηνπ, ην gel πνιπαθξπιακηδίνπ κεηαθεξφηαλ ζηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο θαιππηφκελν απφ 1x ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο 

πξσηετλψλ (running buffer).  

 Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ πνπ ζα δηαρσξίδνληαλ θαηά κήθνο 

ηνπ gel, 30-50 κg πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο αλακεηγλχνληαλ κε 10x DTT θαη 4x 

δηάιπκα θφξησζεο ησλ δεηγκάησλ (sample buffer, Invitrogen), θαη 
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ζπκπιεξψλνληαλ κε dH2O κέρξη ηειηθφ φγθν 20 κl. Αθνινπζνχζε βξαζκφο ησλ 

δεηγκάησλ ζηνπο 100
ν
C γηα 10 ιεπηά, ψζηε λα απνδηαηαρζνχλ νη πξσηεΐλεο, θαη 

θφξησζή ηνπο ζηηο εηδηθέο νπέο ηνπ stacking gel. Παξάιιεια θνξησλφηαλ ζην 

gel θάπνηα πξφηππε θιίκαθα γλσζηψλ κεγεζψλ πξσηετληθψλ κνξίσλ, πνπ 

εμππεξεηνχζε ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ησλ πξσηετλψλ ζηα 

δείγκαηά καο.  

 Ζ ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηνχληαλ ζε ζηαζεξή ηάζε 120-150 Volts 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, γηα ρξνληθφ δηάζηεκα πεξίπνπ 1 ψξαο. Μεηά ην 

δηαρσξηζκφ ηνπ κείγκαηνο ησλ πξσηετλψλ θαηά κήθνο ηνπ gel αθνινπζνχζε ε 

ειεθηξνθνξεηηθή κεηαθνξά ηνπο ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο κε ηε δηαδηθαζία 

ηνπ Western blotting, πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ ελφηεηα 4.2.6.  

 

4.2.6 Αλνζναπνηύπωκα θαηά Western (Western blotting) 

 

 Ζ κέζνδνο ηνπ Western blotting ρξεζηκνπνηήζεθε κε ζθνπφ ηελ 

αλίρλεπζε ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ απφ ην κείγκα ησλ πξσηετλψλ πνπ 

δηαρσξίδνληαλ κε ειεθηξνθφξεζε, κε ηε ρξήζε εηδηθψλ αληηζσκάησλ. Ζ 

κέζνδνο πεξηιακβάλεη δχν ζηάδηα: ηελ ειεθηξνθνξεηηθή κεηαθνξά ησλ 

πξσηετλψλ απφ ην gel πνιπαθξπιακηδίνπ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο θαη ηελ 

αλνζνελδπκηθή αλίρλεπζή ηνπο.  

 Ζ κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ ζηε κεκβξάλε απαηηεί ηε ρξήζε εηδηθήο 

θαζέηαο (Invitrogen), ζην εζσηεξηθφ ηεο νπνίαο θαη απφ ηνλ αξλεηηθφ πξνο ην 

ζεηηθφ πφιν ηνπνζεηνχληαλ δχν ζθνπγγάξηα δηαζηάζεσλ 9x7 cm, έλα δηεζεηηθφ 

ραξηί Whatman ίδησλ δηαζηάζεσλ, ην gel πνιπαθξπιακηδίνπ, ε κεκβξάλε 

ληηξνθπηηαξίλεο, έλα δεχηεξν δηεζεηηθφ ραξηί θαη αθφκα δχν ζθνπγγάξηα. Ζ 

κεηαθνξά ιάκβαλε ρψξα ζε 1x θαηάιιειν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (transfer buffer) 

ζπκπιεξσκέλν κε 10% κεζαλφιε, ζε ζηαζεξέο ζπλζήθεο 160mA/25Volts θαη 

ζεξκνθξαζίαο δσκαηίνπ γηα 1 ψξα. ΢ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

κεηαθεξφηαλ ζε δηάιπκα ρξψζεο Ponceau-S, πνπ βάθεη κε εηδηθά φιεο ηηο 

πξσηεΐλεο, πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζεί ε επηηπρήο κεηαθνξά φισλ ησλ 

πξσηετληθψλ δσλψλ ζηε κεκβξάλε. Αθνινπζνχζε απνρξσκαηηζκφο ηεο 

κεκβξάλεο κε dH2O.  

 Γηα ηε δηεμαγσγή ηνπ δεχηεξνπ ζηαδίνπ ηεο κεζφδνπ, ηελ αλνζνελδπκηθή 

αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ, απαηηείηαη ε επψαζε ηεο κεκβξάλεο κε δχν 

αληηζψκαηα: ην πξσηνγελέο αληίζσκα (primary antibody) πνπ είλαη εηδηθφ γηα 

ηελ πξσηεΐλε πνπ ζέινπκε λα αληρλεχζνπκε, θαη ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα 



59 

 

(secondary antibody) πνπ αλαγλσξίδεη εηδηθά ην πξψην. Με ζθνπφ ηελ 

παξεκπφδηζε ηεο κε εηδηθήο πξφζδεζεο ησλ αληηζσκάησλ, ε κεκβξάλε 

επσαδφηαλ αξρηθά κε δηάιπκα blocking (βιέπε 4.1.1.3) γηα 1 ψξα ππφ ζπλερή 

αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινπζνχζε επψαζε κε ην πξσηνγελέο 

αληίζσκα ζηελ θαηάιιειε αξαίσζε ζε δηάιπκα blocking. Ζ επψαζε ιάκβαλε 

ρψξα ζηνπο 4
ν
C overnight. Σελ επφκελε εκέξα ε ληηξνθπηηαξίλε μεπιελφηαλ 

απφ ηελ πεξίζζεηα ηνπ κε πξνζδεκέλνπ αληηζψκαηνο κε δηάιπκα washing (βιέπε 

4.1.1.3). Πξαγκαηνπνηνχληαλ 3 μεπιχκαηα 10 ιεπηψλ έθαζην, ππφ ζπλερή 

αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε επσαδφηαλ κε 

ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα αξαησκέλν ζε δηάιπκα blocking, γηα 1,5 ψξα ππφ 

ζπλερή αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν δεπηεξνγελέο αληίζσκα, εθηφο 

ηεο εηδηθφηεηαο πνπ έρεη γηα ην πξσηνγελέο, θέξεη νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλν ην 

έλδπκν ηεο ππεξνμεηδάζεο. Μεηά ηελ πξαγκαηνπνίεζε 3 λέσλ μεπιπκάησλ γηα 

ηελ απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο θαη ηνπ δεπηεξνγελνχο αληηζψκαηνο, γηλφηαλ ε 

αλίρλεπζε ηεο πξφζδεζεο ησλ αληηζσκάησλ κε ηε κέζνδν ηνπ ECL (Enhanced 

Chemiluminescence).  

 Καηά ηε κέζνδν ECL, ε ινπκηλφιε νμεηδψλεηαη παξνπζία ππεξνμεηδίνπ 

ηνπ πδξνγφλνπ (H2O2) απφ ην έλδπκν ηεο ππεξνμεηδάζεο εθπέκπνληαο θσο. Σν 

θσο απηφ κπνξεί λα αληρλεπζεί ζε θηικ απηνξαδηνγξαθίαο. Γηα ηελ εθαξκνγή 

ηεο κεζφδνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ECL kit ηεο Perkin Elmer. Σα αληηδξαζηήξηα 

Oxidizing Reagent θαη Enhanced Luminol Reagent ηνπ θηη αλακεηγλχνληαλ ζε 

ίζε πνζφηεηα θαη αθνινπζνχζε επψαζε ηεο κεκβξάλεο κε ην κείγκα απηφ γηα 1 

ιεπηφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε ηνπνζεηνχληαλ ζε 

εηδηθή θαζέηα θαη εθηίζελην ζε θηικ γηα ην απαηηνχκελν ρξνληθφ δηάζηεκα 

αλάινγα κε ηελ έληαζε ηνπ ζήκαηνο (απφ ιίγα δεπηεξφιεπηα έσο ιίγα ιεπηά). Ζ 

εκθάληζε ησλ θηικ πξαγκαηνπνηνχληαλ κε ηε ρξήζε εηδηθνχ κεραλήκαηνο πνπ 

κεζνιαβνχζε ηελ εκβάπηηζή ηνπο ζε δηαιχκαηα αλάπηπμεο (Developer) θαη 

κνληκνπνίεζεο (Fixer).  

 Σα θηικ ζθαλάξνληαλ θαη νη εηθφλεο αλαιχνληαλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

ινγηζκηθνχ Quantity One γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ππθλφηεηαο ησλ 

πξσηετληθψλ δσλψλ. Σα δεδνκέλα απφ ηηο πξσηεΐλεο ηνπ ελδηαθέξνληφο καο 

θαλνληθνπνηνχληαλ κε βάζε ηηο ηηκέο ππθλφηεηαο γηα ηηο πξσηεΐλεο αλαθνξάο β-

actin ή β-tubulin.  
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4.2.7 Αλνζνθζνξηζκόο 

 

 Ζ ηερληθή ηνπ αλνζνθζνξηζκνχ εθαξκφζηεθε ηφζν ζε θχηηαξα ΖΚ-2 φζν 

θαη ζε ηνκέο λεθξηθνχ ηζηνχ κε ζθνπφ ηε κνξθνινγηθή κειέηε ή/θαη ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο δηάθνξσλ πξσηετλψλ. Ζ ηερληθή βαζίδεηαη ζηελ 

επψαζε ηνπ δείγκαηνο κε δχν αληηζψκαηα: ην πξσηνγελέο αληίζσκα (primary 

antibody) πνπ είλαη εηδηθφ γηα ηελ πξσηετλε πνπ ζέινπκε λα κειεηήζνπκε, θαη ην 

δεπηεξνγελέο αληίζσκα (secondary antibody) πνπ αλαγλσξίδεη εηδηθά ην πξψην 

θαη θέξεη νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλε κηα θζνξίδνπζα ρξσζηηθή.  

 Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο ησλ 24 ζέζεσλ (24-

well plates) πάλσ ζε θαιππηξίδεο επηθαιπκκέλεο κε poly-L-lysine, ψζηε λα 

δηεπθνιπλζεί ε πξνζθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ ζε απηέο. ΢ε θάζε well 

ηνπνζεηνχληαλ αξρηθά κηα θαιππηξίδα θαη ζηε ζπλέρεηα επηζηξψλνληαλ 5x10
4
 

θχηηαξα/well θαη επσάδνληαλ γηα 24 ψξεο (overnight) ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο 

ηνπο. Γηα ηελ επαγσγή νμεηδσηηθνχ ζηξεο πξηλ ηε ρξψζε κε ελεξγνπνηεκέλε 

θαζπάζε-3, ηα θχηηαξα επσάδνληαλ κε 50 κM H2O2 ζε ζξεπηηθφ πιηθφ, γηα 2 

ψξεο ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο. ΢ηε ζπλέρεηα εθαξκνδφηαλ ην αθφινπζν 

πξσηφθνιιν αλνζνθζνξηζκνχ: 

 Σα θχηηαξα μεπιέλνληαλ 2 θνξέο κε PBS ζην πηάην θαιιηέξγεηαο θαη 

κνληκνπνηνχληαλ κε δηάιπκα 4% παξαθνξκαιδευδεο (PFΑ) ζε PBS, γηα 20 

ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Μεηά απφ 2-3 μεπιχκαηα κε PBS αθνινπζνχζε επψαζε ησλ θπηηάξσλ κε 

δηάιπκα blocking 5% FBS-0.1% Triton-X 100 ζε PBS, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 30 ιεπηά. Απηή ε θαηεξγαζία ησλ θπηηάξσλ απνζθνπνχζε 

ζηελ παξεκπφδηζε ηεο κε εηδηθήο επαθφινπζεο πξφζδεζεο ησλ 

αληηζσκάησλ ζε πξσηετλεο.  

 ΢ηε ζπλέρεηα, νη θαιππηξίδεο αθαηξνχληαλ απφ ην πηάην θαιιηέξγεηαο κε ηε 

βνήζεηα ιαβίδαο θαη κεηαθέξνληαλ ζε ηξπβιίν Petri πάλσ ζε parafilm, 

φπνπ πξαγκαηνπνηνχληαλ ε επψαζε κε ην πξσηνγελέο αληίζσκα (έλαληη 

ελεξγνπνηεκέλεο θαζπάζεο-3 ή θνιιαγφλνπ IV). Σν εηδηθφ γηα ηελ 

πξσηετλε αληίζσκα, αξαησκέλν ζε δηάιπκα 1% FBS ζε PBS, 

πξνζζέηνληαλ ζην parafilm, θαη αθνινχζσο ηνπνζεηνχληαλ ε θαιππηξίδα 

κε ηέηνην ηξφπν ψζηε ε επηθάλεηα ζηελ νπνία βξίζθνληαλ πξνζθνιιεκέλα 

ηα θχηηαξα λα έξρεηαη ζε επαθή κε ην αληίζσκα. Ζ επψαζε ιάκβαλε ρψξα 

ζηνπο 4
ν
C overnight.  
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 Σελ επφκελε εκέξα νη θαιππηξίδεο μεπιέλνληαλ 3 θνξέο κε PBS θαη 

επσάδνληαλ κε ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα αξαησκέλν ζε δηάιπκα 1% FBS 

ζε PBS, γηα 2 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζε ζθνηεηλφ κέξνο.  

 ΢ηε ζπλέρεηα ηα θχηηαξα επσάδνληαλ κε δηάιπκα ηεο ρξσζηηθήο DAPI ζε 

PBS ζπγθέληξσζεο 1κg/ml, ε νπνία βάθεη ην γελεηηθφ πιηθφ θαη απνηειεί 

δείθηε ησλ θπηηάξσλ ζε πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνχ. Ζ επψαζε 

πξαγκαηνπνηνχληαλ γηα 10 ιεπηά ζην ζθνηάδη, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Μεηά απφ 3 μεπιχκαηα κε PBS νη θαιππηξίδεο κνληκνπνηνχληαλ ζε 

αληηθεηκελνθφξν πιάθα πάλσ ζε ζηαγφλεο θφιιαο Mowiol 4-88 Reagent, 

κε ηελ επηθάλεηα ησλ θπηηάξσλ λα εθάπηεηαη ζηελ πιάθα, θαη 

παξαηεξνχληαλ ζην κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ.  

 Φπιιάζζνληαλ ζηνπο 4
ν
C.  

Σα παξαζθεπάζκαηα εμεηάδνληαλ ζε κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ θαη 

ιακβάλνληαλ ηπραίεο κε επηθαιππηφκελεο θσηνγξαθίεο ζε κεγέζπλζε 200x. Γηα 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ρξψζεο κε ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε-3 γηλφηαλ 

κέηξεζε 500 θπηηάξσλ αλά δείγκα θαη ηα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαλ σο 

πνζνζηφ ησλ κεηξήζεσλ γηα ηελ ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε-3 (ζεηηθά θχηηαξα) 

πξνο ην DAPI (ζπλνιηθά θχηηαξα).  

Γηα ηε δηπιή ρξψζε ηνκψλ λεθξηθνχ ηζηνχ, ηνκέο παξαθίλεο πάρνπο 5κm 

ελπδαηψλνληαλ κε ζηαδηαθή επψαζε ζε δηαιχκαηα μπιφιεο, 100% αηζαλφιεο, 

90% αηζαλφιεο, 70% αηζαλφιεο θαη PBS. ΢ηε ζπλέρεηα, νη ηνκέο επσάδνληαλ ζε 

δηάιπκα 10mM Sodium Citrate pH 6.0 ζηνπο 100
o
C γηα 10 ιεπηά, κε ζθνπφ ηελ 

απνθάιπςε θξπκκέλσλ αληηγφλσλ (antigen retrieval). Αθνινπζνχζε blocking ζε 

δηάιπκα 10% FBS-0,1% Triton ζε PBS γηα 1 ψξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 

θαηφπηλ επψαζε κε ηνπο επηζπκεηνχο ζπλδπαζκνχο πξσηνγελψλ αληηζσκάησλ 

(anti-GRP78/anti-Calreticulin ή anti-Calreticulin κεηά απφ ρξψζε κε ΣUNEL) ζε 

θαηάιιειε αξαίσζε γηα 24 ψξεο ζηνπο 4
o
C. Ζ αλίρλεπζε ησλ πξσηνγελψλ 

αληηζσκάησλ γηλφηαλ κε επψαζε κε δεπηεξνγελή θζνξίδνληα αληηζψκαηα (βιέπε 

4.1.7) γηα 2 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινπζνχζε ρξψζε ησλ ππξήλσλ 

κε ηε ρξσζηηθή DAPI θαη κνληκνπνίεζε ζε θφιια Mowiol 4-88 Reagent κε 

ηνπνζέηεζε θαιππηξίδαο. Δηθφλεο δηπινχ αλνζνθζνξηζκνχ ιακβάλνληαλ ζηε 

ζπλέρεηα ζε ζπλεζηηαθφ κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ.  

