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Εισαγωγή 
 

Ο ΝΕΦΡΟΣ 
 
Επισκόπηση των νεφρών 
 
Οι  νεφροί  επιτελούν  ρυθμιστικές  και  εκκριτικές  λειτουργίες.  Με  τη  ρύθμιση  της 

αποβολής  ύδατος  και  διαλυμένων  ουσιών  κατορθώνουν  να  διατηρούν  τον  όγκο  και  τη 
σύσταση των υγρών του σώματος μέσα σε ένα πολύ στενό φάσμα αποκλίσεων, παρ’ όλο 
που  η  πρόσληψη  ύδατος  και  τροφής  εμφανίζουν  μεγάλες  μεταβολές.  Αποτέλεσμα  του 
ομοιοστατικού μηχανισμού  των  νεφρών  είναι  το  γεγονός  ότι  οι  ιστοί  και  τα  κύτταρα  του 
σώματος  έχουν  τη  δυνατότητα  να  λειτουργούν  φυσιολογικά  μέσα  σε  σταθερό,  σχετικά, 
περιβάλλον. 

Ανάμεσα  στις  πολλές  και  σημαντικές  λειτουργίες  που  επιτελούν  οι  νεφροί 
περιλαμβάνονται και οι εξής: 

1. Η ρύθμιση του όγκου και της κατά βάρος ωσμωγραμμομοριακότητας των υγρών του 
σώματος. 

2. Η ρύθμιση του ισοζυγίου των ηλεκτρολυτών. 
3. Η ρύθμιση του οξεοβασικού ισοζυγίου. 
4. Η απέκκριση μεταβολικών προϊόντων και ξένων ουσιών. 
5. Η παραγωγή και έκκριση ορμονών. 
Η  ρύθμιση  της  κατά  βάρος  ωσμωγραμμομοριακότητας  των  υγρών  του  σώματος  είναι 

απαραίτητη προκειμένου να διατηρηθεί φυσιολογικός ο όγκος των κυττάρων σε όλους τους 
ιστούς  του  σώματος.  Η  ρύθμιση  του  όγκου  των  υγρών  του  σώματος  είναι  απαραίτητη 
προκειμένου  να  υπάρχει  φυσιολογική  λειτουργία  του  καρδιαγγειακού  συστήματος.  Οι 
νεφροί επιτυγχάνουν τους παραπάνω στόχους ρυθμίζοντας την απέκκριση ύδατος και NaCl, 
σε συνεργασία με το καρδιαγγειακό, το ενδοκρινικό και το κεντρικό νευρικό σύστημα. 

Οι  νεφροί  παίζουν  ουσιαστικό  ρόλο  στη  ρύθμιση  της  συγκέντρωσης  ορισμένων 
σημαντικών ανόργανων ιόντων του σώματος, όπως είναι το Na+, K+, Cl‐, HCO3

‐, H+, Ca2+, Mg2+ 
και  PO4

3‐.  Προκειμένου  να  διατηρηθεί  το  κατάλληλο  ισοζύγιο,  η  απέκκριση  καθενός 
ηλεκτρολύτη  πρέπει  να  ισούται  με  την  ημερήσια  πρόσληψή  του.  Εάν  η  πρόσληψη 
υπερβαίνει  την  απέκκριση,  τότε  δημιουργείται  θετικό  ισοζύγιο  για  το  συγκεκριμένο 
ηλεκτρολύτη.  Αντίθετα,  αν  η  απέκκριση  υπερβαίνει  την  πρόσληψη,  η  ποσότητα  του 
συγκεκριμένου ηλεκτρολύτη μειώνεται  και  ο  οργανισμός βρίσκεται  σε αρνητικό  ισοζύγιο. 
Για  πολλούς  ηλεκτρολύτες  οι  νεφροί  είναι  η  πρωταρχική  οδός  απέκκρισής  τους  από  το 
σώμα. Έτσι,  το ηλεκτρολυτικό  ισοζύγιο επιτυγχάνεται με μια επιμελημένη εναρμόνιση της 
ημερήσιας απέκκρισης με την πρόσληψη. 

Πολλές από τις μεταβολικές λειτουργίες  του σώματος είναι  εξαιρετικά ευαίσθητες στο 
pH. Έτσι το pH πρέπει να διατηρείται μέσα σε πολύ στενά όρια. Αυτό επιτυγχάνεται με τα 
ρυθμιστικά  διαλύματα  των  υγρών  του  σώματος  και  με  τη  συντονισμένη  λειτουργία  των 
πνευμόνων και των νεφρών. 

Οι νεφροί απεκκρίνουν ορισμένα από τα τελικά προϊόντα του μεταβολισμού που είναι 
άχρηστα  για  τον  οργανισμό.  Σε  αυτά,  τα  ονομαζόμενα  κατάλοιπα,  περιλαμβάνονται  η 
ουρία(προέρχεται από το μεταβολισμό των αμινοξέων),  το ουρικό οξύ(προέρχεται από το 
μεταβολισμό  των  νουκλεϊκών  οξέων),  η  κρεατινίνη(προέρχεται  από  το  μεταβολισμό  της 
κρεατίνης  των  μυών),  τα  τελικά  προϊόντα  του  μεταβολισμού  της  αιμοσφαιρίνης  και  οι 
μεταβολίτες  των ορμονών. Οι νεφροί απομακρύνουν αυτές  τις ουσίες από τον οργανισμό 
με  ρυθμό  που  αντιστοιχεί  στο  ρυθμό  παραγωγής  τους.  Έτσι  οι  νεφροί  ρυθμίζουν  τη 
συγκέντρωσή  τους  στα  υγρά  του  οργανισμού.  Οι  νεφροί  αποτελούν  επίσης  οδό 
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απομάκρυνσης ξένων ουσιών από το σώμα, όπως είναι τα φάρμακα, τα παρασιτοκτόνα και 
άλλες ουσίες που προσλαμβάνονται με την τροφή. 

Οι νεφροί είναι σημαντικά ενδοκρινή όργανα τα οποία συνθέτουν και εκκρίνουν ρενίνη, 
προσταγλανδίνες,  κινίνες,  διυδροξυβιταμίνη D3  και ερυθροποιητίνη. Η ρενίνη ενεργοποιεί 
το σύστημα ρενίνης – αγγειοτασίνης – αλδοστερόνης, το οποίο παίζει σημαντικό ρόλο στη 
ρύθμιση  της  αρτηριακής  πίεσης,  καθώς  και  στο  ισοζύγιο  του  νατρίου  και  καλίου.  Οι 
προσταγλανδίνες  και  οι  κινίνες(π.χ.  η  βραδυκινίνη)  είναι  αγγειοδραστικές  ουσίες  που 
παίζουν  σημαντικό  ρόλο  στη  ρύθμιση  και  στην  τροποποίηση  της  νεφρικής  ροής  του 
αίματος,  ενώ  η  D3  είναι  απαραίτητη  για  τη  φυσιολογική  απορρόφηση  των  Ca

2+  από  το 
γαστρεντερικό σωλήνα και την εναπόθεσή τους στα οστά. Η ερυθροποιητίνη διεγείρει την 
παραγωγή των ερυθροκυττάρων στο μυελό των οστών. 

 
Λειτουργική ανατομική των νεφρών 
 
Η δομή και η λειτουργία των νεφρών είναι συνδεδεμένες πολύ στενά. Αποτέλεσμα του 

γεγονότος αυτού είναι ότι η γνώση της ανατομικής και της ιστολογίας των νεφρών αποτελεί 
προϋπόθεση για την κατανόηση της λειτουργίας τους. 

 
Αδρή ανατομική 
Τα αδρά ανατομικά χαρακτηριστικά του νεφρού των θηλαστικών φαίνονται στην εικόνα 

1.  Στην  έσω  πλευρά  του  νεφρού  υπάρχει  μια  εσοχή  από  όπου  διέρχονται  η  νεφρική 
αρτηρία,  η  νεφρική  φλέβα,  τα 
νεύρα  και  η  πύελος.  Στην 
επιφάνεια  διατομής  του 
νεφρού  διακρίνουμε  δύο 
μοίρες:  μια  εξωτερική  που 
ονομάζεται φλοιώδης μοίρα και 
μια  εσωτερική  που  ονομάζεται 
μυελώδης  μοίρα.  Η  φλοιώδης 
και  η  μυελώδης  μοίρες 
αποτελούνται  από  τους 
νεφρώνες(τις  λειτουργικές 
μονάδες  του  νεφρού),  αγγεία, 
λεμφαγγεία  και  νεύρα.  Η 
μυελώδης  μοίρα  του  νεφρού 
του  ανθρώπου  διαιρείται  σε  8 
έως  18  κωνοειδής  προεκβολές, 
τις νεφρικές πυραμίδες. Η βάση 
κάθε  πυραμίδας  βρίσκεται  στο 
όριο  της  φλοιώδους  και  της 
μυελώδους  μοίρας,  ενώ  η 
κορυφή  απολήγει  στη  θηλή  η 
οποία  βρίσκεται  μέσα  στον 
κάλυκα. Η πύελος αποτελεί την 
προς  τα  άνω  προέκταση  του 
ουρητήρα,  ο  οποίος  μεταφέρει 

τα  ούρα  από  την  πύελο  στην 
ουροδόχο  κύστη.  Στον  νεφρό 
του  ανθρώπου  η  πύελος 
διαιρείται  σε  τρεις  ανοιχτές 

Εικόνα 1: Η δομή του νεφρού του ανθρώπου, η τομή έχει γίνει για 
να φανούν οι εσωτερικές δομές. (Από Marsh DJ: Renal Physiology, 
New York 1983, Raven Press) 
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προεξοχές, τους κάλυκες, οι οποίοι επεκτείνονται έξω από το διευρυμένο άκρο της πυέλου. 
Κάθε μεγάλος κάλυκας υποδιαιρείται σε μικρότερους, οι οποίοι συλλέγουν τα ούρα από τις 
θηλές. Τα τοιχώματα των καλύκων, της πυέλου και των ουρητήρων περιέχουν λείες μυϊκές 
ίνες οι οποίες συσπώνται και εξωθούν τα ούρα στην ουροδόχο κύστη. 