Γηα ηελ ρξψζε ηνκψλ λεθξηθνχ ηζηνχ κε a-SMA (a-smooth muscle actin), 

νη ηνκέο παξαθίλεο ελπδαηψλνληαλ θαη γηλφηαλ επψαζε ζε δηάιπκα 10mM 

Sodium Citrate pH 6.0 ζηνπο 80
o
C γηα 20 ιεπηά. Αθνινπζνχζε επψαζε ζε 
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δηαιχκαηα blocking, πξσηνγελνχο αληηζψκαηνο, δεπηεξνγελνχο θζνξίδνληνο 

αληηζψκαηνο, DAPI θαη κνληκνπνίεζε φπσο πεξηγξάθεθε παξαπάλσ. ΢ηε 

ζπλέρεηα, ιακβάλνληαλ κε επηθαιππηφκελεο εηθφλεο ηνπ ζπλνιηθνχ λεθξηθνχ 

θινηνχ ζε κεγέζπλζε 400x κε ηε ρξήζε ζπλεζηηαθνχ κηθξνζθνπίνπ θζνξηζκνχ. 

Σν πνζνζηφ ηεο ρξσκαηηζκέλεο κε a-SMA πεξηνρήο πνζνηηθνπνηνχληαλ ζε φιεο 

ηηο εηθφλεο κε ηε βνήζεηα εηδηθνχ ινγηζκηθνχ επεμεξγαζίαο εηθφλαο (Image J 

Fiji).  

 

4.2.8 Απνκόλωζε νιηθνύ θπηηαξηθνύ RNA θαη ζύλζεζε cDNA 

 

Γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ κελχκαηνο RNA ζπγθεθξηκέλσλ 

γνληδίσλ ζε θχηηαξα ΖΚ-2 ή λεθξηθφ ηζηφ ήηαλ απαξαίηεηε ε απνκφλσζε ηνπ 

RNA θαη ε ζχλζεζε ηνπ αληίζηνηρνπ cDNA. Οιηθφ RNA παξαζθεπάζηεθε κε ηε 

ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ TRI Reagent απφ ηελ MRC. 

 Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε πηάηα ησλ 6 ζέζεσλ (6-well plates) θαη 

επσάδνληαλ ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο κέρξη λα θαιχςνπλ ην 80% ηεο 

επηθάλεηαο (24 έσο 48 ψξεο). ΢ηε ζπλέρεηα, μεπιέλνληαλ κε PBS, ιχνληαλ κε 

ηελ πξνζζήθε 1 ml TRI Reagent θαη κεηαθέξνληαλ ζε μερσξηζηά eppendorf 

tubes. Γηα ηελ πεξίπησζε ηνπ ηζηνχ, θνκκάηηα λεθξηθνχ ηζηνχ απνζεθεπκέλα 

ζηνπο -80
ν
C νκνγελνπνηνχληαλ ζε 1 ml TRI Reagent κε ηε βνήζεηα εηδηθνχ 

εκβφινπ θαη κεηαθέξνληαλ ζε eppendorf tubes. ΢ε απηά πξνζζέηνληαλ 100 κl 1-

bromo-3-chloropropane θαη γηλφηαλ γξήγνξε αλάδεπζε γηα αξθεηά δεπηεξφιεπηα 

ψζηε λα δεκηνπξγεζεί έλα αδηαθαλέο κείγκα. Αθνινπζνχζε θπγνθέληξεζε ζηηο 

12.000 ζηξνθέο γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, ψζηε λα γίλεη δηαρσξηζκφο ηνπ RNA 

απφ ην DNA θαη ηηο πξσηετλεο ηνπ δείγκαηνο. Σν δηαθαλέο ππεξθείκελν πνπ 

πεξηείρε ην RNA κεηαθεξφηαλ ζε άιιν eppendorf θαη ζε απηφ πξνζζέηνληαλ 500 

κl ηζνπξνπαλφιε. Γηλφηαλ θαιή αλάκεημε θαη αθνινπζνχζε θπγνθέληξεζε ζηηο 

12.000 ζηξνθέο γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, κε ζθνπφ ηελ θαηαθξχκληζε ηνπ RNA. 

Σν ίδεκα ηνπ RNA μεπιελφηαλ κε 70% αηζαλφιε θαη αθελφηαλ λα ζηεγλψζεη 

ζηνλ αέξα γηα κεξηθά ιεπηά. ΢ηε ζπλέρεηα επαλαδηαιπφηαλ ζε 40 κl RNase-free 

H2O.  

 Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο απνκφλσζεο, 2-5 κl απφ θάζε δείγκα 

ειεθηξνθνξνχληαλ ζε 1% gel αγαξφδεο, γηα λα επηβεβαησζεί ε παξνπζία 

αθέξαηνπ RNA. ΢ηελ εηθφλα ηνπ gel θαίλνληαλ έληνλεο νη κπάληεο πνπ 

αληηζηνηρνχζαλ ζην 18S θαη 28S rRNA ζηα 750 θαη 1500 bp αληίζηνηρα. ΢ηε 

ζπλέρεηα, ππνινγηδφηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ RNA κε θσηνκέηξεζε ζηα 260 nm 
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θαη αθνινπζνχζε θαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ κε ην έλδπκν DNaseI (Promega) 

γηα ηελ απνηθνδφκεζε ππνιεηκκάησλ DNA. ΢ε θάζε αληίδξαζε πξνζζέηνληαλ 

10 κg δείγκαηνο RNA, 10 κl DNaseI, 10x δηάιπκα αληίδξαζεο θαη dH2O κέρξη 

ηειηθφ φγθν 35 κl θαη επσάδνληαλ ζηνπο 37
ν
C γηα 1 ψξα. Αθνινπζνχζε 

πξνζζήθε 1 κl DNase Stop Solution γηα ηνλ ηεξκαηηζκφ ηεο αληίδξαζεο θαη 

επψαζε ζηνπο 65
ν
C γηα 15 ιεπηά γηα ηελ απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ.  

Μεηά ηελ θαηεξγαζία κε ηε DNase κεηξηφηαλ πάιη ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

δείγκαηνο RNA ζηα 260 nm θαη δηεμαγφηαλ ε ζχλζεζε ηνπ cDNA κε αληίδξαζε 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο, κε ηε ρξήζε ηνπ ελδχκνπ ImProm-II reverse 

transcriptase απφ ηελ Promega. ΢ε θάζε αληίδξαζε πξνζζέηνληαλ αξρηθά 1 κg 

RNA, 500 ng κείγκαηνο ηπραίσλ εθθηλεηψλ (random primers) θαη dH2O κέρξη 

ηειηθφ φγθν 12 κl, θαη κεηά απφ επψαζε 5 ιεπηψλ ζηνπο 70
ν
C γηα ηελ 

απνδηάηαμε ηνπ RNA ε αληίδξαζε κεηαθεξφηαλ ζηνλ πάγν. Αθνινπζνχζε 

πξνζζήθε 4 κl 5x δηαιχκαηνο αληίδξαζεο, 1 κl 10mM dNTPs, 2,4 κl  25mM 

MgCl2  θαη 1 κl ελδχκνπ. Καηφπηλ, πξαγκαηνπνηνχληαλ επψαζε ζε απμαλφκελεο 

ζεξκνθξαζίεο: ζηνπο 25
ν
C γηα 10 ιεπηά (πξφζδεζε ησλ εθθηλεηψλ), ζηνπο 42

ν
C 

γηα 60 ιεπηά (ζχλζεζε cDNA) θαη ζηνπο 70
ν
C γηα 15 ιεπηά (απελεξγνπνίεζε 

ελδχκνπ). Αθνινπζνχζε θχιαμε ηνπ cDNA ζηνπο -80
ν
C.  

                                                                                                                                                                                                                    

4.2.9 Αληίδξαζε Real-time PCR 

 

 Ζ αληίδξαζε Real-time PCR εθαξκφζηεθε γηα ηελ πνζνηηθή κειέηε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ κελχκαηνο RNA ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. Ζ αληίδξαζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα ηνπ SYBR GreenER kit ηεο Invitrogen ζε 

ζπλδπαζκφ κε εηδηθνχο εθθηλεηέο γηα ηα γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ (βιέπε 

4.1.6.2), ρξεζηκνπνηψληαο σο ππφζηξσκα ην cDNA πνπ είρε παξαρζεί απφ RNA 

απνκνλσκέλν απφ θχηηαξα ΖΚ-2 ή λεθξηθφ ηζηφ.  

 ΢ε θάζε αληίδξαζε πξνζζέηνληαλ 9 κl αξαησκέλν cDNA (αξαίσζε 1:20), 

300 nM απφ ηνλ εηδηθφ 5’- θαη 3’-εθθηλεηή, 10 κl απφ ην SYBR Green supermix 

(πεξηέρεη ηελ πνιπκεξάζε, ην δηάιπκα αληίδξαζεο θαη ηα dNTPs) θαη dH2O 

κέρξη ηειηθφ φγθν 25 κl. Ζ αληίδξαζε ιάκβαλε ρψξα ζην εηδηθφ κεράλεκα ABI 

Prism 7000 απφ ηελ Applied Biosystems ζηηο εμήο ζπλζήθεο: επψαζε ζηνπο 

50
ν
C γηα 2 ιεπηά, θαηφπηλ ζηνπο 95

ν
C γηα 10 ιεπηά, αθνινπζνχζαλ 40 θχθινη 

ησλ 15 δεπηεξνιέπησλ ζηνπο 95
ν
C, θαη ηέινο κηα επψαζε ζηνπο 60

ν
C γηα 1 

ιεπηφ. Σελ αληίδξαζε ζπλφδεπε αλάιπζε θακπχιεο απνδηάηαμεο ηνπ πξντφληνο 

(melting curve analysis) απφ ηνπο 60
ν
C ζηνπο 95

ν
C κε ιήςε κεηξήζεσλ θάζε 
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0,5
ν
C. Ζ αλάιπζε απηή δηαβεβαηψλεη γηα ηελ παξνπζία ελφο κφλν πξντφληνο 

ζηελ αληίδξαζε.  

 Σα δεδνκέλα γηα ηα γνλίδηα ελδηαθέξνληνο θαλνληθνπνηνχληαλ κε βάζε 

εθείλα απφ ηα γνλίδηα αλαθνξάο (18S rRNA ή GAPDH), ψζηε λα 

αληηζηαζκηζηνχλ ηπρφλ απνθιίζεηο ζηελ πνζφηεηα ηνπ RNA πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Γηα ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ mRNA ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο ΓΓCt, θαηά ηελ νπνία ππνινγίδεηαη ε δηαθνξά ησλ C(t)s πνπ ιήθζεθαλ 

γηα ην γνλίδην αλαθνξάο απφ εθείλα πνπ ιήθζεθαλ γηα ηα γνλίδηα ηνπ 

ελδηαθέξνληφο καο.   

 

4.2.10  Μνλόπιεπξε απόθξαμε νπξεηήξα ζε ηξωθηηθά  

 

Ζ κνλφπιεπξε απφθξαμε νπξεηήξα ζε ηξσθηηθά (κπο, επίκπεο) 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο έλα επξέσο δηαδεδνκέλν δσηθφ κνληέιν αλάπηπμεο 

λεθξηθήο ίλσζεο. Οη κειέηεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε αξζεληθνχο ελήιηθεο 

επίκπεο (αξνπξαίνη) Wistar ή κχεο (πνληίθηα) C57BL/6J. Γηα ηελ νπξεηεξηθή 

απφθξαμε, ηα δψα αλαηζζεηνπνηνχληαλ κε εηζπλνή ηζνθινπξαλίνπ παξνπζία 

νμπγφλνπ, κε ηε ρξήζε εηδηθνχ κεραλήκαηνο (Veterinary Anesthesia Ventilator), 

θαη δηαηεξνχληαλ ππφ αλαηζζεζία κε ζπλερή εηζπλνή ηζνθινπξαλίνπ θαζφιε ηε 

δηάξθεηα ηεο εγρείξεζεο. ΢ε φιε ηε δηάξθεηα ηνπ ρεηξνπξγείνπ δηαηεξνχληαλ 

άζεπηεο ζπλζήθεο. Πξαγκαηνπνηνχληαλ κηθξή ηνκή ζην χςνο ηεο θνηιηαθήο 

ρψξαο ηνπ δψνπ θαη αθνινπζνχζε πιήξεο απνιίλσζε ηνπ δεμηνχ νπξεηήξα  

πεξίπνπ 1 cm ρακειφηεξα απφ ηε λεθξηθή πχειν. Ζ ηνκή θιεηλφηαλ κε ξάκκαηα, 

ηα δψα αλαθηνχζαλ γξήγνξα ηηο αηζζήζεηο ηνπο θαη επέζηξεθαλ ζηα θινπβηά 

ηνπο, φπνπ είραλ ειεχζεξε πξφζβαζε ζε ηξνθή θαη λεξφ, κέρξη λα ζπζηαζηνχλ. 

΢αλ νκάδα ειέγρνπ (control) ρξεζηκνπνηήζεθαλ είηε δψα πνπ είραλ ππνζηεί ηε 

δηαδηθαζία ηεο εγρείξεζεο ρσξίο απνιίλσζε ηνπ νπξεηήξα είηε ν αξηζηεξφο 

θάζε θνξά λεθξφο πνπ δελ πθίζηαην απνιίλσζε. Μεηά ηελ παξέιεπζε ηνπ 

θαηάιιεινπ ρξνληθνχ δηαζηήκαηνο (απφ 2 έσο 17 εκέξεο), ηα δψα ζπζηάδνληαλ 

θαη νη λεθξνί ηνπο ζπιιέγνληαλ, μεπιέλνληαλ ζε δηάιπκα PBS θαη θφβνληαλ ζε 

κηθξά θνκκάηηα, ηα νπνία είηε κνληκνπνηνχληαλ γηα 24 ψξεο ζε δηάιπκα 10% 

θνξκαιίλεο θαη εγθιείνληαλ ζε παξαθίλε γηα ιήςε ηνκψλ, είηε πάγσλαλ 

ζηηγκηαία ζε πγξφ άδσην θαη ρξεζηκνπνηνχληαλ γηα εθρχιηζε πξσηετλψλ θαη 

RNA.   
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4.2.11 Υξήζε δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ εηεξόδπγωλ γηα ηελ calreticulin  

 

Σα knock-out πνληίθηα γηα ηελ calreticulin, δειαδή πνληίθηα απφ ηα νπνία 

ιείπνπλ θαη ηα 2 αιιειφκνξθα ηνπ γνληδίνπ ηεο, πεζαίλνπλ θαηά ην εκβξπτθφ 

ζηάδην. Γηα ηηο κειέηεο καο ρξεζηκνπνηήζακε ελήιηθα εηεξφδπγα πνληίθηα 

(C57BL/6J), κε έλα ιεηηνπξγηθφ αιιειφκνξθν ηεο calreticulin, ηα νπνία είλαη 

πιήξσο βηψζηκα θαη εθθξάδνπλ πεξίπνπ ηε κηζή πνζφηεηα πξσηεΐλεο ζε ζρέζε 

κε ηα θπζηνινγηθά αγξίνπ ηχπνπ (wild-type) πνληίθηα. Σα πνληίθηα απηά 

θαηαζθεπάζηεθαλ απφ ην ηκήκα Βηνρεκείαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ηεο Alberta 

ζηνλ Καλαδά (71), ην νπνίν θαη καο ηα παξαρψξεζε.  

 ΢ηα πνληίθηα απηά πξαγκαηνπνηήζακε νπξεηεξηθή απφθξαμε, φπσο 

πεξηγξάθεηαη ζηελ πξνεγνχκελε ελφηεηα, θαη ηα ζπζηάζακε κεηά απφ 8 ή 17 

εκέξεο γηα ζπιινγή ησλ λεθξψλ θαη επαθφινπζε κειέηε. ΢αλ control 

ρξεζηκνπνηήζακε ηνλ αξηζηεξφ κε απνιηλσκέλν λεθξφ.  

 

4.2.12 Ηζηνινγηθή ρξώζε κε Sirius Red 

 

Ζ ρξψζε απηή είλαη εηδηθή γηα ην θνιιαγφλν θαη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε 

κέηξεζε ηεο ελαπφζεζεο θνιιαγφλνπ ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν θαηά ηελ 

αλάπηπμε ηεο ίλσζεο ζην λεθξηθφ ηζηφ.  

Σνκέο παξαθίλεο πάρνπο 5 κm ζε αληηθεηκελνθφξνπο πιάθεο 

ελπδαηψλνληαλ κε ζηαδηαθή επψαζε ζε δηαιχκαηα μπιφιεο, 100% αηζαλφιεο, 

90% αηζαλφιεο, 70% αηζαλφιεο θαη H2O. Αθνινπζνχζε ρξψζε κε δηάιπκα 0,1% 

picro-sirius red (0,5g Sirius red ζε 500 ml θνξεζκέλνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο 

picric acid) γηα 1 ψξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 2 δεθάιεπηα μεπιχκαηα κε 

φμηλν H2O (5 ml acetic acid ζε 1 lt dH2O). Οη ηνκέο αθπδαηψλνληαλ κε ζηαδηαθή 

επψαζε ζε δηαιχκαηα 100% αηζαλφιεο θαη μπιφιεο, θαη κνληκνπνηνχληαλ ζε 

θαηάιιειν κέζν (DPX mounting medium), κε ηελ ηνπνζέηεζε θαιππηξίδαο.  

Οη ηνκέο εμεηάδνληαλ ζε νπηηθφ κηθξνζθφπην θαη ιακβάλνληαλ κε 

επηθαιππηφκελεο θσηνγξαθίεο ηνπ ζπλνιηθνχ λεθξηθνχ θινηνχ ζε 400x 

κεγέζπλζε. Σν πνζνζηφ ηεο ρξσκαηηζκέλεο κε Sirius Red επηθάλεηαο 

ππνινγηδφηαλ κε ηε ρξήζε δεκφζηα δηαζέζηκνπ ινγηζκηθνχ επεμεξγαζίαο 

εηθφλαο (Image J Fiji software).  
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4.2.13 Έιεγρνο ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ  

 

Ο πνιιαπιαζηαζκφο θπηηάξσλ ζε θαιιηέξγεηα κειεηήζεθε γηα λα 

ζπγθξηζεί ν ξπζκφο αλάπηπμεο δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ θπηηάξσλ. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηερληθή ελζσκάησζεο ζην DNA ηεο ρεκηθήο νπζίαο 

BrdU (βξσκν-δενμπ-νπξηδίλε).  

Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε ζηξνγγπιέο θαιππηξίδεο θαη 

θαιιηεξγνχληαλ γηα 24 ψξεο ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο. Σελ επφκελε εκέξα 

επσάδνληαλ κε δηάιπκα BrdU γηα 2 ψξεο ζηνπο 37
ν
C, ψζηε λα ελζσκαησζεί ε 

νπζία ζην DNA ησλ πνιιαπιαζηαδφκελσλ θπηηάξσλ. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα θχηηαξα 

κνληκνπνηνχληαλ ζε δηάιπκα 4% PFA (paraformaldehyde) γηα 20 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ελψ αθνινπζνχζε επψαζε κε δηάιπκα 2Ν HCl γηα 10 

ιεπηά, ψζηε λα γίλεη δηαπεξαηή ε πιαζκαηηθή κεκβξάλε. Σν δηάιπκα HCl 

απελεξγνπνηνχληαλ κε επψαζε ησλ θπηηάξσλ ζε δηάιπκα 0,1M NaBorate pH 8,5 

γηα 20 ιεπηά θαη αθνινπζνχζε επψαζε κε δηάιπκα blocking (5% FBS-0,1% 

Triton ζε PBS) γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ αλίρλεπζε ηεο 

ελζσκαησκέλεο νπζίαο BrdU γηλφηαλ κε επψαζε ησλ θπηηάξσλ κε πξσηνγελέο 

anti-BrdU αληίζσκα (overnight ζηνπο 4
ν
C), αθνινπζνχκελε απφ επψαζε κε 

θζνξίδνλ δεπηεξνγελέο αληίζσκα (γηα 2 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ). ΢ηε 

ζπλέρεηα, ηα θχηηαξα επσάδνληαλ κε ηε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI πνπ βάθεη 

κε εηδηθά ηνπο ππξήλεο (10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) θαη 

κνληκνπνηνχληαλ κε ηελ ηνπνζέηεζε ησλ θαιππηξίδσλ ζε εηδηθφ κνληκνπνηεηηθφ 

κέζν (Mowiol 4-88 Reagent) πάλσ ζε αληηθεηκελνθφξνπο πιάθεο.  

Σα θχηηαξα εμεηάδνληαλ ζε κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ θαη ιακβάλνληαλ 

ηπραίεο κε επηθαιππηφκελεο εηθφλεο ζε κεγέζπλζε 200x. Αθνινπζνχζε κέηξεζε 

ηνπ αξηζκνχ ησλ ζεηηθψλ BrdU ζεκάησλ ζε 500 θχηηαξα αλά δείγκα. Σα 

απνηειέζκαηα εθθξάζηεθαλ ζαλ αλαινγία ησλ κεηξήζεσλ BrdU 

(πνιιαπιαζηαδφκελα θχηηαξα) πξνο ηηο κεηξήζεηο ηνπ DAPI (ζπλνιηθφο αξηζκφο 

θπηηάξσλ).  

 

4.2.14 Έιεγρνο ηεο απόπηωζεο 

 

Ζ κειέηε ηεο απφπησζεο πξαγκαηνπνηήζεθε ηφζν ζε θαιιηεξγνχκελα 

θχηηαξα φζν θαη ζε ηνκέο λεθξηθνχ ηζηνχ. Υξεζηκνπνηήζεθε έλα εηδηθφ θηη απφ 
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ηε Roche (TUNEL fluorescein), ην νπνίν καξθάξεη ηνπο ππξήλεο κε 

θαηαθεξκαηηζκέλν DNA, έλα βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηεο απφπησζεο.  

Σα θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε θαιππηξίδεο θαη θαιιηεξγνχληαλ γηα 24 

ψξεο. Γηα ηελ επαηζζεηνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ κε Ζ2Ο2 πξηλ ηελ εμέηαζε ηεο 

απφπησζεο, ηα θχηηαξα επσάδνληαλ κε 50 κM H2O2 ζε ζξεπηηθφ πιηθφ, γηα 2 

ψξεο ζηηο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηάο ηνπο. ΢ηε ζπλέρεηα, κνληκνπνηνχληαλ ζε 

δηάιπκα 4% PFA (paraformaldehyde) γηα 20 ιεπηά θαη γίλνληαλ δηαπεξαηά κε 

επψαζε ζε δηάιπκα 0.1% Triton X-100 ζε 10mM Sodium Citrate pH 6.0, γηα 10 

ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινπζνχζε επψαζε κε ην κείγκα 

αληίδξαζεο TUNEL γηα 1 ψξα ζηνπο 37
ν
C, φπνπ εηδηθφ έλδπκν ελζσκάησλε 

θζνξίδνληα λνπθιενηίδηα ζην θαηαθεξκαηηζκέλν DNA ησλ απνπησηηθψλ 

θπηηάξσλ. Οη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ καξθάξνληαλ κε ηε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή 

DAPI, γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, θαη ηα δείγκαηα 

κνληκνπνηνχληαλ ζε εηδηθφ κέζν (Mowiol 4-88 Reagent).  

Γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ απνπησηηθψλ θπηηάξσλ ζην λεθξηθφ ηζηφ, ηνκέο 

παξαθίλεο ελπδαηψλνληαλ κε ζηαδηαθή επψαζε ζε δηαιχκαηα μπιφιεο, 100% 

αηζαλφιεο, 90% αηζαλφιεο, 70% αηζαλφιεο, H2O θαη PBS, ελψ αθνινπζνχζε ε 

ίδηα δηαδηθαζία ρξψζεο θαη κνληκνπνίεζεο φπσο πεξηγξάθεθε παξαπάλσ γηα ηα 

θπηηαξηθά παξαζθεπάζκαηα.  

Γηα ηελ κέηξεζε ηεο απφπησζεο, ηα παξαζθεπάζκαηα εμεηάδνληαλ ζε 

κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ θαη ιακβάλνληαλ ηπραίεο κε επηθαιππηφκελεο 

θσηνγξαθίεο ζε κεγέζπλζε 200x. Γηα ηα θπηηαξηθά παξαζθεπάζκαηα γηλφηαλ 

κέηξεζε ησλ απνπησηηθψλ ζεηηθψλ γηα TUNEL ππξήλσλ ζε 500 θχηηαξα αλά 

δείγκα θαη ηα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαλ σο πνζνζηφ ησλ κεηξήζεσλ TUNEL 

πξνο DAPI. Γηα ηα ηζηνινγηθά παξαζθεπάζκαηα γηλφηαλ κέηξεζε ησλ 

απνπησηηθψλ ππξήλσλ ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ ζε 8-10 εηθφλεο αλά δείγκα, 

ελψ ηα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαλ σο κέζνο φξνο κεηξήζεσλ αλά εηθφλα.  

Γηα δηπιή ρξψζε ζε λεθξηθέο ηνκέο παξαθίλεο, πξαγκαηνπνηνχληαλ 

πξψηα ε δηαδηθαζία ρξψζεο κε TUNEL θαη αθνινπζνχζε ηππηθή ρξψζε 

αλνζνθζνξηζκνχ (βιέπε 4.2.7).  

Δλδεηθηηθή ηεο απφπησζεο ζηα θαιιηεξγνχκελα θχηηαξα ήηαλ θαη ε 

ρξψζε κε ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε-3 πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ ελφηεηα ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ (βιέπε 4.2.7).  
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4.2.15 Έιεγρνο ηεο θηλεηηθόηεηαο ηωλ θπηηάξωλ 

 

Ζ θηλεηηθφηεηα ησλ θπηηάξσλ εμεηάζηεθε κε ηε δνθηκαζία επνχισζεο 

ηξαχκαηνο ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα (wound-healing closure assay). Σα 

θχηηαξα επηζηξψλνληαλ ζε πηάηα 48 ζέζεσλ (48-well plates) θαη θαιιηεξγνχληαλ 

κέρξη λα θαιχςνπλ φιε ηελ επηθάλεηα. Σν ζξεπηηθφ πιηθφ ησλ θπηηάξσλ 

αληηθαζηζηφηαλ κε ζξεπηηθφ πιηθφ ρσξίο νξφ 24 ψξεο πξηλ ηε δεκηνπξγία ηνπ 

ηξαχκαηνο. Σξεηο ψξεο πξηλ ηε δεκηνπξγία ηνπ ηξαχκαηνο, ε νπζία κηηνκπθίλε C 

πξνζζέηνληαλ ζηα θχηηαξα ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 10κg/ml ζε ζξεπηηθφ πιηθφ 

ρσξίο νξφ, γηα λα ζηακαηήζεη ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ. Γηα ηελ 

πξφθιεζε ηνπ ηξαχκαηνο, έλα πιαζηηθφ tip ζπξφηαλ ειαθξά θαηά κήθνο ηεο 

δηακέηξνπ ηεο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο, ψζηε λα δεκηνπξγεζεί κηα θελή θπηηάξσλ 

πεξηνρή εχξνπο πεξίπνπ 1mm. Σα θχηηαξα παξαηεξνχληαλ ζε νπηηθφ 

κηθξνζθφπην θαη θσηνγξαθίδνληαλ ζε κεγέζπλζε 50x ζηα ρξνληθά ζεκεία 0, 24, 

48 θαη 72 ψξεο κεηά ηελ πξφθιεζε ηνπ ηξαχκαηνο. Γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο 

θπηηαξηθήο κεηαλάζηεπζεο κεηξηφηαλ ην εκβαδφλ ηεο θελήο απφ θχηηαξα 

ηξαπκαηηζκέλεο πεξηνρήο ζηα πξναλαθεξζέληα ρξνληθά ζεκεία, κε ηε ρξήζε 

εηδηθνχ πξνγξάκκαηνο επεμεξγαζίαο εηθφλαο (Image J software). Σα 

απνηειέζκαηα εθθξάζηεθαλ σο πνζνζηφ ηεο ηξαπκαηηζκέλεο πεξηνρήο ζε θάζε 

ρξνληθφ ζεκείν.   

 

4.2.16 ΢ηαηηζηηθή αλάιπζε  

 

Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη σο κέζνο φξνο ± ηππηθή απφθιηζε. Γηα 

ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζηαηηζηηθήο δηαθνξάο αλάκεζα ζε δχν νκάδεο δεδνκέλσλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ακθίπιεπξν (two-tailed) Student’s t test. Γηα ηε ζχγθξηζε 

πνιιαπιψλ νκάδσλ δεδνκέλσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ANOVA κε post-

hoc αλάιπζε. Ζ ηηκή p (p value) κηθξφηεξε απφ 0,05 ζεσξήζεθε ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθή.  
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5 ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

5.1 Σν επίπεδν έθθξαζεο ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά 

ζωιελαξηαθά θύηηαξα ΖΚ-2 επεξεάδεη ραξαθηεξηζηηθά όπωο ε 

θηλεηηθόηεηα, ην ελδνθπηηαξηθό ζηξεο, ν πνιιαπιαζηαζκόο θαη ε 

απόπηωζε 

 

Γηα λα θαηαλνήζνπκε θαιχηεξα ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν ε ππεξέθθξαζε 

ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά θχηηαξα ηνπ λεθξνχ επεξεάδεη ηελ εμέιημε ηεο 

ίλσζεο ζην κνληέιν UUO, αλαιχζακε ην θαηλφηππν θπηηαξηθψλ ζεηξψλ πνπ είηε 

ππεξεθθξάδνπλ είηε ππνεθθξάδνπλ ηελ calreticulin. Γηα ην ζθνπφ ηεο 

ππεξέθθξαζεο, ρξεζηκνπνηήζακε κηα θαζηεξσκέλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ 

πξνέξρεηαη απφ ην αλζξψπηλν εγγχο εζπεηξακέλν επηζήιην (ΖΚ-2) θαη 

θαηαζθεπάζακε θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ ππεξεθθξάδνπλ ζηαζεξά ην cDNA ηεο 

calreticulin. Γηα ηα πεηξάκαηά καο ρξεζηκνπνηήζακε κηα θπηηαξηθή ζεηξά κε 

ρακειή θαη κηα κε πςειή ππεξέθθξαζε, θαζψο θαη κηα θπηηαξηθή ζεηξά ειέγρνπ 

(control) (Δηθφλα 1Α). Με ζθνπφ ηελ ππνέθθξαζε ηεο calreticulin, 

θαηαζθεπάζακε θπηηαξηθέο ζεηξέο ΖΚ-2 πνπ εθθξάδνπλ ζηαζεξά έλα εηδηθφ 

shRNA κφξην γηα ην αλζξψπηλν γνλίδην ηεο calreticulin θαη ρξεζηκνπνηήζακε 

δχν θπηηαξηθέο ζεηξέο κε ζεκαληηθή θαηαζηνιή ζηελ έθθξαζε ηεο πξσηείλεο, 

θαζψο θαη κία control θπηηαξηθή ζεηξά (Δηθφλα 1Β).  