Η ροή του αίματος στους δύο νεφρούς είναι ίση με το 25% περίπου(1,25 L/min) της κατά 
λεπτό καρδιακής παροχής αίματος σε κατάσταση ηρεμίας.  Εν τούτοις, οι νεφροί αποτελούν 
μόνο το 0,5% περίπου του σωματικού βάρους, με αποτέλεσμα να αποτελούν τα όργανα με 
την  πλουσιότερη  αιμάτωση  ανά  γραμμάριο  ιστού,  μετά  τα  επινεφρίδια.  Όπως  φαίνεται 
στην  εικόνα  1,  η  νεφρική  αρτηρία  εισέρχεται  στο  νεφρό  μαζί  με  τον  ουρητήρα  και 
διακλαδίζεται προοδευτικά, προκειμένου να σχηματίσει  τις μεσολόβιες,  τις  τοξοειδείς και 
τις  μεσολοβίδιες  αρτηρίες(ακτινωτές  αρτηρίες  της  φλοιώδους  ουσίας),  καθώς  και  τα 
προσαγωγά  αρτηρίδια,  που  απολήγουν  στα  σπειραματικά  τριχοειδή(σπείραμα).  Τα 
σπειραματικά τριχοειδή συγκλίνουν για να σχηματίσουν τα απαγωγά αρτηρίδια,  τα οποία 
οδηγούν  σε  δεύτερο  σύστημα  τριχοειδών,  τα  περισωληναριακά  τριχοειδή,  τα  οποία 
παρέχουν αίμα στο νεφρώνα. Τα αγγεία του φλεβικού συστήματος είναι παράλληλα με τα 
αρτηριακά  αγγεία  και  συγκλίνουν  για  να  σχηματίσουν  προοδευτικά  τις  μεσολοβίδιες 
φλέβες, τις ακτινωτές φλέβες της φλοιώδους ουσίας, τις τοξοειδείς φλέβες, τις μεσολόβιες 
φλέβες και τη νεφρική φλέβα που οδεύει δίπλα στον ουρητήρα. 

 
Λεπτή δομή του νεφρώνα 
Λειτουργική μονάδα  του νεφρού  είναι ο  νεφρώνας. Ο  νεφρός  του ανθρώπου περιέχει 

1,2 
εκατομμύρια 
περίπου 
νεφρώνες,  που 
είναι  σωληνά‐
ρια των οποίων 
το  τοίχωμα 
αποτελείται 
από  μία  μόνο 
κυτταρική  στι‐
βάδα(Εικόνα 
2).  Οι  νεφρώ‐
νες 
αποτελούνται 
από το νεφρικό 
ή  μαλπιγγιανό 
σωμάτιο,  από 

το  εγγύς 
εσπειραμένο 
σωληνάριο  ή 
εσπειραμένο 
σωληνάριο  πρώ‐
της  τάξης,  από 
την  αγκύλη  του 
Henle,  από  το 
άπω  εσπειρα‐
μένο  σωληνάριο 
ή  εσπειραμένο 
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σωληνάριο δεύτερης τάξης και από το σύστημα των αθροιστικών σωληναρίων. Το νεφρικό 
σωμάτιο σχηματίζεται από  το σπείραμα,  το οποίο είναι  ένας θύσανος από  εξειδικευμένα 
τριχοειδή αγγεία και από το έλυτρο Bowman. Το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο στην αρχή 
του  σχηματίζει  αρκετές  σπείρες  και  κατόπιν  ακολουθεί  μια  ευθεία  μοίρα,  η  οποία 
κατέρχεται  προς  τη  μυελώδη  ουσία.  Το  επόμενο  τμήμα  είναι  η  αγκύλη  του Henle  και  το 
παχύ ανιόν σκέλος.  Κοντά στο άκρο  του παχέος ανιόντος σκέλους,  ο  νεφρώνας διέρχεται 
μεταξύ  του  προσαγωγού  και  του  απαγωγού  αρτηριδίου.  Αυτή  η  βραχεία  μοίρα  του 
ανιόντος  σκέλους  ονομάζεται  πυκνή  κηλίδα.  Το  άπω  εσπειραμένο  σωληνάριο  αρχίζει,  σε 
μικρή  απόσταση  από  την  πυκνή  κηλίδα,  να  επεκτείνεται  μέχρι  το  σημείο  της φλοιώδους 
ουσίας  όπου  δύο  ή  περισσότεροι  νεφρώνες  συναντώνται  για  να  σχηματίσουν  το φλοιικό 
αθροιστικό σωληνάριο. Το φλοιικό αθροιστικό σωληνάριο εισέρχεται στη μυελώδη ουσία, 
όπου  συνεχίζεται  ως  έξω  μυελικό  αθροιστικό  σωληνάριο  και  κατόπιν  ως  έσω  μυελικό 
αθροιστικό σωληνάριο. 

Κάθε  μοίρα  του  νεφρώνα  είναι  συγκροτημένη  από  κύτταρα  που  επιτελούν  ειδικές 
λειτουργίες μεταφοράς(Εικόνα 3). Τα κύτταρα του εγγύς εσπειραμένου σωληναρίου εμφα‐

νίζουν(προς  την 
πλευρά των ούρων) 
μια  πάρα  πολύ  εκ‐
τεταμένη  κορυφαία 
κυτταρική  μεμ‐
βράνη  που  ονομά‐
ζεται  ψηκτροειδής 
παρυφή.  Αυτή  η 
μορφή  μεμβράνης 
υπάρχει  μόνο  στα 
κύτταρα  του  εγγύς 
εσπειραμένου  σω‐
ληναρίου.  Η  βασε‐
οπλευρική  μεμ‐
βράνη(προς  την 
πλευρά  του  αίμα‐

τος)  εμφανίζει  με‐
γάλο  αριθμό  θυλα‐

κοειδών  καταδύσεων,  όπου  αφθονούν  τα  μιτοχόνδρια.  Αντίθετα,  το  κατιόν  και  το  λεπτό 
τμήμα  του  ανιόντος  σκέλους  της  αγκύλης  του Henle  εμφανίζουν  πολύ  λίγο  αναπτυγμένη 
κορυφαία και βασεοπλευρική επιφάνεια και έχουν λίγα μιτοχόνδρια.  Τα κύτταρα του πα‐
χέος ανιόντος σκέλους και του άπω σωληναρίου εμφανίζουν στη βασεοπλευρική μεμβράνη 
άφθονες μικρολάχνες και μιτοχόνδρια. Το αθροιστικό σωληνάριο περιέχει δύο κατηγορίες 
κυττάρων: τα κύρια και τα εμβόλιμα κύτταρα. Τα κύρια κύτταρα εμφανίζουν στη βασεοπ‐
λευρική τους μεμβράνη μέτριο εγκολεασμό και έχουν λίγα μιτοχόνδρια. Η τελική μοίρα του 
νεφρώνα,  το  έσω μυελικό  αθροιστικό  σωληνάριο,  σχηματίζεται  από  τα  κύτταρα  του  έσω 
μυελικού αθροιστικού σωληναρίου. 

Οι  νεφρώνες διακρίνονται  σε  επιφανειακούς  και  παραμυελικούς.  Το  νεφρικό σωμάτιο 
κάθε  επιφανειακού  νεφρώνα βρίσκεται  στην  εξωτερική μοίρα  του φλοιού.  Η  αγκύλη  του 
Henle  είναι  βραχεία  και  το  απαγωγό  αρτηρίδιό  της  διακλαδίζεται  στα  περισωληναριακά 
τριχοειδή,  τα οποία περιβάλλουν  τις σωληναριακές μοίρες  του  ίδιου νεφρώνα καθώς και 
των παρακείμενων νεφρώνων. Αυτό το δίκτυο τριχοειδών μεταφέρει οξυγόνο και σημαντι‐
κές θρεπτικές ουσίες στα διάφορα τμήματα των σωληναρίων, αφήνει στα σωληνάρια ου‐
σίες για να απεκκριθούν(μετακίνηση μιας ουσίας από το αίμα στο υγρό των σωληναρίων) 
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και χρησιμεύει ως οδός επαναφοράς του επαναρροφώμενου ύδατος και  των διαλυμένων 
ουσιών  στο  κυκλοφορικό  σύστημα.  Ορισμένα  είδη,  μεταξύ  των  οποίων  και  ο  άνθρωπος, 
έχουν και νεφρώνες με πολύ βραχείες αγκύλες του Henle, οι οποίες δε φτάνουν μέχρι τη 
μυελώδη μοίρα. 

Το νεφρικό σωμάτιο βρίσκεται δίπλα στην περιοχή της φλοιώδους μοίρας δίπλα από τη 
μυελώδη  μάζα.  Τα  ανατομικά  χαρακτηριστικά  των  παραμυελικών  νεφρώνων  διαφέρουν 
από τα χαρακτηριστικά των επιφανειακών νεφρώνων σε τρία βασικά σημεία: 1) το νεφρικό 
σωμάτιο είναι μεγαλύτερο, 2) η αγκύλη του Henle έχει μεγαλύτερο μήκος και εισδύει βαθύ‐
τερα στη μυελώδη μοίρα και 3) το απαγωγό αρτηρίδιο δε σχηματίζει μόνο ένα δίκτυο περι‐
σωληναριακών  τριχοειδών,  αλλά  και  μια  σειρά  από  αγγειακές  αγκύλες  που  ονομάζονται 
ευθέα αγγεία. Τα ευθέα αγγεία καταδύονται στη μυελώδη μοίρα, όπου σχηματίζουν τριχο‐
ειδικά πλέγματα τα οποία περιβάλλουν τα αθροιστικά σωληνάρια και τα ανιόντα σκέλη των 
αγκυλών  του Henle.  Το  αίμα  επιστρέφει  στη φλοιώδη  μοίρα  μέσω  των  ανιόντων  σκελών 
των ευθέων αγγείων. 

Μολονότι  λιγότερο  από  το  0,7%  της  νεφρικής  ροής  αίματος  εισέρχεται  στα  ευθέα 
αγγεία, τα αγγεία αυτά εξυπηρετούν πολύ σημαντικές λειτουργίες, όπως είναι η μεταφορά 
οξυγόνου και σημαντικών θρεπτικών ουσιών στα διάφορα τμήματα του νεφρώνα, η μετα‐
φορά ουσιών στους νεφρώνες προκειμένου αυτές να εκκριθούν, η επαναφορά επαναρρο‐
φώμενου ύδατος και διαλυμένων ουσιών στην κυκλοφορία του αίματος και η συμπύκνωση 
και αραίωση των ούρων. 

 
Λεπτή δομή του νεφρικού σωματίου 
Το πρώτο στάδιο παραγωγής των ούρων αρχίζει με την υπερδιήθηση πλάσματος διά μέ‐

σου  των  σπειραματικών  τριχοειδών  του 
σπειράματος.  Ο  όρος  «υπερδιήθηση» 
αναφέρεται  στην  παθητική  κίνηση  ενός 
υγρού  χωρίς,  σχεδόν,  πρωτεΐνες  από  τα 
σπειραματικά  τριχοειδή  στην  κοιλότητα 
Bowman. Προκειμένου να γίνει κατανοητή 
η  διεργασία  της υπερδιήθησης,  πρέπει  να 
περιγραφεί  η  λεπτή  υφή  του  νεφρικού 
σωματίου.  Το  σπείραμα  σχηματίζεται  από 
ένα  δίκτυο  τριχοειδών  τα  οποία  δέχονται 
αίμα από ένα προσαγωγό αρτηρίδιο και το 
διοχετεύουν  στο  απαγωγό  αρτηρί‐
διο(Εικόνα  4).  Κατά  την  ανάπτυξη,  τα  τρι‐
χοειδή  περικλείονται  σταδιακά  μέσα  στο 
κλειστό  άκρο  του  εγγύς  σωληναρίου,  το 
οποίο  σχηματίζει  την  κάψα  του  Bowman 

του  νεφρικού  σωματίου.  Τα  τριχοειδή 
καλύπτονται  από  επιθηλιακά  κύτταρα,  τα 
οποία  ονομάζονται  ποδοκύτταρα  και 
σχηματίζουν  το  περισπλάγχνιο  (έσω) 
πέταλο  της  κάψας  του  Bowman(Εικόνα  5). 
Τα  επιθηλιακά  κύτταρα  που  περιβάλλουν 
εξωτερικά  το  σπείραμα  σχηματίζουν  το 
τοιχωματικό(έξω)  πέταλο  της  κάψας  του Bowman.  Ο  χώρος  μεταξύ  του  έξω  και  του  έσω 
πετάλου  του  ελύτρου  Bowman  ονομάζεται  κοιλότητα  Bowman  ή  ουροφόρος  κοιλότητα. 
Προς τον ουροφόρο πόλο του σπειράματος η κοιλότητα Bowman μεταπίπτει σε αυλό του 
εγγύς εσπειραμένου σωληναρίου. 
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Τα  ενδοθηλιακά  κύτταρα  των  σπειραματικών  τριχοειδών  επικάθονται  στη  βασική 
μεμβράνη των τριχοειδών, η οποία εξωτερικά περιβάλλεται από τα ποδοκύτταρα(Εικόνες 5, 
6,  7).  Το  ενδοθήλιο  των  τριχοειδών,  ο  βασικός  υμένας  και  οι  ποδικές  προεκβολές  των 
ποδοκυττάρων  σχηματίζουν  τον  ονομαζόμενο  φραγμό  διήθησης.  Το  ενδοθήλιο  είναι 
διάτρητο(περιέχει  οπές  700 Ȧ)  και  πλήρως  διαπερατό  από  το  νερό,  από  μικρομοριακές 
διαλυμένες  ουσίες,  όπως  π.χ.  από  νάτριο,  ουρία  και  γλυκόζη,  καθώς  και  από  μικρά 

πρωτεϊνικά μόρια. Επειδή οι οπές είναι σχετικά 
μεγάλες,  το  ενδοθήλιο  δρα ως  φραγμός  μόνο 
για  τα  κύτταρα.  Ο  βασικός  υμένας  είναι  ένας 
σημαντικός  φραγμός  της  διήθησης  στις 
πρωτεΐνες  του  πλάσματος.  Τα  ποδοκύτταρα 
που  πραγματοποιούν  ενδοκυττάρωση,  έχουν 
δακτυλιοειδείς  προεκβολές  οι  οποίες 
περιβάλλουν τελείως την εξωτερική επιφάνεια 
των  τριχοειδών(Εικόνα  7).  Οι  αποφυάδες  των 
ποδοκυττάρων καλύπτουν το βασικό υμένα με 
τη μορφή συμπλεκόμενων δακτύλων που δια‐
χωρίζονται  από  ανοίγματα  που  ονομάζονται 
σχισμές  διήθησης.  Κάθε  σχισμή  διήθησης  γε‐
φυρώνεται από ένα λεπτό διάφραγμα που πε‐
ριέχει πόρους διαστάσεων 40Ȧ x 140Ȧ. Έτσι οι  
σχισμές  διήθησης  επιβραδύνουν  τη  διήθηση 
ορισμένων πρωτεϊνών και άλλων μακρομορίων 
τα οποία διαπερνούν  το ενδοθήλιο και  το βα‐
σικό  υμένα.  Επειδή  ο  βασικός  υμένας  και  οι 
σχισμές  διήθησης  περιέχουν  αρνητικά 
φορτισμένες  γλυκοπρωτεΐνες,  ορισμένα 
μόρια  κατακρατούνται  ανάλογα  με  το 
μέγεθός  τους και φορτίο  τους.  Έτσι μόρια με 
δραστική διάμετρο 18Ȧ έως 36Ȧ ή κατιοντικά 
μόρια  διηθούνται  πιο  εύκολα  παρά  τα 
ανιοντικά μόρια. 

Μια  άλλη  σημαντική  συνιστώσα  του 
νεφρικού  σωματίου  είναι  το  μεσάγγειο,  το 
οποίο  αποτελείται  από  τα  μεσαγγειακά 
κύτταρα  και  από  τη  μεσαγγειακή 
μήτρα(Εικόνα  5).  Τα  μεσαγγειακά  κύτταρα 
περιβάλλουν  τα  σπειραματικά  τριχοειδή, 

παρέχουν σε αυτά δομική στήριξη, εκκρίνουν τις ουσίες που σχηματίζουν την εξωκυττάρια 
μήτρα, πραγματοποιούν φαγοκυτταρική δραστηριότητα και εκκρίνουν προσταγλανδίνες. Τα 
μεσαγγειακά κύτταρα συστέλλονται και, επειδή γειτνιάζουν με τα σπειραματικά τριχοειδή, 
μπορούν  να  επηρεάζουν  το  ρυθμό  της  σπειραματικής  διήθησης,  ρυθμίζοντας  τη  ροή  του 
αίματος στα τριχοειδή ή μεταβάλλοντας τη επιφάνεια των τριχοειδών. 

Τα μεσαγγειακά κύτταρα που βρίσκονται έξω από το σπείραμα(μεταξύ των προσαγωγών 
και των απαγωγών αρτηριδίων) ονομάζονται εξωσπειραματικά μεσαγγειακά κύτταρα ή κύτ‐
ταρα Goormaghtigh. Τα κύτταρα αυτά, όπως και τα μεσαγγειακά, ασκούν φαγοκυτταρικές 
λειτουργίες. 