Αξρηθά, παξαηεξήζακε πσο ηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin 

απέθηεζαλ κηα πην αηξαθηνεηδή, κεζεγρπκαηηθή κνξθή θαη ήηαλ ραιαξά 

πξνζθνιιεκέλα κεηαμχ ηνπο, ζε ζρέζε κε ηα control θχηηαξα (Δηθφλα 2Α). ΢ηε 

ζπλέρεηα, εμεηάζακε ηελ θηλεηηθφηεηα ησλ θπηηάξσλ κε κία δνθηκαζία 

επνχισζεο ηξαχκαηνο (wound-healing assay). Σα θχηηαξα κε ηελ ππεξέθθξαζε 

έδεημαλ ζεκαληηθά απμεκέλε θηλεηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ηα control θχηηαξα έσο 

θαη 72 ψξεο κεηά ηε δεκηνπξγία ηνπ ηξαχκαηνο ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα, ζε 

βαζκφ αλάινγν πξνο ηελ έθθξαζε ηεο calreticulin (Δηθφλα 2Β). Σν θαηλφκελν 

απηφ δελ νθείιεηαη ζε αχμεζε ηνπ ξπζκνχ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ θπηηάξσλ, 

θαζψο είρε πξνζηεζεί ζηα θχηηαξα ην αληηβηνηηθφ mitomycin C πνπ αλαζηέιιεη 

ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ. Δπηπιένλ, ε κειέηε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ 

θπηηάξσλ κε ηε κέζνδν ελζσκάησζεο BrdU ζην DNA έδεημε πσο ηα θχηηαξα κε 

ππεξέθθξαζε πνιιαπιαζηάδνληαη κε κηθξφηεξν ξπζκφ (Δηθφλα 2C).  
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Δηθόλα 1. Ζ ππεξέθθξαζε θαη ππνέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα ΖΚ-2. (Α) Σα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin θαηαζθεπάζηεθαλ κε ζηαζεξή 

δηακφιπλζε πιαζκηδίνπ πνπ πεξηέρεη ην cDNA γηα ηελ calreticulin ηνπ πνληηθνχ. 

Υξεζηκνπνηήζεθε κηα θπηηαξηθή ζεηξά control (πνπ δηακνιχλζεθε κε ηνλ άδεην πιαζκηδηαθφ 

θνξέα), κηα θπηηαξηθή ζεηξά κε ρακειή (Overexpression 1) θαη κηα κε πςειή ππεξέθθξαζε 

(Overexpression 2). (B) Σα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin θαηαζθεπάζηεθαλ κε 

ζηαζεξή δηακφιπλζε πιαζκηδίνπ πνπ πεξηέρεη έλα shRNA κφξην εηδηθφ γηα ην αλζξψπηλν 

γνλίδην ηεο calreticulin. Υξεζηκνπνηήζεθε κηα θπηηαξηθή ζεηξά control (πνπ δηακνιχλζεθε κε 

ηνλ άδεην πιαζκηδηαθφ θνξέα) θαη δχν θπηηαξηθέο ζεηξέο κε ζεκαληηθή θαηαζηνιή ηεο 

calreticulin. Ζ έθθξαζε ηεο calreticulin ζε θάζε θπηηαξηθή ζεηξά αμηνινγήζεθε κε ηε κέζνδν 

ηνπ Western blotting θαη θαλνληθνπνηήζεθε σο πξνο ηελ έθθξαζε ηεο β-actin. *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001 πξνο ην control. 

 

 

Καηφπηλ, κειεηήζακε ην ελδνθπηηαξηθφ ζηξεο εμεηάδνληαο ηα επίπεδα 

έθθξαζεο ηεο πξσηείλεο GRP78, ελφο θχξηνπ αηζζεηήξα ηνπ ζηξεο πνπ 

πξνέξρεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (ER stress) (40). Σα θχηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ calreticulin είραλ ζεκαληηθά απμεκέλα επίπεδα ηεο GRP78, 

ππνδεηθλχνληαο πσο ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin επάγεη θπηηαξηθνχο 
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κεραληζκνχο απφθξηζεο ζην ζηξεο (Δηθφλα 3Α). Γεδνκέλνπ φηη ην ζηξεο πνπ 

πξνέξρεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν κπνξεί λα νδεγήζεη ζε απφπησζε θαη 

θπηηαξηθφ ζάλαην (72), εμεηάζακε ηα επίπεδα ηεο απφπησζεο, ρξεζηκνπνηψληαο 

ηε κέζνδν TUNEL πνπ αληρλεχεη ην θαηαθεξκαηηζκέλν DNA, έλα βαζηθφ 

ραξαθηεξηζηηθφ ηεο απφπησζεο. Σα θχηηαξα κε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin 

παξνπζίαζαλ δηπιάζηα απφπησζε ζε ζρέζε κε ηα control θχηηαξα ζε 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Δπηπιένλ, κεηά απφ επψαζε ησλ 

θπηηάξσλ κε H2O2 ε απφπησζε ησλ θπηηάξσλ κε ππεξέθθξαζε απμήζεθε 

δξακαηηθά, εηδηθά γηα ηε ζεηξά κε ηε κεγαιχηεξε ππεξέθθξαζε (Δηθφλα 3Β). 

Αθφκα, ε έθθξαζε ηεο ελεξγνπνηεκέλεο θαζπάζεο-3, ελφο βαζηθνχ κεζνιαβεηή 

ηεο απνπησηηθήο δηαδηθαζίαο, ήηαλ ζεκαληηθά απμεκέλε ζηα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε, ηφζν απνπζία φζν θαη παξνπζία H2O2 ζην ζξεπηηθφ πιηθφ ησλ 

θπηηάξσλ (Δηθφλα 3C).  

Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη ζηα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ 

calreticulin παξαηεξήζεθε επίζεο ζεκαληηθή αχμεζε ζηα επίπεδα ηεο GRP78 

(Δηθφλα 3D), πηζαλφλ γηα λα αληηζηαζκίζεη ηε κεγάιε κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο 

calreticulin. Ωζηφζν, ν ξφινο ηεο GRP78 θαη ηεο επαγσγήο ηνπ ζηξεο είλαη 

πηζαλφ λα δηαθέξνπλ κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ πνπ ππνεθθξάδνπλ ή ππεξεθθξάδνπλ 

calreticulin. Απηφ ππνζηεξίδεηαη, επηπιένλ, απφ ην γεγνλφο φηη ηα θχηηαξα πνπ 

ππνεθθξάδνπλ calreticulin δελ παξνπζίαζαλ ζεκαληηθή αιιαγή ζηνπο ξπζκνχο 

πνιιαπιαζηαζκνχ, βησζηκφηεηαο ή απφπησζεο, ραξαθηεξηζηηθά πνπ κπνξνχλ λα 

επεξεαζηνχλ απφ ην ζηξεο (δεδνκέλα πνπ δελ παξνπζηάζηεθαλ).  
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Δηθόλα 2. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin κεηαβάιιεη ηε κνξθνινγία, ηελ θηλεηηθφηεηα θαη ην 

ξπζκφ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ θπηηάξσλ ΖΚ-2. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο control 

θπηηάξσλ θαη θπηηάξσλ κε ππεξέθθξαζε calreticulin πνπ δείρλνπλ ηελ απψιεηα ηεο 

επηζειηαθήο πξνζθφιιεζεο θαη ηελ απφθηεζε κηαο πην επηκεθπκέλεο, κεζεγρπκαηηθήο 

κνξθνινγίαο εμαηηίαο ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο calreticulin. (Β) Γνθηκαζία επνχισζεο ηξαχκαηνο 

ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα, παξνπζία κηηνκπθίλεο C γηα αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ, πνπ 

δείρλεη απμεκέλε θηλεηηθφηεηα ησλ θπηηάξσλ κε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin έσο θαη 72 ψξεο 

κεηά ηε δεκηνπξγία ηνπ ηξαχκαηνο. Ζ ηξαπκαηηζκέλε επηθάλεηα κεηξήζεθε ζηα ρξνληθά ζεκεία 

0, 24, 48 θαη 72 ψξεο κεηά ηε δεκηνπξγία ηνπ ηξαχκαηνο. (C) Γνθηκαζία ελζσκάησζεο BrdU 

ζην DNA, πνπ δείρλεη κεησκέλν πνιιαπιαζηαζκφ ησλ θπηηάξσλ κε ππεξέθθξαζε ηεο 

calreticulin. Σα απνηειέζκαηα εθθξάζηεθαλ ζαλ πνζνζηφ ηεο αλαινγίαο ησλ κεηξήζεσλ BrdU 

πξνο DAPI. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 πξνο ην control. Κιίκαθα: 250 κm (A). 
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Δηθόλα 3. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα επάγεη 

θπηηαξηθνχο κεραληζκνχο ζηξεο θαη απφπησζεο. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot πνπ δείρλεη 

απμεκέλε έθθξαζε ηεο GRP78, κηαο πξσηετλεο-αηζζεηήξα ηνπ ζηξεο πνπ πξνέξρεηαη απφ ην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. (Β) Αλαινγία ησλ 

κεηξήζεσλ ησλ ζεηηθψλ γηα TUNEL θπηηάξσλ πξνο ην DAPI ζηα control θχηηαξα θαη ηα 

θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, ζε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο (αξηζηεξά) ή 

κεηά απφ επψαζε κε 50 κΜ H2O2 γηα 2 ψξεο (δεμηά). (C) Αλαινγία ησλ κεηξήζεσλ ησλ 

ζεηηθψλ θπηηάξσλ γηα ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε-3 πξνο ην ζχλνιν ηνπ θπηηαξηθνχ πιεζπζκνχ 

(DAPI) ζηα control θχηηαξα θαη ηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, ζε θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο αλάπηπμεο ή κεηά απφ επψαζε κε 50 κΜ H2O2 γηα 2 ψξεο. Σα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε παξνπζίαζαλ απμεκέλε απφπησζε ζε ζρέζε κε ηα control θχηηαξα ηφζν ζηε 

δνθηκαζία κε TUNEL φζν θαη κε ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε-3, δείρλνληαο επίζεο απμεκέλε 
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επαηζζεζία ζηελ επψαζε κε H2O2. (D) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot πνπ δείρλεη απμεκέλε έθθξαζε 

ηεο GRP78 ζηα θχηηαξα κε ππνέθθξαζε ηεο calreticulin.  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 

πξνο ην control.     

 

5.2 Ζ ππεξέθθξαζε ή ππνέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα 

επηζειηαθά ζωιελαξηαθά θπηηαξα κεηαβάιιεη ηελ έθθξαζε 

επηζειηαθώλ θαη κεζεγρπκαηηθώλ δεηθηώλ  

 

Γεδνκέλνπ φηη ε εμέιημε ηεο ίλσζεο έρεη ζπζρεηηζζεί κε αιιαγέο ζηνλ 

επηζειηαθφ θαηλφηππν (73, 74), εμεηάζακε ηα επίπεδα έθθξαζεο επηζειηαθψλ 

θαη κεζεγρπκαηηθψλ δεηθηψλ ηφζν ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ φζν θαη ζε 

απηά πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin. Ζ επηζειηαθή πξσηείλε ησλ δηαθπηηαξηθψλ 

ζπλδέζκσλ E-cadherin ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλε ζηα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε. Παξάιιεια, κεζεγρπκαηηθέο πξσηείλεο φπσο ε vinculin θαη ε 

vimentin ήηαλ απμεκέλεο (Δηθφλα 4Α). Σα απνηειέζκαηα απηά δείρλνπλ φηη ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin πξνθαιεί κηα εμαζζέληζε ηνπ επηζειηαθνχ 

θαηλνηχπνπ, επλνψληαο έλαλ πην κεζεγρπκαηηθφ ραξαθηήξα.  

΢ηε ζπλέρεηα, εμεηάζακε πεξαηηέξσ θάπνηνπο δείθηεο ζην επίπεδν ηεο 

γνληδηαθήο έθθξαζεο. Σα γνλίδηα ηεο E-cadherin θαη ηεο Vimentin αθνινχζεζαλ 

ην ίδην πξφηππν έθθξαζεο κε ηηο αληίζηνηρεο πξσηείλεο (Δηθφλα 4Β). Οη 

κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο Snai1 (snail) θαη Snai2 (slug), θαηαζηνιείο ηεο E-

cadherin θαη ηζρπξνί ελεξγνπνηεηέο ηνπ ΔΜΣ (5, 75, 76), απμήζεθαλ ζεκαληηθά 

ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Ωζηφζν, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

Acta2 (ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ α-SMA), ηνπ πην επξέσο 

ρξεζηκνπνηνχκελνπ δείθηε γηα ηνπο κπντλνβιάζηεο, ήηαλ κεησκέλε ζηα θχηηαξα 

κε ηελ ππεξέθθξαζε, ππνδεηθλχνληαο πσο παξά ηηο θαηλνηππηθέο αιιαγέο ησλ 

θπηηάξσλ πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, δελ πξνσζείηαη ε πιήξεο κεηάβαζε 

ζε κεζεγρπκαηηθφ θαηλφηππν (ΔΜΣ).  

Ζ ππνέθθξαζε ηεο calreticulin νδήγεζε ζε ζεκαληηθή αχμεζε ζηελ 

έθθξαζε ηεο E-cadherin ηφζν ζην επίπεδν ηεο πξσηετλεο (Δηθφλα 4C) φζν θαη 

ηνπ mRNA (Δηθφλα 4D), δείρλνληαο ηνλ αληίζεην θαηλφηππν απφ ηα θχηηαξα κε 

ηελ ππεξέθθξαζε. Άιινη δείθηεο ηνπ ΔΜΣ φπσο νη Snai1 θαη Acta2 δελ 

κεηαβιήζεθαλ (Δηθφλα 4D). Ωζηφζν, ε επαγσγή θαη ησλ δχν δεηθηψλ απφ ηνλ 

παξάγνληα TGF-β1 φζν θαη ε θαηαζηνιή ηεο E-cadherin αλαζηάιζεθαλ ζηα 

θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin (Δηθφλα 4D). Σα απνηειέζκαηα απηά 
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δείρλνπλ φηη ε ππνέθθξαζε ηεο calreticulin αλαζηέιιεη δηάθνξεο θπηηαξηθέο 

απνθξίζεηο ζηνλ πξν-ηλσηηθφ παξάγνληα TGF-β1, ππνζηεξίδνληαο έλαλ πξν-

ηλσηηθφ ξφιν γηα ηελ calreticulin.  
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Δηθόλα 4. Αιιαγκέλε έθθξαζε επηζειηαθψλ θαη κεζεγρπκαηηθψλ δεηθηψλ πξνθαινχκελε απφ 

ηελ ππεξέθθξαζε ή ππνέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα. (Α) 

Αληηπξνζσπεπηηθά blots πνπ δείρλνπλ ζεκαληηθά κεησκέλε έθθξαζε ηεο E-cadherin θαη 

απμεκέλε έθθξαζε ηεο vimentin θαη ηεο vinculin ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. 

(Β) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA (θαζνξηζκέλε κε πνζνηηθή αλάιπζε RT-PCR) δηάθνξσλ δεηθηψλ 

ηνπ ΔΜΣ (E-cadherin, Vimentin, Acta2, Snai1, Snai2) ζηα control θχηηαξα θαη ηα θχηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Αμηνζεκείσηα, ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο Acta2 κεηψζεθαλ ζηα 

θχηηαξα κε ηελ ππεξέθθξαζε, δείρλνληαο πσο παξά ηε θαηλνηππηθή ηνπο αιιαγή, ηα θχηηαξα 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin δελ πξνσζνχληαη ζε πιήξε κεζεγρπκαηηθφ κεηαζρεκαηηζκφ. 

(C) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot ηεο έθθξαζεο ηεο E-cadherin ζηα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ 

calreticulin, απνπζία ή παξνπζία ηνπ παξάγνληα TGF-β1. Ζ E-cadherin είλαη ζεκαληηθά 

απμεκέλε ζηα θχηηαξα κε ηελ ππνέθθξαζε, θαη ε θαηαζηνιή ηεο έθθξαζήο ηεο απφ ηνλ TGF-

β1 παξεκπνδίδεηαη. (D) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA γνληδίσλ απφθξηζεο ζηνλ TGF-β1 ζηα 

θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ ηελ calreticulin. Ζ ππνέθθξαζε ηεο calreticulin θαηαζηέιιεη ηε 

ζεκαηνδφηεζε ηνπ TGF-β1 ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα. *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 πξνο ην control, 
†
P<0.05, 

††
P<0.01 πξνο ην control + TGF-β. 