 
Η παρασπειραματική συσκευή 
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Οι δομές που συγκροτούν την παρασπειραματική συσκευή είναι: 1) η πυκνή κηλίδα του 
παχέος ανιόντος σκέλους, 2) τα εξωσπειραματικά μεσαγγειακά κύτταρα και 3) τα ρενινο – 
παραγωγά κοκκιώδη κύτταρα του προσαγωγού και του απαγωγού αρτηριδίου(Εικόνα 5). Η 
πυκνή  κηλίδα  αποτελεί  μορφολογικά  διακριτή  περιοχή  του  παχέος  ανιόντος  σκέλους  και 
διέρχεται μέσα από τη γωνία που σχηματίζουν το προσαγωγό και το απαγωγό αρτηρίδιο. 
Τα κύτταρα της πυκνής κηλίδας εφάπτονται με τα εξωσπειραματικά μεσαγγειακά κύτταρα 
του  προσαγωγού  και  του  απαγωγού  αρτηριδίου.  Τα  κοκκιώδη  κύτταρα  του  προσαγωγού 
και  του  απαγωγού  αρτηριδίου  είναι  τροποποιημένες  λείες  μυϊκές  ίνες  που  έχουν  την 
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ιδιότητα να συνθέτουν, να αποθηκεύουν και να εκκρίνουν ρενίνη. Η ρενίνη συμμετέχει στην 
παραγωγή  της  αγγειοτασίνης  ΙΙ  και,  τελικά,  στην  έκκριση  αλδοστερόνης.  Η 
παρασπειραματική συσκευή είναι μία από τις συνιστώσες ενός σημαντικού αναδραστικού 
μηχανισμού(του  σωληναριοσπειραματικού  αναδραστικού  μηχανισμού),  ο  οποίος 
παρεμβαίνει  στην  αυτορρύθμιση  της  νεφρικής  αιματικής  ροής  και  του  ρυθμού  της  σπει‐
ραματικής διήθησης. 

 
Ποδοκύτταρα,  μοριακή  δομή  ποδοκυττάρων  και  του  λεπτού 

διαφράγματος και βιολογία του σπειραματικού ηθμού 
 
Σπειραματικά επιθηλιακά κύτταρα ή ποδοκύτταρα 
Τα  ποδοκύτταρα  είναι  κύτταρα  τελικής  διαφοροποίησης  με  απουσία(ή  πολύ  αργό 

ρυθμό) κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Σχηματίζουν την εξωτερική στιβάδα του τοιχώματος 
των  τριχοειδών  και 
προσκολλώνται  στο 
εξωτερικό  πέταλο  της 
βασικής  μεμβράνης  του 
σπειράματος(Εικόνα  8). 
Ονομάστηκαν  έτσι  γιατί 
καλύπτουν  τη  βασική 
μεμβράνη  του 
σπειράματος  με  πλήθος 
κυτταροπλασματικών 
προεκβολών δίνοντας στα 
κύτταρα  την  εικόνα  που 
έχουν  τα  πλοκάμια  ενός 
χταποδιού.  Από  τις 
προεκβολές  αυτές  ξεκινά 
πλήθος  δευτερευόντων 
μικρότερων  προεκβολών 
που  ονομάζονται 
ποδοκυτταρικές 
εκβλαστήσεις ή ποδίσκοι οι οποίοι εισέρχονται στη βασική μεμβράνη σε βάθος 40 – 60nm. 
Οι ποδίσκοι διαπλέκονται με τους αντίστοιχους των παρακείμενων κυττάρων και αφήνουν 
μεταξύ τους μικρές σχισμές(slits) διαμέτρου έως και 40nm οι οποίες επιτρέπουν, όπως έχει 
προαναφερθεί, τη διήθηση νερού και ουσιών χαμηλού μοριακού βάρους. Οι σχισμές αυτές 
καλύπτονται από το λεπτό διάφραγμα(ΛΔ). Ο κυτταροσκελετός του λεπτού διαφράγματος 
σε  τρισδιάστατη  απεικόνιση  έχει  εμφάνιση  «φερμουάρ»  κατά  μήκος  των  ποδικών 
εκβλαστήσεων και δημιουργεί το φραγμό μεγέθους στη διήθηση ουσιών. 

Τα  ποδοκύτταρα  έχουν  ένα  ογκώδες  κυτταρόπλασμα,  το  οποίο  βρίσκεται  στον  ουρικό 
χώρο της κάψας του Bowman. Περιέχουν ένα μεγάλο πυρήνα, πολύ αναπτυγμένο σύστημα 
Golgi και ενδοπλασματικό δίκτυο, χαρακτηριστικά λυσοσώματα και πολλά μιτοχόνδρια. Σε 
αντίθεση,  οι  ποδοκυτταρικές  εκβλαστήσεις  περιέχουν  μόνο  οργανίδια.  Η  πυκνότητα  των 
οργανιδίων  του  κυτταροπλάσματος  δείχνει  τη  μεγάλη  μεταβολική  δραστηριότητα  του 
κυτταροπλάσματος.  Τα  ποδοκύτταρα  συνθέτουν  τα  περισσότερα  συστατικά  της  βασικής 
μεμβράνης  του  σπειράματος.  Ο  κυτταροσκελετός  των  ποδοκυττάρων  δομείται  από  ένα 
πολύπλοκο δίκτυο μικροϊνιδίων  και μικροσωληνίσκων,  αποτελούμενο  κυρίως από ακτίνη, 
συναπτοποδίνη  και άλλες πρωτεΐνες.  Τα μόρια αυτά συνδέονται  με βασική μεμβράνη με 
συμπλέγματα  α3β1  –  ιντεγκρινών  αλλά  και  άλλες  πρωτεΐνες.  Ο  σκελετός  αυτός, 
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αντιδρώντας σε αγγειοδραστικές ορμόνες, επιτρέπει στα ποδοκύτταρα να διαδραματίζουν 
σοβαρό ρόλο στο σπειραματικό φραγμό διήθησης. 

 
Βασική μεμβράνη του σπειράματος 
Η βασική μεμβράνη του σπειράματος(ΣΒΜ) έχει πάχος 250 – 350nm και αποτελείται από 

τρεις διαφορετικές στιβάδες: μια παχιά κεντρική,  το πυκνό πέταλο(lamina densa),  το έσω 
πέταλο(lamina  rara  interna)  που  έρχεται  σε  επαφή  με  το  ενδοθήλιο  και  το  έξω 
πέταλο(lamina rara externa) που έρχεται σε επαφή με τα επιθηλιακά κύτταρα. Συντίθεται 
από τα ποδοκύτταρα και τα ενδοθηλιακά κύτταρα και αποτελείται από κολλαγόνο τύπου IV 
και V, λαμινίνη, πρωτεογλυκάνες και γλυκοπρωτεΐνες. 

 
Μοριακή δομή των ποδοκυττάρων και σπειραματικός ηθμός 
Ο  σπειραματικός  ηθμός  αποτελείται  από  το  πορώδες  ενδοθήλιο,  τη  σπειραματική 

βασική  μεμβράνη(ΣΒΜ)  και  τις  ποδοκυτταρικές  εκβλαστήσεις  με  τα  λεπτά 
διαφράγματα(ΛΔ) που  τις  γεφυρώνουν.  Είναι ελεύθερα διαπερατός από το νερό και  τους 
ηλεκτρολύτες  ενώ  για  μεγαλύτερες  ουσίες,  όπως  οι  πρωτεΐνες,  η  διαπερατότητα 
καθορίζεται  από  το  μέγεθος  και  το  ηλεκτρικό  φορτίο.  Το  λεπτό  διάφραγμα  συνιστά  το 
φραγμό  μεγέθους  ενώ  το  αρνητικό  φορτίο  της  επιφάνειας  του  ποδοκυττάρου  και  της 
βασικής μεμβράνης ου σπειράματος το φραγμό φορτίου. Το λεπτό διάφραγμα προέρχεται 
κατά  την  εμβρυογένεση  από  μεσοκυττάριο  σύνδεσμο  και  περιέχει  από  νωρίς  τη 
χαρακτηριστική  πρωτεΐνη  των  στενοσυνδέσμων  ΖΟ  –  1(zonula  occludens)  στην 
κυτταροπλασματική  του  επιφάνεια.  Σε  επιμήκεις  τομές  το  λεπτό  διάφραγμα  εμφανίζει 
μορφολογικά χαρακτηριστικά κυτταρικού συνδέσμου με ευρύ μεσοκυττάριο χάσμα και μια 
κεντρική  πυκνή  γραμμή  που  διατρέχει  τη  λεπτή  σχισμή  καθ’  όλο  το  μήκος  των  ποδικών 
εκβλαστήσεων.  Τα  τελευταία  χρόνια  έχει,  σε  μεγάλο  βαθμό,  αποσαφηνιστεί  η  μοριακή 
δομή  του λεπτού διαφράγματος,  με  την ανακάλυψη διαφόρων μορίων όπως η  ΖΟ – 1,  η 
νεφρίνη,  η  CD2AP,  η  FAT,  η  Ρ  –  καντερίνη,  η  δεσμίνη  και  η  ποδοσίνη.  Πολλές  από  τις 
παραπάνω πρωτεΐνες(Εικόνα 91) παίζουν βασικό ρόλο στη διατήρηση της ακεραιότητας του 
λεπτού διαφράγματος. 

 
Οι πρωτεΐνες της πλαγίας επιφάνειας(Λεπτό διάφραγμα) 
 
Νεφρίνη 
Το  γονίδιο  της  νεφρίνης NPHS1  εντοπίζεται  στο  χρωμόσωμα  19q13,  αποτελείται  από 

26kb και περιέχει 29 εξόνια2. Το παραγόμενο mRNA έχει μήκος 4,3kb και μεταφράζεται σε 
μια πρωτεΐνη που ονομάζεται  νεφρίνη. Μετάλλαξη  του  γονιδίου προκαλεί  τον Φιλανδικό 
τύπο  συγγενούς  νεφρωσικού  συνδρόμου(CNF)  που  κληρονομείται  κατά  τον  αυτοσωμικό 



10 

 

υπολειπόμενο  χαρακτήρα  και  εμφανίζεται  σε  1/10.000  γεννήσεις  στη  Φιλανδία.  Μέχρι 
σήμερα έχουν περιγραφεί 50 μεταλλάξεις του γονιδίου. Οι συχνότερες μεταλλάξεις είναι: α) 
ο γονότυπος Fin – major που οφείλεται σε απαλοιφή 2bp στο εξόνιο 2 η οποία μεταβάλει το 
αναγνωστικό  πλαίσιο  και  εισαγάγει  ένα  κωδικώνιο  τερματισμού  στο  ίδιο  εξόνιο  και  β)  ο 
γονότυπος Fin – minor που οφείλεται σε nonsense μετάλλαξη στο εξόνιο 26 και προκαλεί 
πρώιμη διακοπή της μετάφρασης στην θέση Arg‐11093. Η νεφρίνη έχει ΜΒ 180 και ανήκει 
στην υπεροικογένεια  των ανοσοσφαιρινών.  Στο νεφρό εντοπίζεται αποκλειστικά και μόνο 
στα  ποδοκύτταρα  όπου  συμμετέχει  στο  σχηματισμό  του  ΛΔ.  Η  τριτοταγής  δομή  και  η 
διαμεμβρανική της εντόπιση καθορίζεται σε σημαντικό βαθμό από γλυκοζυλίωση σε θέσεις 
αζώτου4. 

Μεταλλάξεις του γονιδίου NPHS1  χαρακτηρίζονται από μαζική πρωτεϊνουρία ήδη κατά 
την ενδομήτρια ζωή. Η θεραπεία των ασθενών με CNF συνίσταται σε πρώιμη νεφρεκτομή 
και  αιμοκάθαρση  έως  ότου  η  ηλικία  του  παιδιού  να  καθιστά  δυνατή  τη  νεφρική 
μεταμόσχευση.  Η  μεταμόσχευση  εμφανίζει  20%  ποσοστό  υποτροπής  του  νεφρωσικού 
συνδρόμου  εξαιτίας της δημιουργίας αντισωμάτων έναντι της νεφρίνης5. 

Κατά  την  οργανογένεση  στα  ποντίκια,  η  νεφρίνη  εμφανίζεται  στο  στάδιο  της 
τριχοειδικής  αγκύλης  ταυτόχρονα  με  τη  μετατροπή  των  διακυτταρικών  συνδέσμων  σε 
λεπτά  διαφράγματα.  Στον  άνθρωπο  το  mRNA  της  νεφρίνης  ανιχνεύεται  στο  τέλος  του 
σταδίου  του  νεφρικού  σωματίου  σχήματος  S  μεταξύ  της  13ης  και  23ης  εβδομάδας  της 
κύησης6. 

Η  νεφρίνη  αποτελείται  από  ένα  εξωκυττάριο  αμινοτελικό  άκρο  που  περιέχει  8  Ig 
επαναλαμβανόμενα  τμήματα  και  ένα  τμήμα  φιμπρονεκτίνης  τύπου  ΙΙΙ.  Το  ενδοκυττάριο 
τμήμα περιέχει 8 κατάλοιπα τυροσίνης, γεγονός που υποδηλώνει ότι η νεφρίνη εκτός από 
την  κυτταρική  πρόσφυση  πιθανότατα  συμμετέχει  και  στην  κυτταρική  επικοινωνία(εικόνα 
10).  

Εικόνα 10 
 
Σε μελέτες με ΗΜ κατά τη διαφοροποίηση των ποδοκυττάρων η νεφρίνη είναι παρούσα 

σε   συνδέσμους τύπου σκάλας και αργότερα εμφανίζεται στο λεπτό διάφραγμα καθώς οι 
σύνδεσμοι  αυτοί  αντικαθίστανται  από  λεπτό  διάφραγμα.  Η  νεφρίνη  εντοπίζεται  επίσης 
στον εγκέφαλο και στα β κύτταρα των νησιδίων του παγκρέατος. 

Σε σπειράματα με μετάλλαξη του γονιδίου NPHS1 δεν εμφανίζονται ούτε οι σύνδεσμοι 
τύπου  σκάλας  ούτε  λεπτό  διάφραγμα,  ενώ  οι  πρωτεΐνες  ΖΟ  –  1  και  Ρ  –  καντερίνη 
εκφράζονται  κανονικά.  Πρώιμοι  διακυτταρικοί  σύνδεσμοι  εμφανίζονται  επίσης  κανονικά 
στο στάδιο του νεφρώνα σχήματος S και στο στάδιο της τριχοειδικής αγκύλης γεγονός που 
σημαίνει  ότι  για  το  σχηματισμό  των  πρώιμων  συνδέσμων  δεν  απαιτείται  νεφρίνη.  Η 

Τμήμα   Ig 

 

Τμήμα Φιμπρονεκτίνης τύπου ΙΙΙ 
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νεφρίνη  είναι  απαραίτητη  στα  επόμενα  στάδια  ωρίμανσης  κατά  την  μετατροπή  των 
πρώιμων συνδέσμων σε λεπτό διάφραγμα και  την μετανάστευσή τους από την κορυφαία 
επιφάνεια στην πλαγία για την κάλυψη της λεπτής σχισμής6.  

Το  αμινοτελικό  άκρο  της  νεφρίνης  με  τις  8  ανοσοσφαιρινικές  επαναλήψεις(ICAM) 
αλληλεπιδρά με το αμινοτελικό άκρο της νεφρίνης της απέναντι ποδικής εκβλάστησης. Τα 
μόρια  αυτά  διατάσσονται  αλληλοδιαδοχικά  και  σχηματίζουν  μια  δομή  σαν  φερμουάρ7 
(εικόνα 11).  

Σε  ποντίκια  που  έχουν  υποστεί  ομόλογο 
ανασυνδυασμό  του  γονιδίου  της  νεφρίνης  (knock 
out), παρουσιάζεται μαζική πρωτεϊνουρία ήδη πριν 
από  τη  γέννηση,  ενώ  πεθαίνουν  αμέσως  μετά  τη 
γέννηση.  Τα  σπειράματα  στερούνται  ποδικών 
προεκβολών και λεπτού διαφράγματος. Στη βασική 
μεμβράνη  του  σπειράματος  εκφράζεται 
φυσιολογικά η λαμινίνη, το κολλαγόνο τύπου ΙV και 
οι  άλλες  πρωτεΐνες.  Η  μόνη  διαταραχή  αφορά  στο 
κεντρικό πυκνό πέταλο το οποίο είναι λεπτότερο. Οι 
ΖΟ  –  1,  FAT  και  P  –  καντερίνη  εκφράζονται 
κανονικά.  

Ποντίκια  Knock  –  out  για  την  α3  αλυσίδα  του 
κολλαγόνου  –  IV  παρουσιάζουν  διαταραχή  στη 
σύνθεση των α3, α4, α5 αλυσίδων του κολλαγόνου 
καθώς  και  στη  σύνθεση  της  λαμινίνης.  Ωστόσο  τις 
πρώτες  4  εβδομάδες  μετά  τη  γέννηση  δεν 
εμφανίζεται  πρωτεινουρία.  Την  5η  εβδομάδα 
παρατηρείται  σταδιακή  εξαφάνιση  της  νεφρίνης, 

των λεπτών διαφραγμάτων, των ποδίσκων  και μαζική 
πρωτεϊνουρία6.  Το  γεγονός  ότι  μόνο  μετά  την 
εξαφάνιση  της  νεφρίνης  εμφανίζεται    πρωτεϊνουρία, 
αποδεικνύει  τον  κεντρικό  ρόλο  της  πρωτεΐνης  αυτής 

στη διατήρηση της ακεραιότητας του σπειραματικού ηθμού.  
Η  χορήγηση  μονοκλωνικού  αντισώματος  έναντι  του  εξωκυττάριου  τμήματος  της 

νεφρίνης(Mab  5  –  1  –  6)  προκαλεί  πρωτεϊνουρία  με  εστιακή  μόνο  σύντηξη  των 
εκβλαστήσεων. Θεωρείται πιθανό ότι η σύνδεση του αντισώματος στη νεφρίνη επάγει  τη 
γένεση  και μεταφορά σημάτων στο  εσωτερικό  του  κυττάρου που προκαλούν αναδιάταξη 
του  κυτταροσκελετού  των  ποδοκυττάρων  και  ελάττωση  του  ανιοντικού  φορτίου  της 
βασικής μεμβράνης του σπειράματος8. 

Τα  παραπάνω  ευρήματα  υποδεικνύουν  την  αλληλεπίδραση  που  υπάρχει  μεταξύ  της 
ΣΒΜ, του κυτταροσκελετού, και των 3 λειτουργικών επιφανειών των ποδίσκων. 
 

Η νεφρίνη είναι σηματοδοτικό μόριο 
Η  νεφρίνη  όπως  ήδη  ειπώθηκε  ανήκει  στην  οικογένεια  ICAM(Ig  Cellular  Adhesion 

Molecules).  Τα  μόρια  κυτταρικής  προσκόλλησης  συμβάλουν  εκτός  από  την  μηχανική 
σύνδεση  των  κυττάρων,  στην  επικοινωνία  μεταξύ  τους  καθώς  και  στην  επικοινωνία 
κυττάρων  και  θεμέλιας  ουσίας.  Τα  σήματα  αυτά  είναι  σημαντικά  για  την  διατήρηση  της 
πρόσφυσης, την κινητικότητα, την αύξηση και επιβίωση των κυττάρων.  