 

5.3 Σα επίπεδα έθθξαζεο ηεο calreticulin επεξεάδνπλ ην 

εθθξηηηθό πξνθίι ηωλ επηζειηαθώλ ζωιελαξηαθώλ θπηηάξωλ  

 

Καζψο ε εμέιημε ηεο ίλσζεο βαζίδεηαη ζηε ζπζζψξεπζε εμσθπηηάξηαο 

νπζίαο, εμεηάζακε θαηά πφζνλ ε ππεξέθθξαζε ή ππνέθθξαζε ηεο calreticulin 

επεξεάδεη ηελ παξαγσγή ζπζηαηηθψλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. Βξήθακε πσο ε 

έθθξαζε ηεο fibronectin ήηαλ ζεκαληηθά απμεκέλε ζηα θχηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, ηφζν ζην επίπεδν ηεο πξσηείλεο φζν θαη ηνπ mRNA 

(Δηθφλα 5Α θαη 5D). Δπηπιένλ, ην θνιιαγφλν ΗV, έλα θχξην ζπζηαηηθφ ηεο 

βαζηθήο κεκβξάλεο ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ, ήηαλ απμεκέλν ζηα θχηηαξα 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin (Δηθφλα 5Β θαη 5D). Ωζηφζν, ην θνιιαγφλν I ην 

νπνίν παξάγεηαη θπξίσο απφ ηνπο ηλνβιάζηεο, δελ απμήζεθε ζηα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε, νχηε ζην επίπεδν ηεο πξσηείλεο (ζηα μερσξηζηά θιάζκαηα 

ζξεπηηθνχ πιηθνχ, θπηηαξηθνχ εθρπιίζκαηνο ή εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο) νχηε 

ζην επίπεδν ηνπ mRNA (Δηθφλα 5C θαη 5D). Αληίζεηα, ε ππνέθθξαζε ηεο 

calreticulin νδήγεζε ζε δξακαηηθή κείσζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ Col1a1 

ρσξίο λα επεξεάζεη ηα κεηάγξαθα ησλ γνληδίσλ Fn1 θαη Col4a1 (Δηθφλα 5Δ). Σα 

απνηειέζκαηα απηά δείρλνπλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά 

ζσιελαξηαθά θχηηαξα ΖΚ-2 πξνάγεη ηελ επηιεθηηθή παξαγσγή ζπζηαηηθψλ ηεο 

εμσθπηηάξηαο νπζίαο, ρσξίο ηελ επαγσγή πιήξνπο κεηαζρεκαηηζκνχ ζε 
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κεζεγρπκαηηθφ θαηλφηππν; σζηφζν, ε ππνέθθξαζή ηεο είλαη ηθαλή λα 

θαηαζηείιεη ηελ έθθξαζε κεζεγρπκαηηθψλ δεηθηψλ φπσο ην γνλίδην Col1a1. 

 

Δηθόλα 5. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα επάγεη ηελ 

επηιεθηηθή παξαγσγή ζπζηαηηθψλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot πνπ 

δείρλεη απμεκέλε έθθξαζε fibronectin ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. (B) 
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Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο αλνζνθζνξηζκνχ θνιιαγφλνπ IV ζε control θχηηαξα θαη θχηηαξα 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Ζ έθθξαζε ηνπ θνιιαγφλνπ IV είλαη εκθαλψο απμεκέλε ζηα 

θχηηαξα κε ηελ ππεξέθθξαζε. (C) Αληηπξνζσπεπηηθά blots πνπ δείρλνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ 

COL1A1 ζην ζξεπηηθφ πιηθφ (αξηζηεξά), ην εμσθπηηάξην ζηξψκα (κέζε) θαη ην θπηηαξηθφ 

εθρχιηζκα (δεμηά) απφ control θχηηαξα θαη θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Ζ ρξψζε 

κε Ponceau S ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ έιεγρν θφξησζεο ίζεο πνζφηεηαο πξσηετλεο ζε φια ηα 

δείγκαηα. Σν COL1A1, έλαο ηχπνο θνιιαγφλνπ πνπ παξάγεηαη θπξίσο απφ ηνπο ηλνβιάζηεο, 

δελ απμάλεηαη ζηα επηζειηαθά θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. (D) ΢ρεηηθή πνζφηεηα 

mRNA (θαζνξηζκέλε κε πνζνηηθή αλάιπζε RT-PCR) ησλ Col1a1, Col4a1 θαη Fibronectin. Σα 

επίπεδα ησλ κεηαγξάθσλ αθνινπζνχλ ην ίδην πξφηππν κε ηελ πξσηετληθή έθθξαζε. (Δ) ΢ρεηηθή 

πνζφηεηα mRNA (θαζνξηζκέλε κε πνζνηηθή αλάιπζε RT-PCR) κνξίσλ ηεο εμσθπηηάξηαο 

νπζίαο ζηα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin. Ζ έθθξαζε ηνπ Col1a1 είλαη ζεκαληηθά 

κεησκέλε, ελψ ε έθθξαζε ησλ κεηαγξάθσλ Col4a1 θαη Fn1 δελ κεηαβάιιεηαη. *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001 πξνο ην control. Κιίκαθα: 100 κm (B).   

 

 

5.4 Σα ζωιελαξηαθά θύηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin 

in vivo παξνπζηάδνπλ απμεκέλν θπηηαξηθό ζηξεο θαη απόπηωζε  

 

Σν θπηηαξηθφ ζηξεο πνπ πξνέξρεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν θαη ε 

απφπησζε ζεσξνχληαη φιν θαη πεξηζζφηεξν σο βαζηθνί κεραληζκνί πνπ 

ζπκβάιινπλ ζηελ αλάπηπμε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο (39, 77). Γεδνκέλνπ φηη ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα θαιιηεξγνχκελα θχηηαξα αχμεζε ηφζν ην ER 

ζηξεο φζν θαη ηελ απφπησζε, ζειήζακε λα επηβεβαηψζνπκε φηη ηα ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin in vivo ζην κνληέιν UUO 

παξνπζηάδνπλ αληίζηνηρα ραξαθηεξηζηηθά. Γηα ην ζθνπφ απηφ, 

πξαγκαηνπνηήζακε ρξψζε δηπινχ αλνζνθζνξηζκνχ ζε λεθξηθέο ηνκέο απφ 

control δψα (sham) θαη δψα κε νπξεηεξηθή απφθξαμε 2 θαη 8 εκεξψλ (L2 θαη L8 

αληίζηνηρα). Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 6Α, ε πξσηείλε GRP78, έλαο δείθηεο 

ηνπ ER ζηξεο, θαη ε calreticulin εθθξάδνληαη ζε ζρεηηθά ρακειά επίπεδα ζηα 

control δψα. Ωζηφζν, ηα επίπεδα θαη ησλ δχν πξσηετλψλ απμήζεθαλ ζηαδηαθά 

ζηηο 2 θαη 8 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε θαη παξνπζίαζαλ επξχ 

ζπλεληνπηζκφ ζηα θχηηαξα ησλ ζσιελαξίσλ. ΢πλεληνπηζκφο παξαηεξήζεθε 

επίζεο θαη θαηά ηε δηπιή ρξψζε κε calreticulin θαη TUNEL, γηα ηνλ εληνπηζκφ 

απνπησηηθψλ θπηηάξσλ. Δλψ νη ζεηηθνί γηα TUNEL ππξήλεο είλαη ειάρηζηνη ζηα 

control δψα, απμάλνληαη πξννδεπηηθά κεηά απφ 2 θαη 8 εκέξεο νπξεηεξηθήο 
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απφθξαμεο, θαη εληνπίδνληαη ζε επηζειηαθά θχηηαξα ζσιελαξίσλ φπνπ 

ππεξεθθξάδεηαη ε calreticulin (Δηθφλα 6Β).  
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Δηθόλα 6. Απμεκέλν θπηηαξηθφ ζηξεο θαη απφπησζε ραξαθηεξίδνπλ ηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin in vivo. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο δηπινχ 

αλνζνθζνξηζκνχ γηα ηηο πξσηετλεο GRP78 (πξάζηλν) θαη calreticulin (CRT, θφθθηλν) ζε control 

δψα (sham) θαη δψα κε νπξεηεξηθή απφθξαμε γηα 2 ή 8 εκέξεο (L2 θαη L8 αληίζηνηρα). Σφζν ε 

GRP78 φζν θαη ε CRT εθθξάδνληαη ζε ρακειά επίπεδα ζηα control δψα, αιιά απμάλνληαη 

ζηαδηαθά θαη ζπλεληνπίδνληαη ζηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα ηνπ ηλσηηθνχ λεθξνχ κεηά απφ 2 θαη 

8 εκέξεο νπξεηεξηθήο απφθξαμεο (θαίλεηαη κε θίηξηλν ρξψκα), ππνδεηθλχνληαο φηη ηα θχηηαξα 

πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin in vivo παξνπζηάδνπλ απμεκέλν ζηξεο. (Β) Αληηπξνζσπεπηηθέο 

εηθφλεο δηπινχ αλνζνθζνξηζκνχ γηα calreticulin (θφθθηλν) θαη TUNEL (πξάζηλν) ζε control 

δψα (sham) θαη δψα κε νπξεηεξηθή απφθξαμε γηα 2 ή 8 εκέξεο (L2, L8). Οη ζεηηθνί γηα TUNEL 

ππξήλεο (βέιε), πνπ ππνδεηθλχνπλ ηα απνπησηηθά θχηηαξα, απμάλνληαη πξννδεπηηθά απφ ηα 

control ζηα ηλσηηθά δψα θαη εληνπίδνληαη ζε ζσιελαξηαθά θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ 

calreticulin. Κιίκαθεο: 50 κm (A θαη B θάησ ζεηξά), 100 κm (B πάλσ ζεηξά).     

 

5.5 Πνληίθηα εηεξόδπγα γηα ηελ calreticulin παξνπζηάδνπλ 

βειηηωκέλε λεθξηθή εηθόλα θαη κεηωκέλε ζπζζώξεπζε 

θνιιαγόλνπ ζην κνληέιν UUO  

 

Αθνχ νη παξαηεξήζεηο καο έδεημαλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin 

ζηα ζσιελαξηαθά επηζειηαθά θχηηαξα επάγεη έλαλ πξν-ηλσηηθφ θαηλφηππν, 

ρξεζηκνπνηήζακε έλα δσηθφ κνληέιν κε κεησκέλε έθθξαζε calreticulin, πνληίθηα 

εηεξφδπγα γηα ηελ calreticulin (71), κε ζθνπφ λα εξεπλήζνπκε άκεζα ην ξφιν ηεο 

ζηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο ζην κνληέιν UUO.  

Αξρηθά, επηβεβαηψζακε φηη ηα εηεξφδπγα πνληίθηα παξάγνπλ πεξίπνπ ηε 

κηζή πνζφηεηα calreticulin ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ θπζηνινγηθά πνληίθηα 

(Δηθφλα 7Α). ΢ηε ζπλέρεηα, κε ζθνπφ λα κειεηήζνπκε πξνρσξεκέλα ζηάδηα ηεο 

ίλσζεο, ζπζηάζακε ηα δψα ζηηο 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε.  

΢ηηο 17 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε ππήξρε κηα εκθαλήο αλαηνκηθή 

δηαθνξά κεηαμχ ησλ απνιηλσκέλσλ λεθξψλ ησλ αγξίνπ ηχπνπ θαη ησλ 

εηεξφδπγσλ δψσλ. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 7Β, νη απνιηλσκέλνη λεθξνί ησλ 

αγξίνπ ηχπνπ πνληηθψλ παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθή δηάηαζε θαη αιιαγή ρξψκαηνο 

ζε ζρέζε κε ηνπο αληίζηνηρνπο λεθξνχο ησλ εηεξφδπγσλ πνληηθψλ. Σν ίδην 

θαηλφκελν παξαηεξήζεθε θαη ζηηο 8 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε, σζηφζν ζε 

κηθξφηεξν βαζκφ. Ζ βειηησκέλε εηθφλα ησλ ηλσηηθψλ λεθξψλ ζηα εηεξφδπγα 

πνληίθηα ήηαλ ε πξψηε έλδεημε γηα ηε ζεηηθή ζπζρέηηζε ηεο πνζφηεηαο ηεο 

calreticulin κε ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο.  
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Γηα λα δηεξεπλήζνπκε πεξαηηέξσ εάλ ε κείσζε ηεο calreticulin επεξεάδεη 

ηελ ελαπφζεζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο θαηά ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο, 

πξαγκαηνπνηήζακε ρξψζε λεθξηθψλ ηνκψλ κε Sirius Red. Ζ πνζνηηθνπνίεζε 

ηεο έθηαζεο ηεο ρξψζεο έδεημε ζεκαληηθή κείσζε ηνπ εμσθπηηάξηνπ 

θνιιαγφλνπ ζηνπο λεθξνχο ησλ εηεξφδπγσλ δψσλ, ηφζν ζηηο 8 φζν θαη ζηηο 17 

εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε (Δηθφλα 7C). Δίλαη αμηνζεκείσην φηη ε ζπζζψξεπζε 

ηνπ θνιιαγφλνπ κεηψζεθε θαηά 35% θαη 50% ζηηο 8 θαη 17 εκέξεο αληίζηνηρα, 

ππνδεηθλχνληαο πσο ε κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο calreticulin πξνζηαηεχεη απφ 

ηελ ελαπφζεζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο ζε πνιχ εμειηγκέλα ζηάδηα ηεο ίλσζεο.  

 

Δηθόλα 7. Ζ κεησκέλε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα βειηηψλεη ηε 

ζσιελαξηνδηάκεζε ίλσζε ζην κνληέιν UUO.  (A) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot ηεο έθθξαζεο ηεο 

calreticulin (CRT) ζηνπο λεθξνχο ησλ εηεξφδπγσλ (+/-) θαη ησλ αληίζηνηρσλ αγξίνπ ηχπνπ 

πνληηθψλ (wt). Σα εηεξφδπγα πνληίθηα παξάγνπλ πεξίπνπ ηε κηζή πνζφηεηα calreticulin ζε 

ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα. (Β) Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα ησλ απνιηλσκέλσλ θαη 

εηεξφπιεπξσλ λεθξψλ απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ θαη ηα εηεξφδπγα πνληίθηα, 17 εκέξεο κεηά ηελ 

νπξεηεξηθή απφθξαμε. Δκθαλψο, ηα εηεξφδπγα δψα παξνπζηάδνπλ κηθξφηεξε δηάηαζε θαη 

θαιχηεξε δηαηήξεζε ηνπ ρξψκαηνο ησλ απνιηλσκέλσλ λεθξψλ ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ 

δψα, ππνδεηθλχνληαο κηα θαζπζηέξεζε ζηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο. (C) Αληηπξνζσπεπηηθέο 
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εηθφλεο λεθξηθψλ ηνκψλ ρξσκαηηζκέλσλ κε Sirius Red απφ αγξίνπ ηχπνπ θαη εηεξφδπγα 

πνληίθηα, 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ρξψζεο 

έδεημε ζεκαληηθά κεησκέλε ελαπφζεζε θνιιαγφλνπ ζηνπο λεθξνχο ησλ εηεξφδπγσλ πνληηθψλ 

θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία. n=3 αλά νκάδα. **P<0.01 πξνο ην wt, *P<0.05 πξνο ην L8wt, 
††

P<0.01 πξνο ην L17wt. Κιίκαθα: 50 κm (C).   