Μεταλλάξεις  που  επηρεάζουν  το  ενδοκυττάριο  τμήμα  της  νεφρίνης(σηματοδοτικό 
τμήμα πλούσιο σε  κατάλοιπα  τυροσίνης)  όπως  για παράδειγμα η μετάλλαξη C3325T  που 
προκαλεί  απαλοιφή  των  τελευταίων  132  αμινοξέων  του  καρβοξυτελικού  ενδοκυττάριου 
τμήματος, οδηγούν σε πρωτεϊνουρία και εξάλειψη των ποδίσκων4. 
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Οι  περιοχή  της  κυτταρικής  μεμβράνης  όπου  βρίσκεται  η  νεφρίνη  είναι  φτωχή  σε 
χοληστερόλη.  Ένα  μικρό  ποσοστό  της  νεφρίνης  εντοπίζεται  σε  περιοχές  πλούσιες  σε 
χοληστερόλη και γαγγλιοσίδια στην κορυφαία επιφάνεια των ποδικών εκβλαστήσεων, όπου 
μαζί  με  την  CD2AP  συνδέεται  στον  κυτταροσκελετό.  Οι  περιοχές  αυτές  ονομάζονται 
«λιπιδικές  σχεδίες»  και  περιέχουν  ομάδες  πρωτεϊνών  που  εμπλέκονται  στην  μετάδοση 
σημάτων προς  το  κύτταρο.  Χορήγηση  του αντισώματος 27Α έναντι  της GD3  γαγγλιοσίδης 
που  εντοπίζεται  στις  λιπιδικές  σχεδίες,  προκαλεί  πρωτεϊνουρία  και  τυροσινική 
φωσφορυλίωση της νεφρίνης9, 10 . Το ενδοκυττάριο τμήμα της νεφρίνης φωσφορυλιώνεται 
από  κινάσες  της  οικογενείας  src,  όπως  η  κινάση  Fyn  και  Yes  που  καθιζάνουν  μαζί  με  τη 
νεφρίνη  κατά  τον  κλασματικό  διαχωρισμό  των  λιπιδικών  σχεδιών11.  Η  απαλοιφή  της  Fyn 
κινάσης  σε  ποντίκια,  προκαλεί  μεταβολές  στη  μορφολογία  των  ποδικών  προεκβολών11. 
Επίσης  έχει  βρεθεί  ότι  η  νεφρίνη  και  η  CD2AP  αλληλεπιδρούν  με  την  κινάση  των 
φωσφοϊνοσιτιδίων ΡΚΙ3 και μαζί με την ποδοσίνη ενεργοποιούν το σηματοδοτικό μονοπάτι 
ΑΚΤ  το οποίο προκαλεί φωσφορυλίωση πολλαπλών πρωτεϊνών στόχων στα ποδοκύτταρα 
περιλαμβανομένης της Bad12. 

 
Ποδοσίνη 
Είναι  μια  πρωτεΐνη  με  ΜΒ  42KDa  σε  σχήμα  φουρκέτας  καθώς  το  αμινοτελικό  και 

καρβοξυτελικό  άκρο  της  βρίσκονται  στο  κυτταρόπλασμα  όπως  όλες  οι  πρωτεΐνες  της 
οικογένειας  των  στοματινών  –  καβεολινών.  Εντοπίζεται  στο  σημείο  αγκυροβόλησης  του 
λεπτού διαφράγματος στην κυτταρική μεμβράνη. Ολιγομερή της ποδοσίνης εντοπίζονται σε 
«λιπιδικές σχεδίες» όπου μέσω του καρβοξυτελικού τους άκρου συνδέονται με τη νεφρίνη 
και  την  CD2AP13.  Άλλα  μέλη  της  οικογένειας  έχουν  ανιχνευθεί  σε  κύτταρα  του  νευρικού 
ιστού, όπου συνδέουν ιοντικά κανάλια με τον κυτταροσκελετό. Παρόμοια λειτουργία είναι 
πιθανή  και  στα  ποδοκύτταρα.  Πέρα  από  τη  δομική  της  λειτουργία  φαίνεται  να  παίζει 
σημαντικό ρόλο στη διευκόλυνση της σηματοδοτικής λειτουργίας της νεφρίνης. Το γονίδιό 
της  ονομάζεται NPHS2,  μεταλλάξεις  του  οποίου  προκαλούν  το  ανθεκτικό  στα  στεροειδή 
νεφρωσικό σύνδρομο που κληρονομείται με τον αυτοσωμικό υπολειπόμενο χαρακτήρα. Το 
σύνδρομο αυτό εμφανίζεται στην παιδική ηλικία και εξελίσσεται γρήγορα σε τελικό στάδιο 
χρόνιας  νεφρικής  ανεπάρκειας.  Δεν  συνοδεύεται  από  εξωνεφρικές  εκδηλώσεις  και  δεν 
υποτροπιάζει μετά τη μεταμόσχευση νεφρού6. 

 
CD2AP 
Η πρωτεΐνη αυτή με ΜΒ 80KDa, εντοπίστηκε αρχικά στην κυτταρική μεμβράνη των Τ – 

λεμφοκυττάρων και  κυττάρων φυσικών φονέων(ΝΚ),  όπου συνδέεται με  το  ενδοκυττάριο 
τμήμα  της  CD2  συμβάλλοντας  στην  αγκυροβόληση  της  CD2  πάνω  στη  μεμβράνη.  Η  CD2 
διευκολύνει  την  σύνδεση  των  παραπάνω  κυττάρων  με  τα  αντιγονοπαρουσιαστικά 
κύτταρα(ανοσολογική σύναψη). 

Η  CD2AP  περιέχει  3  SH3  ομάδες  με  μία  από  τις  οποίες  συνδέεται  με  τη  CD2.  Με  το 
αμινοτελικό  της  άκρο  συνδέεται  στον  κυτταροσκελετό  της  ακτίνης.  Τέλος  περιέχει  μια 
περιοχή πλούσια σε προλίνη. Στο νεφρό εντοπίζεται στα ποδοκύτταρα και σε κύτταρα του 
εγγύς  εσπειραμένου σωληναρίου  και  του αθροιστικού σωληναρίου14.  Στα ποδοκύτταρα η 
CD2AP  συνδέεται  με  τη  νεφρίνη,  την  ακτίνη,  την  α  –  ακτινίνη  –  4  και  τις  πρωτεΐνες 
δεματοπoίησης της ακτίνης κορτακτίνη και ARP2/315. 

Σε CD2AP Knock – out  ποντίκια,  παρατηρείται  πρωτεϊνουρία  και  νεφρική  ανεπάρκεια. 
Κατά  την  γέννηση  δεν  παρατηρούνται  διαταραχές  στο  σχηματισμό  των  ποδικών 
εκβλαστήσεων και του λεπτού διαφράγματος αλλά με την πάροδο του χρόνου τα ποντίκια 
χάνουν σταδιακά την νεφρίνη, μέχρις εξαφανίσεως, από τα περισσότερα σπειράματα. Την 
1η  εβδομάδα  μετά  τη  γέννηση  παρατηρείται  απώλεια  των  ποδικών  εκβλαστήσεων  που 
γενικεύεται  την 2η  εβδομάδα οπότε  εμφανίζονται  και μεσαγγειακές  εναποθέσεις.  Την 4η 
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εβδομάδα παρατηρείται σκλήρυνση των σπειραμάτων, διάταση των τριχοειδικών αγκυλών, 
επίταση των μεσαγγειακών εναποθέσεων και νεφρική ανεπάρκεια. 

Τα  γονίδια  της CD2AP  και  της  ποδοσίνης(NPHS2)  περιέχουν  ρυθμιστικές  περιοχές  που 
συνδέουν τον παράγοντα Lmx1b. Σε  Lmx1b Knock – out ποντίκια, παρατηρείται μειωμένη 
έκφραση  της CD2AP,  της ποδοσίνης  και  της α4  αλυσίδας  του  κολλαγόνου  τύπου  IV.  Στον 
άνθρωπο  η  μετάλλαξη  του  γονιδίου  Lmx1b  προκαλεί  το  σύνδρομο  Neil  –  patella  που 
χαρακτηρίζεται  μεταξύ άλλων από σπειραματοπάθεια η οποία θα μπορούσε  να  εξηγηθεί 
από  τη  μειωμένη  έκφραση  της  CD2AP  και  της  ποδοσίνης  με  επακόλουθο  την  αδυναμία 
σχηματισμού λεπτού διαφράγματος και ποδικών εκβλαστήσεων16. 

Σε  ποντίκια  με  μετάλλαξη  του  γονιδίου  της  β2  αλυσίδας  της  λαμινίνης  παρατηρείται 
ανακατανομή  των  μορίων  της  CD2AP  και  άθροισή  τους  κατά  ομάδες  με  ταυτόχρονη 
σύντηξη των ποδικών εκβλαστήσεων. Από τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι η CD2AP είναι 
απαραίτητη  για  τη  διατήρηση  της  ακεραιότητας  του  λεπτού  διαφράγματος  και  της 
αρχιτεκτονικής του ποδοκυττάρου μετά τη γέννηση14. 