 

5.6 Σα εηεξόδπγα γηα ηελ calreticulin πνληίθηα έρνπλ αιιαγκέλε 

έθθξαζε βαζηθώλ κνξίωλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ πξόνδν ηεο ίλωζεο  

 

΢ηε ζπλέρεηα, εμεηάζακε ηα επίπεδα έθθξαζεο γλσζηψλ κνξίσλ πνπ 

πξνάγνπλ ηε θιεγκνλή θαη ηελ ίλσζε, θαζψο θαη ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο 

calreticulin, ζηα εηεξφδπγα θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ δψα ζην κνληέιν UUO. Ζ 

πνζνηηθή RT-PCR αλάιπζε έδεημε πσο ε calreticulin απμήζεθε κε ηελ πξφνδν 

ηεο ίλσζεο, αιιά ε έθθξαζή ηεο ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα δψα 

ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ. Ωζηφζν, πςειφηεξε κείσζε ζηελ έθθξαζε ηεο 

calreticulin παξαηεξήζεθε ζηηο 17 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε, ππνδεηθλχνληαο 

πσο ε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα δελ ήηαλ αλαινγηθά 

κεησκέλε ζε φια ηα ρξνληθά ζεκεία (Δηθφλα 8Α). ΢ε ζπκθσλία κε ηα επίπεδα 

έθθξαζεο ηεο calreticulin, ηα πξν-ηλσηηθά γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ζπζηαηηθψλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο Col1a1, 

Col3a1, Col4a1 θαη Fn1 (ην γνλίδην γηα ηελ fibronectin), ηνπ πξν-ηλσηηθνχ 

παξάγνληα TGF-β1 θαη ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ Snai1 θαη Snai2, είραλ 

εκθαλψο κεησκέλε έθθξαζε ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα, αιιά ζε κηθξφηεξν βαζκφ 

ζηηο 8 εκέξεο ζε ζρέζε κε ηηο 17 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε (Δηθφλα 8Β). 

Δπηπιένλ, εμεηάζακε ηελ έθθξαζε ηεο Δ-cadherin σο δείθηε αθεξαηφηεηαο ηνπ 

επηζειηαθνχ ηζηνχ; έδεημε ζεκαληηθή κείσζε ζηα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα ζηηο 17 

εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε, ελψ παξέκεηλε ζηαζεξή ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα 

(Δηθφλα 8C). ΢ηε ζπλέρεηα, κεηξήζακε ηελ επηθάλεηα ησλ ζεηηθψλ γηα α-SMA 

κπντλνβιαζηψλ, θαζψο θαη ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξν-θιεγκνλσδψλ 

κεζνιαβεηψλ TNFα θαη MCP1. ΢ηηο 17 εκέξεο κεηά ηελ απφθξαμε ε έθθξαζε 

ηφζν ηεο α-SMA φζν θαη ησλ πξν-θιεγκνλσδψλ γνληδίσλ ήηαλ ζεκαληηθά 

κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα δψα, ζε ζπκθσλία κε ην βαζκφ κείσζεο ηεο calreticulin 

(Δηθφλεο 8D θαη 8E). ΢πκπεξαζκαηηθά, ηα απνηειέζκαηα απηά ππνδειψλνπλ 

πσο ε calreticulin ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ ελεξγνπνίεζε πξν-θιεγκνλσδψλ θαη πξν-

ηλσηηθψλ κνλνπαηηψλ, θαη ε κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο είλαη ηθαλή λα θαηαζηείιεη 

απνηειεζκαηηθά ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο.  
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Δηθόλα 8. Ζ κεησκέλε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα αιιάδεη ην ηλσηηθφ 

πξνθίι ηεο ζσιελαξηνδηάκεζεο ίλσζεο ζην κνληέιν UUO. (A) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA 

(θαζνξηζκέλε κε πνζνηηθή αλάιπζε RT-PCR) ηνπ γνληδίνπ ηεο calreticulin ζε control θαη 

ηλσηηθνχο λεθξνχο 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε, ζηα εηεξφδπγα γηα ηελ 

calreticulin θαη ηα αληίζηνηρα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα. Ζ έθθξαζε ηεο calreticulin είλαη 
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κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα, αιιά ν βαζκφο ηεο κείσζεο 

δηαθέξεη αλάκεζα ζηνπο control λεθξνχο θαη ηνπο λεθξνχο κεηά απφ 8 ή 17 εκέξεο 

νπξεηεξηθήο απφθξαμεο. (B) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA βαζηθψλ πξν-ηλσηηθψλ γνληδίσλ 

(Col1a1, Col3a1, Col4a1, Fn1, TGFb1, Snai1 θαη Snai2) ζηα εηεξφδπγα θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ 

πνληίθηα κεηά απφ 8 ή 17 εκέξεο νπξεηεξηθήο απφθξαμεο. Σα κεηάγξαθα απηά δείρλνπλ κηα 

κηθξή θαηαζηνιή ζηηο 8 εκέξεο θαη κηα εκθαλψο κεγαιχηεξε θαηαζηνιή ζηηο 17 εκέξεο απφ 

ηελ απφθξαμε ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα, ε νπνία είλαη ζχκθσλε κε ην πξφηππν έθθξαζεο ηεο 

calreticulin ζηα αληίζηνηρα ρξνληθά ζεκεία. (C) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot ηεο έθθξαζεο ηεο E-

cadherin ζηα εηεξφδπγα θαη ηα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα, 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή 

απφθξαμε. Ζ E-cadherin είλαη ζεκαληηθά κεησκέλε ζηηο 17 εκέξεο ηνπ UUO ζηα αγξίνπ ηχπνπ 

αιιά φρη ζηα εηεξφδπγα δψα, ππνδεηθλχνληαο θαιχηεξε δηαηήξεζε ηεο επηζειηαθήο δνκήο ζηα 

εηεξφδπγα δψα. (D) Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο λεθξηθψλ ηνκψλ ρξσκαηηζκέλσλ κε α-SMA, 

απφ αγξίνπ ηχπνπ θαη εηεξφδπγα πνληίθηα ζηηο 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Ζ 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο ρξψζεο ζε κε επηθαιππηφκελεο εηθφλεο ηνπ ζπλνιηθνχ θινηνχ έδεημε 

ζεκαληηθή κείσζε ηεο ζεηηθήο γηα α-SMA πεξηνρήο ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα. (Δ) ΢ρεηηθή 

πνζφηεηα mRNA ησλ πξν-θιεγκνλσδψλ γνληδίσλ TNFa θαη MCP1 ζηα εηεξφδπγα θαη ηα 

αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα, 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Οη πξν-θιεγκνλψδεηο 

κεζνιαβεηέο θαηαζηέιινληαη ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε ζε 

βαζκφ ζχκθσλν κε ην επίπεδν έθθξαζεο ηεο calreticulin. n=3 αλά νκάδα. *P<0.05, **P<0.01 

πξνο ηα control wt, L8wt or L17wt (A, B, D θαη E) θαη **P<0.01 πξνο ην control, 
††

P<0.01 

πξνο ην L17+/- (C). Κιίκαθα: 50 κm (D).   

 

5.7 ΢ηα εηεξόδπγα γηα ηελ calreticulin πνληίθηα ηα λεθξηθά 

ζωιελαξηαθά θύηηαξα πξνζηαηεύνληαη από ηελ απόπηωζε θαηά 

ηελ πξόνδν ηεο ίλωζεο 

 

Γεδνκέλνπ φηη ε απφπησζε παίδεη βαζηθφ ξφιν ζηελ απψιεηα ησλ 

λεθξηθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ θαηά ηελ αλάπηπμε ηεο ίλσζεο, εμεηάζακε εάλ 

ε κείσζε ηεο calreticulin επεξεάδεη ηελ απφπησζε ησλ ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ 

ζην κνληέιν UUO. Ζ ρξψζε λεθξηθψλ ηνκψλ κε ηε κέζνδν TUNEL έδεημε πσο 

ηα εηεξφδπγα πνληίθηα έρνπλ ζεκαληηθά κεησκέλε απφπησζε ζε ζρέζε κε ηα 

αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα, ηφζν ζηηο 8 φζν θαη θαη ζηηο 17 εκέξεο κεηά ηελ 

απφθξαμε (Δηθφλα 9). Δπηπιένλ, ν βαζκφο κείσζεο ηεο απφπησζεο ησλ 

ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ είλαη ζπγθξίζηκνο κε ηε κείσζε ησλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα δψα κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε 

(Δηθφλα 8Α).  
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Δηθόλα 9. Σα κεησκέλα επίπεδα ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα πξνζηαηεχνπλ απφ ηελ 

απψιεηα ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ θαηά ηε ζσιελαξηνδηάκεζε ίλσζε ζην κνληέιν UUO. 

Αξηζκφο ζεηηθψλ γηα TUNEL ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ αλά πεδίν, ζηα αγξίνπ ηχπνπ θαη ηα 

εηεξφδπγα πνληίθηα 8 θαη 17 εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Ζ απφπησζε ησλ 

ζσιελαξηαθψλ θπηηάξσλ είλαη ζεκαληηθά κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα θαη ζηα δχν 

ρξνληθά ζεκεία. n=3 αλά νκάδα.  *P<0.05 πξνο ην L8wt, 
††

P<0.01 πξνο ην L17wt. 

 

 

5.8 Σα επίπεδα έθθξαζεο ηεο calreticulin επεξεάδνπλ ηελ 

έθθξαζε κνξίωλ πνπ δξνπλ αλνδηθά ή θαζνδηθά ηνπ 

ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηνπ TGF-β1  

 

Αθνχ ε κεξηθή έιιεηςε ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα 

θαηέζηεηιε ηελ έθθξαζε ηνπ TGF-β1, ελφο βαζηθνχ κεζνιαβεηή πξν-ηλσηηθψλ 

δηεξγαζηψλ, δηεξεπλήζακε εάλ ε calreticulin είλαη δπλαηφ λα ξπζκίδεη ηελ 

παξαγσγή ή ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ TGF-β1.  

Ζ thrombospondin 1 (TSP1) είλαη κηα ζχλζεηε πξσηείλε ηνπ 

εμσθπηηάξηνπ ζηξψκαηνο πνπ ξπζκίδεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ TGF-β1 θαη έρεη 

δεηρζεί πσο παίδεη ξφιν ζηελ επνχισζε ησλ ηξαπκάησλ θαη ηελ ίλσζε (78, 79). 

΢ηηο κειέηεο καο, ε TSP1 απμήζεθε κε ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο; σζηφζν ε 

έθθξαζή ηεο ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα γηα ηελ calreticulin δψα 

ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ δψα θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία πνπ εμεηάζηεθαλ 
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(Δηθφλα 10Α). ΢ηε ζπλέρεηα, εμεηάζακε εάλ ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο 

calreticulin επεξεάδνπλ ηελ έθθξαζε ηεο TSP1 ζηα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε ή ππνέθθξαζε ηεο calreticulin. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 10Β, ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin επάγεη κηα αλάινγε αχμεζε ζηα επίπεδα έθθξαζεο 

ηεο TSP1. Αληίζηνηρα, ε έιιεηςε ηεο calreticulin θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηεο 

TSP1 ζε ζεκαληηθφ βαζκφ (Δηθφλα 10C). ΢πιινγηθά, ηα απνηειέζκαηα απηά 

ππνδεηθλχνπλ πσο ηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο calreticulin επεξεάδνπλ άκεζα ηελ 

έθθξαζε ηεο TSP1, θαη πηζαλφλ ξπζκίδνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ παξάγνληα 

TGF-β1 κέζσ ηεο TSP1.  

Αθφκα, δηεξεπλήζακε ηελ επίδξαζε ησλ επηπέδσλ ηεο calreticulin ζηελ 

έθθξαζε πξν-θιεγκνλσδψλ κεζνιαβεηψλ, δεδνκέλνπ φηη ηα θιεγκνλψδε 

θχηηαξα απνηεινχλ ηελ θχξηα πεγή παξαγσγήο ηνπ TGF-β1 θαηά ηελ ίλσζε 

(16). Οη ηξεηο θπηνθίλεο πνπ εμεηάζηεθαλ (MCP1, TNFα, IL8) βξέζεθαλ 

ζεκαληηθά απμεκέλεο ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin (Δηθφλα 

10D). Δπηπιένλ, νη MCP1 θαη TNFα ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλεο ζηα θχηηαξα πνπ 

ππνεθθξάδνπλ calreticulin (Δηθφλα 10C). Σν απνηέιεζκα απηφ ζπκθσλεί κε ηελ 

θαηαζηνιή ησλ επηπέδσλ ησλ MCP1 θαη TNFα ζηα εηεξφδπγα γηα ηελ 

calreticulin πνληίθηα θαηά ηελ αλάπηπμε ηεο ίλσζεο (Δηθφλα 8Δ), θαη ζπζρεηίδεη 

ηελ calreticulin κε ηε ξχζκηζε ηεο θιεγκνλήο θαη θαηά ζπλέπεηα ηελ παξαγσγή 

ηνπ TGF-β1.   

΢ε ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, ε έθθξαζε ηεο 

θσζθνξπιησκέλεο Smad3 πξσηείλεο, ελφο θεληξηθνχ κεζνιαβεηή ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ηνπ TGF-β1, ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα γηα 

ηελ calreticulin πνληίθηα θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία πνπ εμεηάζηεθαλ, 

δείρλνληαο εκθαλψο κηα κηθξφηεξε ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ TGF-β1 

(Δηθφλα 10E).  
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Δηθόλα 10. Σα επίπεδα έθθξαζεο ηεο calreticulin επεξεάδνπλ κφξηα πνπ βξίζθνληαη αλνδηθά ή 

θαζνδηθά ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ηνπ TGF-β1. (Α) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA ηεο 

thrombospondin 1 (TSP1) ζηνπο λεθξνχο απφ αγξίνπ ηχπνπ θαη εηεξφδπγα πνληίθηα, 8 θαη 17 

εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Σα επίπεδα ηεο TSP1 απμάλνπλ κε ηελ πξφνδν ηεο 

ίλσζεο, αιιά παξαηεξείηαη ζεκαληηθή θαηαζηνιή ηεο έθθξαζήο ηεο ζηα εηεξφδπγα γηα ηελ 

calreticulin πνληίθηα θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία. n=3 αλά νκάδα. *P<0.05 πξνο ην L8wt, 

**P<0.01 πξνο ην L17wt. (B) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA ηεο TSP1 ζηα θχηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα επάγεη ζεκαληηθή αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηεο TSP1. (C) ΢ρεηηθή πνζφηεηα mRNA 

θιεγκνλσδψλ κνξίσλ ζηα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin. Σα επίπεδα ησλ TSP1, 

MCP1 θαη TNFa κεηψλνληαη ζεκαληηθά ιφγσ ηεο ππνέθθξαζεο ηεο calreticulin. (D) ΢ρεηηθή 

πνζφηεηα mRNA ησλ θιεγκνλσδψλ θπηνθηλψλ MCP1, TNFα θαη IL8 ζηα θχηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. Οη ηξεηο θπηνθίλεο απμάλνληαη εκθαλψο ζηα θχηηαξα κε ηελ 

ππεξέθθξαζε, ζπζρεηίδνληαο έηζη ηελ ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin κε ηε κεζνιάβεζε κηαο 

πξν-θιεγκνλψδνπο θαηάζηαζεο πνπ κπνξεί λα δηεγείξεηαη απφ ηα λεθξηθά ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 πξνο ην control. Οη ζρεηηθέο πνζφηεηεο mRNA 

θαζνξίζηεθαλ κε πνζνηηθή αλάιπζε RT-PCR. (Δ) Αληηπξνζσπεπηηθφ blot ηεο έθθξαζεο ηεο 

θσζθνξπιησκέλεο πξσηετλεο Smad3 ζηα αγξίνπ ηχπνπ θαη ηα εηεξφδπγα πνληίθηα, 8 θαη 17 

εκέξεο κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε. Ζ pSmad3 είλαη ζεκαληηθά κεησκέλε ζηνπο λεθξνχο 

ησλ εηεξφδπγσλ δψσλ θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία κεηά ηελ νπξεηεξηθή απφθξαμε, 

ππνδεηθλχνληαο κηα ζεκαληηθή εμαζζέληζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ηνπ TGF-β1. 

*P<0.05 πξνο ην L17wt, **P<0.01 πξνο ην L8wt. 
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6 ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

 

Ζ λεθξηθή ίλσζε απνηειεί ηνλ θνηλφ αλαηνκηθφ παξνλνκαζηή πνπ 

ραξαθηεξίδεη ηελ εμέιημε ηεο ρξφληαο λεθξηθήο λφζνπ πνηθίιεο αηηηνινγίαο (80). 