 
ΖΟ – 1 
Η πρωτεΐνη αυτή έχει ΜΒ 225ΚDa  και  εντοπίζεται στην κυτταροπλασματική επιφάνεια 

των μεσοκυττάριων συνδέσμων. Ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνών MAGUK(membrane 
associated  guanylate  kinase).  Περιέχει  3  PDZ  τμήματα  και  παίζει  ρόλο  στην  κυτταρική 
επικοινωνία  και  στην  οργάνωση  διαμεμβρανικών  πρωτεϊνικών  συμπλεγμάτων. 
Αλληλεπιδρά  με  άλλα  συστατικά  των  διακυτταρικών  συνδέσμων  όπως  η 
οκλουντίνη(occludin),  η  α  –  κατενίνη  και  η  ΖΟ  –  2  καθώς  και  με  πρωτεΐνες  του 
κυτταροσκελετού  όπως  η  ακτίνη  και  σπεκτρίνη.  Στα  ποδοκύτταρα  εκφράζεται  στην 
κυτταροπλασματική  επιφάνεια  στα  σημεία  όπου  το  λεπτό  διάφραγμα  εισχωρεί  στην 
κυτταρική μεμβράνη.   Κατά την οργανογένεση εμφανίζεται ταυτόχρονα με τη νεφρίνη στο 
στάδιο του νεφρικού σωματίου σχήματος S. Σε νεφρά εμβρύων με CNF και γονότυπο Fin – 
major/Fin  –  major  η  ΖΟ  –  1  εκφράζεται  κανονικά.  Αντιθέτως  κατά  την  χορήγηση  σε 
αρουραίους  μονοκλωνικού  αντισώματος  έναντι  της  νεφρίνης,  παρατηρείται  σταδιακή 
μείωση  της  ΖΟ  –  1  και  5  μέρες  μετά  την  πρόκληση  του  νεφρωσικού  συνδρόμου  δεν 
ανιχνεύεται καθόλου ΖΟ – 1. Το γεγονός αυτό σημαίνει ότι η διαταραχή της λειτουργίας της 
νεφρίνης  από  το  αντίσωμα  πυροδοτεί  στο  εσωτερικό  του  ποδοκυττάρου  σήματα  που 
οδηγούν στην καταστολή της έκφρασης της ΖΟ – 117. Είναι ενδιαφέρον ότι σε ποντίκια MWF 
που  εμφανίζουν  ιδιοσυστασιακά  πρωτεϊνουρία,  παρατηρείται  ανακατανομή  της  ΖΟ  –  1 
χωρίς  διαταραχή των ποδικών εκβλαστήσεων και του λεπτού διαφράγματος18. 

 
FAT 
H FAT ανήκει στην οικογένεια των καντερινών(cadherins), έχει ΜΒ 516 KDa και περιέχει 

34 διαδοχικές εξωκυττάριες επαναλήψεις τύπου καντερίνης. Εντοπίζεται μαζί με τη νεφρίνη 
στη βάση του λεπτού διαφράγματος, το δε ενδοκυττάριο τμήμα της συνδέεται με την ΖΟ – 
119.  Το  μεγάλο  εξωκυττάριο  μήκος  της  FAT  προσδίδει  στο  λεπτό  διάφραγμα  την 
ιδιαιτερότητα  ότι  είναι  πολύ  πιο  ευρύ  σε  σχέση  με  τους  κανονικούς  συνδέσμους  και 
δεσμοσώματα  και  γι’  αυτό  θεωρείται  από  τους  περισσότερους  συγγραφείς  ένα  είδος 
τροποποιημένου κυτταρικού συνδέσμου. 

 
Ρ – καντερίνη 
Είναι  διαμεμβρανική  πρωτεΐνη  ΜΒ  120  KDa.  Περιέχει  5  διαδοχικά  μόρια  καντερίνης 

εξωκυττάρια  και  ένα  ενδοκυττάριο  τμήμα  που  συνδέεται  στην  α‐  β‐  και  γ‐  κατενίνη.  Το 
σύμπλεγμα  αυτό  συνδέεται  στην  ΖΟ  –  1  ή/και  α  –  ακτινίνη  –  4  συμβάλλοντας  έτσι  στη 
σύνδεση  του  λεπτού  διαφράγματος  με  τον  κυτταροσκελετό.  Δυο  μόρια  Ρ  –  καντερίνης 
συνδέονται  μεταξύ  τους  γεφυρώνοντας  την  διαφραγματική  σχισμή  και  σχηματίζουν  τον 
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πυρήνα πάνω στον οποίο χτίζεται το λεπτό διάφραγμα. Παρά ταύτα, σε CNF  νεφρά η Ρ – 
καντερίνη  εκφράζεται  κανονικά  και  σε  knock  –  out  για  την  Ρ  –  καντερίνη  ποντίκια  δεν 
εμφανίζεται  νεφρωσικό  σύνδρομο.  Η  παρουσία  επομένως  της  Ρ  –  καντερίνης  δεν  είναι 
ζωτικής σημασίας για την ομαλή λειτουργία του λεπτού διαφράγματος γεγονός που ισχύει 
και για το άλλο μέλος της οικογένειας, τη FAT. 

 
NEPH1 
H  NEPH1  παρουσιάζει  ομολογία  με  τη  νεφρίνη  καθώς  περιέχει  5  ανοσοσφαιρινικές 

επαναλήψεις. Φαίνεται πιθανό να συνδέεται ομοιοπολικά με άλλα μόρια NEPH1 ή και με 
την  νεφρίνη  δεδομένης  της  ομολογίας  που  εμφανίζουν.  Μεταλλάξεις  του  γονιδίου  της 
προκαλούν  πρωτεϊνουρία  και  τήξη  των  εκβλαστήσεων.  Σε  knock  –  out  ποντίκια 
παρατηρείται  αυξημένη  περιγεννητική  θνησιμότητα  και  νεφρωσικό  σύνδρομο  με  αύξηση 
της μεσαγγειακής θεμέλιας ουσίας και πολλαπλασιασμό των μεσαγγειακών κυττάρων. 

 
Densin 
Η densin απομονώθηκε αρχικά σε μετασυναπτικούς νευρώνες στον πρόσθιο εγκέφαλο 

των  αρουραίων.  Οι  περιοχές  αυτές  εμφανίζονται  ως  μια  πυκνή  πάχυνση  της 
μετασυναπτικής  μεμβράνης  στο  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο(PSD  :  Post‐Synaptic  Density). 
Αποτελείται  από 1495  αμινοξέα με  εξωκυττάριο,  διαμεμβρανικό  και  ενδοκυττάριο  τμήμα 
και  έχει  ΜΒ  167  KDa.  Η  κύρια  λειτουργία  των  PSD  πρωτεϊνών  πιστεύεται  ότι  είναι  η 
διατήρηση  της  σύνδεσης  της  προσυναπτικής  και  μετασυναπτικής  μεμβράνης  σε 
γλουταμινεργικούς νευρώνες. Η densin ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνών LAP από τα 
αρχικά LRR And PDZ   καθώς περιέχει τμήματα LRR και PDZ. Τα LRR(leucine reach repeats) 
είναι τμήματα πλούσια σε λευκίνη, μικρά σε μέγεθος(20 – 22 αμινοξέα) και παίζουν ρόλο 
στην  αλληλεπίδραση  των  πρωτεϊνών  μεταξύ  τους,  όπως  π.χ.  στη  σύνδεση  μιας  ορμόνης 
στον  υποδοχέα  της,  ρύθμιση  ενζύμων,  κυτταρική  πρόσφυση  και  μεταφορά.  Τα  PDZ 
τμήματα  αποτελούνται  από  90  αμινοξέα  και  εντοπίζονται  υπό  μορφή  επαναλήψεων  στο 
καρβοξυτελικό τμήμα διαφόρων πρωτεϊνών, όπου παίζουν ρόλο σύνδεσης και οργάνωσης 
των  πρωτεϊνών  αυτών  σε  συμπλέγματα  πάνω  στην  κυτταρική  μεμβράνη.  PDZ  τμήματα 
βρέθηκαν  αρχικά  στην  μετασυναπτική  πρωτεΐνη  PSD  –  95,  στην  πρωτεΐνη DLG(disc  large 
protein) της Drosophila melanogaster και στη ZO – 1. Από τα αρχικά αυτών των πρωτεϊνών 
πήραν το όνομά τους τα PDZ τμήματα. Εκτός από τα LRR και PDZ τμήματα η densin περιέχει 
και  ένα  τμήμα  τύπου  βλενίνης  και  ένα  RGD  πεπτίδιο  το  οποίο  είναι  τριπεπτίδιο 
αποτελούμενο  από  Arg  –  Gly  –  Asp  που  περιγράφηκε  αρχικά  στη  φιμπρονεκτίνη  ως 
υπεύθυνο  για  τη  σύνδεση  με  την  κυτταρική  μεμβράνη.  Αργότερα  βρέθηκε  και  σε  άλλες 
πρωτεΐνες άσχετες με την κυτταρική πρόσφυση. 

Πρόσφατα βρέθηκε, με τη χρήση της RT – PCR,   ότι τα ποδοκύτταρα εκφράζουν mRNA 
της   Densin. Με ανοσοφθορισμό βρέθηκε έντονη χρώση των σπειραμάτων για την densin 
και με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο εντοπίστηκε στην περιοχή του λεπτού διαφράγματος όπου 
καθιζάνει  μαζί  με  τη  νεφρίνη.  Σε  CNF  το mRNA  της Densin  καθώς  και  η  πρωτεΐνη  είναι 
αυξημένα20. 