Μφλν ε ιεπηνκεξήο θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ θαη ησλ καθξνκνξίσλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο ζα επηηξέςνπλ ηελ αλάπηπμε εηδηθψλ 

ζηνρεπκέλσλ ζεξαπεπηηθψλ πξνζεγγίζεσλ. ΢ηε κειέηε απηή, δείμακε ηε 

ζπκκεηνρή ηεο πξσηείλεο calreticulin ζηελ αλάπηπμε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο in 

vitro θαη in vivo. Οη in vitro κειέηεο καο κε ηα λεθξηθά επηζειηαθά ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα έδεημαλ πσο ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ήηαλ αηηηνινγηθφο 

παξάγνληαο γηα ηελ απφθηεζε ελφο αιιαγκέλνπ, θπξίσο πξν-ηλσηηθνχ 

θπηηαξηθνχ θαηλνηχπνπ. ΢ηε ζπλέρεηα, επηβεβαηψζακε πσο θξηηηθέο αιιαγέο πνπ 

παξαηεξήζακε in vitro, φπσο ην θπηηαξηθφ ζηξεο θαη ε απφπησζε, εκθαλίδνληαλ 

επίζεο in vivo ζηα επηζειηαθά θχηηαξα ησλ ζσιελαξίσλ, ζην κνληέιν UUO. Με 

βάζε απηέο ηηο παξαηεξήζεηο, ππνζέζακε πσο ε κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο 

calreticulin πηζαλφλ λα έρεη πξνζηαηεπηηθή δξάζε ελάληηα ζηελ ίλσζε. 

Πξάγκαηη, δείμακε πσο ε κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο calreticulin ζε εηεξφδπγα 

δηαγνληδηαθά δψα αλέζηεηιε εληππσζηαθά ηελ πξφνδν ηεο ζσιελαξηνδηάκεζεο 

ίλσζεο.  

Με πνηνλ ηξφπν ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα ζσιελαξηαθά 

θχηηαξα επεξεάδεη ηελ πξφνδν ηεο λεθξηθήο ίλσζεο; Ζ ππεξέθθξαζε ηεο 

calreticulin ζηα θαιιηεξγνχκελα λεθξηθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα πξνθάιεζε ηε 

κείσζε δηαθνξνπνηεκέλσλ επηζειηαθψλ δεηθηψλ, φπσο ε E-cadherin, θαη ηελ 

απφθηεζε ελφο πην κεζεγρπκαηηθνχ θαηλνηχπνπ, πηζαλφηαηα κέζσ ηεο αχμεζεο 

ησλ βαζηθψλ ξπζκηζηψλ ηνπ ΔΜΣ Snai1 θαη Snai2 (φπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 

4) (5, 75, 76). Σν γεγνλφο φηη ε ρακειή ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin νδήγεζε ζε 

κηα κεγαιχηεξε κείσζε ηεο E-cadherin ζπκθσλεί κε ηελ πςειφηεξε αχμεζε ησλ 

επηπέδσλ ηνπ Snai1 θαη ηελ ηζρπξφηεξε ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο β-

catenin ζηνλ θιψλν 1 (δεδνκέλα πνπ δελ παξνπζηάζηεθαλ). Σα απνηειέζκαηα 

απηά πηζαλφλ ππνδεηθλχνπλ φηη ιεπηέο δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηεο calreticulin 

κπνξεί λα είλαη ηθαλέο λα επεξεάδνπλ δπζαλάινγα ζπγθεθξηκέλα κνλνπάηηα ζε 

επίπεδν θπηηαξνθαιιηέξγεηαο. Ωζηφζν, ζηελ πεξίπησζε ελφο ζχλζεηνπ ηζηνχ 

φπνπ εκπιέθνληαη θαη άιινη παξάγνληεο ή θχηηαξα, νη επηδξάζεηο απηέο ίζσο 

εμηζνξξνπνχληαη. ΢ε ζπκθσλία κε ηα επξήκαηα απηά, κηα πξνγελέζηεξε κειέηε 
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ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά MDCK εμέηαζε ην ξφιν ηεο calreticulin ζηελ επαγσγή 

ηνπ ΔΜΣ (81). Σν θαηλφκελν ηνπ ΔΜΣ έρεη πξνηαζεί παιηφηεξα πσο έρεη 

ζεκειηψδε ζπλεηζθνξά ζηελ αλάπηπμε ηεο λεθξηθήο ίλσζεο (5, 8). Ωζηφζν, 

πξφζθαηεο κειέηεο έρνπλ ακθηζβεηήζεη απηή ηελ ηδέα θαη έρνπλ θαηαζηήζεη ην 

ξφιν ηνπ ΔΜΣ αξθεηά αληηθαηηθφ (13, 14). Δίλαη ελδηαθέξνλ πσο ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα δελ 

νδήγεζε ζε επαγσγή νχηε ηεο α-SMA, ηνπ πην επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελνπ 

δείθηε γηα ελεξγνπνηεκέλνπο ηλνβιάζηεο/κπντλνβιάζηεο, νχηε ηνπ Col1a1, ηνπ 

θχξηνπ ηχπνπ θνιιαγφλνπ πνπ παξάγεηαη απφ ηνπο ηλνβιάζηεο. Απφ ηελ άιιε 

πιεπξά, πξφζθαηεο κειέηεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ηλνβιαζηψλ ζπζρέηηζαλ 

αλαινγηθά ηελ πνζφηεηα ηεο calreticulin κε ηελ έθθξαζε θαη ελαπφζεζε ηνπ 

θνιιαγφλνπ Η (70). Σα απνηειέζκαηα απηά, ζε ζπλδπαζκφ κε ηα επξήκαηά καο, 

ππνδεηθλχνπλ φηη ε calreticulin κπνξεί λα ξπζκίδεη νξηζκέλεο θπηηαξηθέο 

ιεηηνπξγίεο δηαθνξεηηθά, αλάινγα κε ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν. Γηα παξάδεηγκα, ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα αχμεζε ηελ παξαγσγή 

άιισλ ζπζηαηηθψλ ηελ εμσθπηηάξηαο νπζίαο, φπσο ε fibronectin θαη ην 

θνιιαγφλν IV, ηα νπνία δελ είλαη εηδηθά γηα ηνπο ηλνβιάζηεο. Σα δεδνκέλα απηά 

ππνδειψλνπλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ππξνδνηεί ηελ πιαζηηθφηεηα 

ησλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ, ε νπνία πηζαλφλ δηεπθνιχλεη ηα θχηηαξα λα 

πξνζαξκνζηνχλ ζην ηλσηηθφ πεξηβάιινλ, αιιά δελ επαξθεί γηα ηελ πιήξε 

κεζεγρπκαηηθή δηαθνξνπνίεζε, ε νπνία κπνξεί λα πξνσζεζεί in vitro απφ 

άιινπο παξάγνληεο φπσο ν TGF-β1. Σν γεγνλφο φηη ε ππνέθθξαζε ηεο 

calreticulin ζηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα θαηέζηεηιε ηφζν ηελ θπηηαξηθή απφθξηζε 

ζηνλ TGF-β1 φζν θαη ηελ έθθξαζε ηνπ Col1a1 δείρλεη φηη ε calreticulin 

εκπιέθεηαη ζε ηλσηηθά κνλνπάηηα θαη ε κείσζή ηεο είλαη ηθαλή λα θαηαζηείιεη 

ηελ έθθξαζε ηλσηηθψλ δεηθηψλ. ΢ε ζπκθσλία κε ηα επξήκαηα απηά, ε κείσζε 

ηεο calreticulin ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ηλνβιαζηψλ θαηέζηεηιε ηελ επαγσγή 

κνξίσλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο απφ ηνλ TGF-β1 (82).  

Απηή ε αιιαγή ζηνλ θπηηαξηθφ θαηλφηππν ζπλνδεχηεθε απφ ηελ 

απφθηεζε αηξαθηνεηδνχο κνξθνινγίαο θαη ηελ αχμεζε ηεο θηλεηηθφηεηαο ησλ 

θπηηάξσλ κε ηελ ππεξέθθξαζε. Πξνεγνχκελεο κειέηεο ζε δηάθνξεο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο έρνπλ δψζεη αληηθαηηθά απνηειέζκαηα ζρεηηθά κε ην ξφιν ηεο calreticulin 

ζηελ θηλεηηθφηεηα θαη ηελ θπηηαξηθή πξνζθφιιεζε (66-69, 83). Γηα παξάδεηγκα, 

ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζε ηλνβιάζηεο αχμεζε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα 

πξνζθφιιεζεο ησλ θπηηάξσλ ζηε fibronectin θαη κείσζε ηελ θπηηαξηθή 

θηλεηηθφηεηα (66). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε εμσγελήο in vitro επψαζε κε 
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calreticulin αχμεζε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηε κεηαθίλεζε ηφζν επηζειηαθψλ 

θπηηάξσλ φζν θαη ηλνβιαζηψλ (83). Ο κεησκέλνο ξπζκφο πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ 

θπηηάξσλ πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin ζηε κειέηε καο κπνξεί λα απνδνζεί 

ζην γεγνλφο φηη ε ελδνγελήο calreticulin πηζαλφλ εθηειεί δηαθνξεηηθέο 

ιεηηνπξγίεο απφ ηελ calreticulin πνπ πξνζηίζεηαη εμσγελψο ζηα θχηηαξα. 

Δπηπιένλ, είλαη πηζαλφ ε επηξξνή ηεο calreticulin ζηελ θηλεηηθφηεηα λα δηαθέξεη 

αλάκεζα ζηα επηζειηαθά θχηηαξα θαη ηνπο ηλνβιάζηεο. Ζ επαγσγή ηεο Tsp1 ζηα 

θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, ε νπνία έρεη δεηρζεί πσο πξνάγεη ηελ 

απνζπλαξκνιφγεζε ησλ εζηηαθψλ επαθψλ κε ην ππφζηξσκα θαη ηελ θπηηαξηθή 

κεηαλάζηεπζε (78, 69), κπνξεί λα παίδεη θάπνην ξφιν ζηελ απμεκέλε 

θηλεηηθφηεηα ησλ θπηηάξσλ κε ηελ ππεξέθθξαζε.  

Σν ζηξεο πνπ πξνέξρεηαη απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν θαη ε απφπησζε 

ζεσξνχληαη φιν θαη πεξηζζφηεξν σο βαζηθνί παξάγνληεο ζηελ πξφνδν ηεο 

λεθξηθήο ίλσζεο (39, 77). Ζ calreticulin, εθηφο ησλ άιισλ θπηηαξηθψλ 

ιεηηνπξγηψλ ηεο, εμππεξεηεί θαη ζαλ πξσηείλε απφθξηζεο ζην θπηηαξηθφ ζηξεο, 

επαγφκελε απφ δηάθνξα εξεζίζκαηα (57, 84). Δπηπιένλ, άιιεο κειέηεο ζε 

πνηθηιία θπηηαξηθψλ ζεηξψλ έρνπλ απνδψζεη αληηθξνπφκελνπο ξφινπο ζηελ 

calreticulin ζηε ξχζκηζε ηεο απφπησζεο (58-61, 85-87). Γηα παξάδεηγκα, 

νξηζκέλεο κειέηεο έρνπλ ζπζρεηίζεη αλαινγηθά ηελ πνζφηεηα ηεο calreticulin κε 

ηελ απμεκέλε επαηζζεζία ησλ θπηηάξσλ ζηελ απφπησζε (58-61), ελψ άιιεο 

έρνπλ ζπλδέζεη ζεηηθά ηελ έθθξαζε ηεο calreticulin κε πξνζηαζία απφ ηελ 

απφπησζε πνπ επάγεηαη απφ δηάθνξα εξεζίζκαηα, φπσο ην νμείδην ηνπ αδψηνπ, ε 

ππνμία θαη ε αχμεζε ηνπ ελδνθπηηαξηθνχ Ca
2+ 

(85-87). Δίλαη πηζαλφ ε επίδξαζε 

ηεο calreticulin ζηε βησζηκφηεηα θαη ηελ απφπησζε λα δηαθέξεη αλάινγα κε ηελ 

θπηηαξηθή ζεηξά πνπ ρξεζηκνπνηείηαη, ην επίπεδν έθθξαζεο ηεο calreticulin ή ην 

είδνο θαη ηε δηάξθεηα ηνπ απνπησηηθνχ εξεζίζκαηνο. ΢ηε δηθή καο κειέηε, ε 

ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα αχμεζε ην 

ελδνθπηηαξηθφ ζηξεο θαη ηελ επαηζζεζία ησλ θπηηάξσλ ζηελ απφπησζε. Δθηφο 

απφ ηα δεδνκέλα πνπ παξνπζηάζηεθαλ γηα ηελ πξσηείλε GRP78, 

πξνθαηαξθηηθέο κειέηεο ππνδεηθλχνπλ φηη ε θσζθνξπιίσζε ηνπ παξάγνληα 

eIF2a, έλα θξηηηθφ ζεκείν ζηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ επάγνληαη απφ ην 

ζηξεο (40, 72), είλαη απμεκέλε ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin. 

Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη ε ππνέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα 

ζσιελαξηαθά θχηηαξα νδήγεζε επίζεο ζε ζεκαληηθή αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηεο 

GRP78. Απηφ ζπλάδεη κε ηελ απμεκέλε έθθξαζε πξσηετλψλ ζηξεο 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο GRP78, πνπ παξαηεξήζεθε ζε ηλνβιάζηεο απφ ηνπο 
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νπνίνπο ιείπεη ε calreticulin (calreticulin -/- MEFs) (88). Σα δεδνκέλα απηά 

ππνδειψλνπλ φηη ε έιιεηςε ηεο calreticulin επάγεη κηα θπηηαξηθή απφθξηζε 

ζηξεο κε ζθνπφ λα αληηκεησπίζεη ηε ζπζζψξεπζε ιαλζαζκέλα αλαδηπισκέλσλ 

πξσηετλψλ θαη λα δηεπθνιχλεη ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ πξσηετλψλ πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, πξσηετλεο 

ηνπ ζηξεο έρνπλ δεηρζεί λα ξπζκίδνπλ ηλσηηθέο δηαδηθαζίεο (89). Σα 

απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα 

ζσιελαξηαθά θχηηαξα νδήγεζε ζε κηα απφθξηζε ζηξεο ζπλνδεπφκελε απφ 

ηλσηηθέο αιιαγέο θαη απφπησζε, κεηαβνιέο πνπ δελ παξαηεξήζεθαλ ζηα 

θχηηαξα κε ππνέθθξαζε ηεο calreticulin, παξά ηελ απμεκέλε έθθξαζε ηεο 

GRP78. ΢ε ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ, επηβεβαηψζακε ηελ χπαξμε απμεκέλνπ 

ζηξεο θαη απφπησζεο ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin in vivo ζην 

κνληέιν UUO, φπνπ παξαηεξήζεθε πςειφο βαζκφο ζπλεληνπηζκνχ. Οη 

παξαηεξήζεηο απηέο ππνζηεξίδνπλ ηελ ηδέα φηη ε calreticulin πηζαλφλ 

ζπλεηζθέξεη ζηελ πξφνδν ηεο λεθξηθήο ίλσζεο κέζσ ηεο επαγσγήο θπηηαξηθνχ 

ζηξεο θαη απφπησζεο.  

Αθνχ ε ππεξέθθξαζε ηεο calreticulin ζηα ζσιελαξηαθά θχηηαξα 

πξνθάιεζε θαηλνηππηθέο αιιαγέο πνπ κπνξνχλ λα ζεσξεζνχλ θξηηηθέο θαηά ηελ 

εμέιημε ηεο ίλσζεο, ζα κπνξνχζε ε κείσζε ηεο έθθξαζήο ηεο λα έρεη 

πξνζηαηεπηηθφ ξφιν ζηελ αλάπηπμε ηεο ίλσζεο; Γεδνκέλνπ φηη ε απάιεηςε ηνπ 

γνληδίνπ ηεο calreticulin πξνθαιεί εκβξπτθή ζλεζηκφηεηα (71), ε ρξήζε 

εηεξφδπγσλ δηαγνληδηαθψλ πνληηθψλ κε πεξίπνπ 50% κεησκέλε έθθξαζε 

calreticulin ήηαλ έλα ηδαληθφ εξγαιείν γηα ηελ άκεζε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηεο 

calreticulin ζηελ ίλσζε. Δίλαη αμηνζεκείσην φηη παξά ηελ επαγσγή ηεο 

calreticulin θαηά ηελ ίλσζε ζην κνληέιν UUO φπσο αλακελφηαλ, ε έθθξαζή ηεο 

ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα δελ κεηψζεθε αλαινγηθά, παξνπζηάδνληαο κεγαιχηεξε 

κείσζε ζηηο 17 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε. Δίλαη πηζαλφ ε αλάγθε γηα πςειφηεξε 

έθθξαζε ηεο calreticulin λα νδήγεζε ζε απμεκέλε επαγσγή απφ ην κνλαδηθφ 

αιιειφκνξθν ζηα εηεξφδπγα δψα ζηα αξρηθά ζηάδηα ηεο ίλσζεο, ε νπνία δελ 

κπνξνχζε λα δηαηεξεζεί κέρξη ηα πην εμειηγκέλα ζηάδηα ηεο αζζέλεηαο. 

Δπηπιένλ, ε κεησκέλε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηα εηεξφδπγα δψα δελ 

πεξηνξίδεηαη ζηα ζσιελάξηα, φπνπ ε calreticulin ππεξεθθξάδεηαη εηδηθά ζην 

κνληέιν UUO (53). Γηα ην ιφγν απηφ, δελ κπνξεί λα απνθιεηζηεί ε πηζαλφηεηα 

φηη ε κεησκέλε έθθξαζε ηεο calreticulin ζε άιινπο θπηηαξηθνχο ηχπνπο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ηλνβιαζηψλ θαη ησλ θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ, 

επεξεάδεη ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο. Ζ ιεηηνπξγία ηεο calreticulin ζε απηνχο ηνπο 
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θπηηαξηθνχο ηχπνπο έρεη εμεηαζζεί εθηεηακκέλα απφ άιιεο κειέηεο θαη 

ζπδεηείηαη.  

΢ε ζπκθσλία κε ηελ ππφζεζή καο, ε κεξηθή έιιεηςε ηεο calreticulin 

βειηίσζε ηελ εηθφλα ησλ απνιηλσκέλσλ λεθξψλ, φπσο θάλεθε απφ ηε κηθξφηεξε 

δηάηαζε θαη ηελ θαιχηεξε δηαηήξεζε ηνπ ρξψκαηνο ζε ζρέζε κε ηνπο 

αληίζηνηρνπο λεθξνχο ησλ αγξίνπ ηχπνπ δψσλ. Απηή ε θαζπζηέξεζε ηεο 

ηλσηηθήο δηαδηθαζίαο επηβεβαηψζεθε πεξαηηέξσ θαη πνζνηηθνπνηήζεθε κέζσ ηεο 

ρξψζεο κε Sirius Red, ε νπνία έδεημε φηη νη ηλσηηθνί λεθξνί ησλ εηεξφδπγσλ 

πνληηθψλ είραλ ζεκαληηθά κεησκέλε ζπζζψξεπζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο θαη ζηα 

δχν ρξνληθά ζεκεία πνπ εμεηάζηεθαλ, δειαδε μεθηλψληαο ζηηο 8 εκέξεο θαη 

πξνρσξψληαο ζε κηα πην δξακαηηθή κείσζε ζηηο 17 εκέξεο κεηά ηελ απφθξαμε. 

Δπηπιένλ, ε επηθάλεηα ησλ ζεηηθψλ γηα α-SMA κπντλνβιαζηψλ θαη ε έθθξαζε 

φισλ ησλ κνξίσλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο πνπ εμεηάζηεθαλ ήηαλ κεησκέλε ζηα 

εηεξφδπγα δψα, ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ζηηο 17 εκέξεο απφ ηελ απφθξαμε, φληαο 

ζε ζπκθσλία κε ηε κεγαιχηεξε κείσζε ζηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο calreticulin. 

Δθηφο απφ ηε κεησκέλε ζπζζψξεπζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο, ηα εηεξφδπγα 

πνληίθηα παξνπζίαζαλ θαιχηεξε δηαηήξεζε ηεο δνκήο ησλ ζσιελαξίσλ, 

δεδνκέλεο ηεο δηαηήξεζεο ηεο έθθξαζεο ηεο E-cadherin θαη ηεο κείσζεο ηεο 

απφπησζεο. ΢ε ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ, νη κεηαγξαθηθνί ξπζκηζηέο ηνπ ΔΜΣ 

θαη ηεο ίλσζεο, Snai1 θαη Snai2, κεηψζεθαλ ζηα εηεξφδπγα δψα. Σα 

απνηειέζκαηα απηά επηβεβαηψλνληαη απφ ηα επξήκαηά καο ζηα θαιιηεξγνχκελα 

επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα θαη ππνδειψλνπλ πσο ε calreticulin 

επεξεάδεη πξν-ηλσηηθά κνλνπάηηα, ηνπιάρηζηνλ ελ κέξεη, επάγνληαο θχξηνπο 

κεηαγξαθηθνχο ξπζκηζηέο ηεο ίλσζεο, φπσο νη  Snai1 θαη Snai2.  

Έλαο θεληξηθφο κεζνιαβεηήο ζε απηά ηα κνλνπάηηα είλαη ν πξν-ηλσηηθφο 

παξάγνληαο TGF-β1, ε έθθξαζε ηνπ νπνίνπ ήηαλ κεησκέλε ζηα εηεξφδπγα 

πνληίθηα. Ο TGF-β1 κεζνιαβεί πνιιαπιέο παζνινγηθέο δηεξγαζίεο θαηά ηελ 

πξφνδν ηεο ρξφληαο λεθξηθήο λφζνπ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο ελεξγνπνίεζεο 

ησλ ηλνβιαζηψλ, ηεο παξαγσγήο εμσθπηηάξηαο νπζίαο, ηεο απφπησζεο, θαζψο 

θαη θιεγκνλσδψλ δηεξγαζηψλ, θαη ε δηαθνπή ηεο ζεκαηνδφηεζήο ηνπ έρεη 

δεηρζεί πσο εκπνδίδεη ηελ αλάπηπμε ηεο ρξφληαο λεθξηθήο βιάβεο (90, 91). Ζ 

θχξηα πεγή παξαγσγήο TGF-β1 θαηά ηελ ίλσζε είλαη ηα δηεηζδχνληα 

θιεγκνλψδε θχηηαξα (16). Ζ θιεγκνλή ειαηηψζεθε εκθαλψο ζηα εηεξφδπγα 

πνληίθηα, φπσο έδεημε ε κείσζε ησλ θιεγκνλσδψλ θπηνθηλψλ (MCP1, TNFα) 

θαη ηα κηθξφηεξα πεξη-αγγεηαθά δηεζήκαηα ιεκθνθπηηάξσλ πνπ παξαηεξήζεθαλ 

(δεδνκέλα πνπ δελ παξνπζηάζηεθαλ). ΢ηα θαιιηεξγνχκελα ζσιελαξηαθά 
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θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin, δηάθνξεο θιεγκνλψδεηο θπηνθίλεο 

απμήζεθαλ (MCP1, TNFα, IL8), ππνδειψλνληαο πσο ε επαγσγή ηεο calreticulin 

ζηα επηζειηαθά θχηηαξα θαηά ηελ ίλσζε κπνξεί λα εκπιέθεηαη ζηελ θαζηέξσζε 

ηεο θιεγκνλψδνπο θαηάζηαζεο πνπ ραξαθηεξίδεη ην ηλσηηθφ λεθξφ, απμάλνληαο 

κε απηφ ηνλ ηξφπν ηελ παξαγσγή ηνπ TGF-β1. Μηα πιεηάδα αλνζνινγηθψλ 

ιεηηνπξγηψλ έρεη ήδε απνδνζεί ζηελ calreticulin: ε έθθξαζε ηεο calreticulin ζηελ 

θπηηαξηθή επηθάλεηα πξνάγεη ηε θαγνθπηηάξσζε ησλ λεθξψλ θπηηάξσλ, 

ππνβνεζά ηελ σξίκαλζε θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ θαη απμάλεη ηελ εηζξνή 

ιεκθνθπηηάξσλ ζηνπο θαξθηληθνχο φγθνπο (63-65, 92). Δπηπιένλ, ε calreticulin 

πηζαλφλ λα ξπζκίδεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ παξάγνληα TGF-β1 επεξεάδνληαο 

άκεζα ηελ έθθξαζε ηεο TSP1, ελφο ελδνγελνχο ελεξγνπνηεηή ηνπ TGF-β1, φπσο 

θάλεθε απφ ηελ επαγσγή ηεο TSP1 ζηα θχηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ calreticulin 

θαη ηελ θαηαζηνιή ηεο ζηα θχηηαξα κε ππνέθθξαζε ηεο calreticulin. Δθηφο 

απηνχ, ε calreticulin έρεη δεηρζεί πσο αιιειεπηδξά ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα κε 

ηελ TSP1 θαη ππξνδνηεί γεγνλφηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ επνχισζε ηξαχκαηνο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο θπηηαξηθήο κεηαλάζηεπζεο θαη ηεο ελαπφζεζεο 

εμσθπηηάξηαο νπζίαο, ηα νπνία κπνξεί επίζεο λα απνηεινχλ έλα κεραληζκφ κε 

ηνλ νπνίν ε calreticulin επεξεάδεη ηελ ίλσζε (69, 78, 92). Ζ έθθξαζε ηεο TSP1 

κεηψζεθε ζεκαληηθά ζηα εηεξφδπγα γηα ηελ calreticulin πνληίθηα, ηφζν ζε 

λσξίηεξα φζν θαη ζε κεηέπεηηα ρξνληθά ζεκεία, ππνζηεξίδνληαο φηη ε 

ελεξγνπνίεζε ηνπ TGF-β1 ήηαλ πηζαλφλ ειαηησκέλε. Ζ κεησκέλε ελεξγνπνίεζε 

ηνπ TGF-β1 απνδείρηεθε κε ηε ζεκαληηθή κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο 

θσζθνξπιησκέλεο Smad3 ζηα εηεξφδπγα πνληίθηα, θαη ζηα δχν ρξνληθά ζεκεία 

πνπ εμεηάζηεθαλ. ΢πλεπψο, πξνηείλνπκε φηη ε έιιεηςε ηεο calreticulin 

θαζπζηεξεί ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο θαηαζηέιινληαο ηφζν ηελ έθθξαζε φζν θαη 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ TGF-β1, αιιά θαη εκπνδίδνληαο ηηο θπηηαξηθέο απνθξίζεηο 

ζηνλ TGF-β1, φπσο θάλεθε ζηα θχηηαξα πνπ ππνεθθξάδνπλ calreticulin.  

΢πλνπηηθά, ηα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηεο 

calreticulin ζηα επηζειηαθά ζσιελαξηαθά θχηηαξα είλαη θξίζηκνο ξπζκηζηήο 

πνιιαπιψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηεο ζσιελαξηνδηάκεζεο ίλσζεο. Ζ κείσζε ησλ 

επηπέδσλ ηεο calreticulin ζε εηεξφδπγα δηαγνληδηαθά πνληίθηα θαηέζηεηιε 

απνηειεζκαηηθά ηελ πξφνδν ηεο ίλσζεο επεξεάδνληαο ηηο θιεγκνλψδεηο 

δηεξγαζίεο, ηελ παξαγσγή ή/θαη ελεξγνπνίεζε ηνπ παξάγνληα TGF-β1, ηε 

κεηαγξαθηθή ξχζκηζε δηάθνξσλ ηλσηηθψλ κεζνιαβεηψλ θαη ηελ απφπησζε. Ζ 

ηθαλφηεηα ηεο calreticulin λα επεξεάδεη ηφζεο πνιιέο πηπρέο ηεο ίλσζεο 

ππνδεηθλχεη πσο ε κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο calreticulin κπνξεί λα 
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αληηπξνζσπεχεη κία θαηλνχξηα, ζηνρεπκέλε θαη απνηειεζκαηηθή ζεξαπεπηηθή 

πξνζέγγηζε ελάληηα ζηελ ίλσζε θαη ηε ρξφληα λεθξηθή λφζν. Οη ηλσηηθνί 

κεραληζκνί ζε δηαθνξεηηθά φξγαλα κπνξεί λα ραξαθηεξίδνληαη απφ θνηλά 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ή κνλνπάηηα πνπ δηαθέξνπλ κε ηζην-εηδηθφ ηξφπν. Γηα 

παξάδεηγκα, ζε έλα δσηθφ κνληέιν πλεπκνληθήο ίλσζεο επαγφκελεο απφ 

κπιενκπθίλε, ε calreticulin βξέζεθε επίζεο λα ππεξεθθξάδεηαη θαηά ηελ πξφνδν 

ηεο ίλσζεο (53). Δπνκέλσο, είλαη πηζαλφ ζε φξγαλα εθηφο ηνπ λεθξνχ νη ηλσηηθέο 

δηαδηθαζίεο λα κπνξνχλ λα ζηνρεπηνχλ κε ηε κείσζε ησλ επηπέδσλ ηεο 

calreticulin.  

 

Μεινληηθέο θαηεπζύλζεηο 

 

΢θνπεχνπκε λα ζπλερίζνπκε ηε κειέηε ηνπ ξφινπ ηεο calreticulin ζηε 

λεθξηθή ίλσζε, πξνο ηηο αθφινπζεο θαηεπζχλζεηο:  

  

1. Καηαλφεζε ηνπ κεραληζκνχ ππεξέθθξαζεο ηεο calreticulin θαη ησλ 

εκιεθφκελσλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ ή microRNAs. 

2. Αλίρλεπζε ηεο calreticulin ζε λεθξηθέο βηνςίεο θαη ζε δείγκαηα νχξσλ 

απφ αζζελείο κε εηδηθέο λεθξηθέο παζήζεηο. 

3. Δηδηθή ζηφρεπζε ηεο calreticulin ή/θαη ησλ παξαγφλησλ πνπ εκπιέθνληαη 

ζηελ ππεξέθθξαζή ηεο κε ζηφρν εηδηθέο ζεξαπεπηηθέο παξεκβάζεηο ζε 

ηλσηηθέο δηαδηθαζίεο. 
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9 ΓΖΜΟ΢ΗΔΤ΢ΔΗ΢ 

 

 

Απνηέιεζκα ησλ κειεηψλ ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο είλαη 3 εξγαζίεο 

δεκνζηεπκέλεο ή ππφ δεκνζίεπζε θαη 1 εξγαζία ππφ εηνηκαζία. 

 

Οη 3 εξγαζίεο δεκνζηεπκέλεο ή ππφ δεκνζίεπζε είλαη νη εμήο: 

1. Klein J, Kavvadas P, Prakoura N, Karagianni F, Schanstra JP, Bascands 
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2. Karagianni F, Prakoura N, Kaltsa G, Politis P, Arvaniti E, Kaltezioti V, 

Psarras S, Pagakis S, Katsimboulas M, Abed A, Chatziantoniou C, 

Charonis A. Transgelin Up-Regulation in Obstructive Nephropathy. PLoS 

One. 2013, 8: e66887. 

3. Prakoura N, Politis PK, Ihara Y, Michalak M, Charonis AS. Epithelial 

calreticulin up-regulation promotes pro-fibrotic responses and 

tubulointerstitial fibrosis development. Am J Pathol. In press.  

 

Ζ εξγαζία ππφ πξνεηνηκαζία αθνξά ζηελ πξσηεσκηθή κειέηε ησλ 

λεθξηθψλ ζσιελαξηαθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ πνπ ππεξεθθξάδνπλ 

calreticulin, ζηελ αλάδεημε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ πξσηετλψλ 14-3-3 σο ζεκαληηθνί 

ζηφρνη πνπ επάγνληαη φηαλ ππεξεθθξάδεηαη ε calreticulin θαη ζηελ αλίρλεπζε 

ησλ πξσηετλψλ απηψλ ζε βηνςηθφ πιηθψλ αζζελψλ κε λεθξνπάζεηεο δηαθφξσλ 

θαηεγνξηψλ.   

 