 
Πρωτεΐνες της κορυφαίας επιφάνειας 
 
Ποδοκαλυξίνη 
Στην κορυφαία επιφάνεια των ποδικών προεκβολών το δίκτυο της ακτίνης συνδέεται σε 

διαμεμβρανικά μόρια υπεύθυνα για τη δημιουργία του αρνητικού φορτίου της επιφάνειας 
των ποδοκυττάρων. Η κυριότερη αρνητικά φορτισμένη πρωτεΐνη της κορυφαίας επιφάνειας 
είναι  η  ποδοκαλυξίνη21.  Ο  μεταγραφικός  παράγοντας  WT1  ρυθμίζει  την  έκφραση  της 
ποδοκαλυξίνης  στα  ποδοκύτταρα.    Η  ποδοκαλυξίνη  είναι  γλυκοζυλιωμένη  από 
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υδατάνθρακες  πλούσιους  σε  θειικές  ομάδες  και  σιαλικό  οξύ που  της  προσδίδουν  έντονα 
αρνητικό  φορτίο,  το  οποίο  εξυπηρετεί  όχι  μόνο  στην  απώθηση  αρνητικά  φορτισμένων 
πρωτεϊνών  του  πλάσματος  αλλά  και  στη  διατήρηση  των  ποδικών  εκβλαστήσεων  σε 
απόσταση  μεταξύ  τους  ώστε  να  σχηματίζεται  η  λεπτή  σχισμή  διήθησης.  Γενετικά 
τροποποιημένα ποντίκια με ανεπαρκή έκφραση ποδοκαλυξίνης δεν αναπτύσσουν ποδικές 
προεκβολές και λεπτό διάφραγμα και πεθαίνουν στην περιγεννητική περίοδο. Σε διάφορες 
σπειραματοπάθειες  η  παρουσία  ποδοκαλυξίνης  στα  ούρα  σχετίζεται  με  τη  βαρύτητα  της 
βλάβης των ποδοκυττάρων22. 

 
Εζρίνη 
Η  Εζρίνη  συνδέει  το  κυτταροπλασματικό  τμήμα  της  ποδοκαλυξίνης  με  τον 

κυτταροσκελετό.  Ανήκει  στην  οικογένεια  των  συνδετικών  πρωτεϊνών 
ΕRM(ezrin/radixin/moesin) που θεωρούνται υπεύθυνες για τη διατήρηση της πολικότητας 
των επιθηλιακών κυττάρων. 

 
NHERF2 
Ο ρυθμιστικός παράγοντας του ανταλλάκτη Νa+/Η+(NHERF2) είναι το δεύτερο μόριο του 

συμπλέγματος  και  συνδέεται  μέσω  PDZ  επαναλήψεων  στο  αμινοτελικό  άκρο  της 
φωσφορυλιωμένης  σε  Tyr567  εζρίνης.  H  χορήγηση  πρωταμίνης,  σιαλικού  οξέος  ή 
πουρομυκίνης σε αρουραίους έχει ως αποτέλεσμα την αποφωσφορυλίωση της εζρίνης και 
την αποσύνδεση του συμπλέγματος από τον κυτταροσκελετό. 

 
Μεγκαλίνη 
Άλλη  διαμεμβρανική  πρωτεΐνη  που  θεωρείται  υπεύθυνη  για  τη  διαδικασία 

ενδοκύττωσης  ποικίλλων  ουσιών  είναι  η  μεγκαλίνη  ή  γλυκοπρωτεϊνη  330.  Η  μεγκαλίνη 
συνδέεται στο κυτταροσκελετό μέσω της Magi1. Η πρωτεΐνη αυτή ανήκει στην οικογένεια 
MAGUK  οι  οποίες  αποτελούν  ενδοκυττάριες  πρωτεΐνες  συγκέντρωσης,  οργάνωσης  και 
οριοθέτησης άλλων πρωτεϊνών  πάνω στην κυτταρική μεμβράνη23. Η Magi1 συνδέεται στον 
κυτταροσκελετό μέσω της συναπτοποδίνης και α – ακτινίνης – 4. 

 
Πρωτεΐνες της βασικής επιφάνειας 
 
Ιντεγκρίνες 
Οι  ιντεγκρίνες  ανήκουν  στην  οικογένεια  των  πρωτεϊνών  που  συμβάλλουν  στην 

προσκόλληση  των  κυττάρων  στη  θεμέλιο  ουσία.  Αποτελούνται  από  α  και  β  υπομονάδες. 
Κάθε  κυτταρικός  τύπος  εκφράζει  χαρακτηριστικό  συνδυασμό  α  και  β  υπομονάδων.  Ο 
συνδυασμός  α3β1  μπορεί  να  συνδεθεί  με  κολλαγόνο  τύπου  IV,  φιμπρονεκτίνη,  λαμινίνη, 
εντακτίνη  και  νιδογόνο.  Η  σύνδεση  των  διμερών  της  ιντεγκρίνης  με  τα  συστατικά  της 
βασικής μεμβράνης επάγει την εστιακή άθροιση των μορίων ιντεγκρίνης, με τρόπο ώστε να 
σχηματίζονται  εστιακές  προσφύσεις  στην  κυτταρική  μεμβράνη,  όπου  συγκλίνουν 
ενδοκυττάριες  πρωτεΐνες  (παξιλλίνη,  ταλίνη,  βινκουλίνη,  α  –  ακτινίνη  –  4)  οι  οποίες 
συνδέονται στη β1 υπομονάδα της ιντεγκρίνης και στον κυτταροσκελετό της ακτίνης.  

Αντισώματα έναντι της β1 υπομονάδας προκαλούν αποκόλληση των ποδοκυττάρων και 
μαζική πρωτεϊνουρία. Ανάλογα ισχύουν για την α3 υπομονάδα. Η έκφραση της ιντεγκρίνης 
μελετήθηκε σε διάφορες σπειραματοπάθειες με πρωτεινουρία αλλά τα αποτελέσματα ήταν 
αντιφατικά. Ένα γενικό συμπέρασμα από τις μελέτες αυτές είναι ότι δεν αλλάζει η ποσοτική 
έκφραση της ιντεγκρίνης αλλά μάλλον τροποποιείται η λειτουργία της ως μόριο μετάδοσης 
σημάτων από και προς το ποδοκύτταρο. 

 
Δυστρογλυκάνη 
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Αποτελεί  και  αυτή  υποδοχέα  της  βασικής  επιφάνειας  των  ποδίσκων  που  συνδέεται 
εξωτερικά  με  συστατικά  της  βασικής  μεμβράνης  του  σπειράματος(λαμινίνη,  αγκρίνη, 
περλεκάνη)  και  εσωτερικά  με  τον  κυτταροσκελετό  μέσω  της  ουτροφίνης.  Η  ποσοτική 
έκφραση  του  συμπλέγματος  της  δυστρογλυκάνης  συσχετίζεται  αρνητικά  με  τη 
δραστηριότητα  της  νόσου  σε  ζωικά  μοντέλα  πρωτεϊνουρίας  και  σε  νόσο  ελαχίστων 
αλλοιώσεων σε ανθρώπους. 

  
Ρόλος των πρωτεϊνών της βασικής επιφάνειας 
 
Η  μεταβολή  της  σύστασης  της  βασικής  μεμβράνης  του  σπειράματος  σε  παθολογικές 

καταστάσεις  όπως  π.χ.  στην  anti  – GBM  νεφρίτιδα  και  στην  νεφρίτιδα  από  πουρομυκίνη 
ακολουθείται από μεταβολές του κυτταροσκελετού που οδηγούν σε απώλεια των ποδίσκων 
και  του  λεπτού  διαφράγματος.  Κατά  τη  διαδικασία  αυτή  είναι  σημαντικός  ο  ρόλος  των 
ιντεγκρινών  οι  οποίες  εκτός  από  μόρια  μηχανικής  σύνδεσης,  αποτελούν  και  μόρια 
μετάδοσης σημάτων από και προς το κύτταρο. 

Τα προερχόμενα από το κύτταρο σήματα ρυθμίζουν τον βαθμό συγγένειας και σύνδεσης 
των ιντεγκρινών με τη θεμέλιο ουσία και παίζουν σημαντικό ρόλο στην τρισδιάστατη δομή 
της βασικής μεμβράνης του σπειράματος. 

Η κινάση των εστιακών προσφύσεων(FAK) είναι τυροσινική κινάση που συνδέεται με το 
ενδοκυττάριο τμήμα της β – ιντεγκρίνης. Όταν η ιντεγκρίνη συνδέεται στο υπόστρωμά της 
στη  βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος  προκαλεί  αυτοφωσφορυλίωση  της  FAK  και 
ενεργοποιεί  το  ενδοκυττάριο  μονοπάτι  μεταφοράς  σήματος  Ras.  Το  ίδιο  μονοπάτι 
χρησιμεύει  και  κατά  την  αντίστροφη  μεταφορά  σημάτων  από  το  κύτταρο(Ras  –  FAK  – 
ιντεγκρίνη)  και η ενεργοποίηση του προκαλεί αύξηση της πρόσφυσης στη θεμέλιο ουσία. 
Τα  επίπεδα  και  ο  βαθμός φωσφορυλίωσης  της  FAK  έχουν  βρεθεί  αυξημένα  σε  διάφορες 
σπειραματοπάθειες, όπως διαβητική νεφροπάθεια24, anti – GBM νεφρίτιδα25 και νεφρίτιδα 
του λύκου σε ποντίκια lpr/lpr26.  

Στη  νεφρίτιδα  από  πουρομυκίνη  τα  επίπεδα  της  φωσφορυλιωμένης  ΖΟ – 1  βρέθηκαν 
αυξημένα  αλλά  παραμένει  άγνωστη  η  υπεύθυνη  κινάση.  Σε  ανθρώπινες  βιοψίες  από 
ασθενείς με νόσο ελαχίστων αλλοιώσεων και μεμβρανώδη ΣΝΦ, τα επίπεδα των πρωτεϊνών 
FAK,  ταλίνη, βινκουλίνη, παξιλλίνη,  ιντεγκρίνη, ΖΟ – 1 και ΖΟ – 2 δεν μεταβλήθηκαν αλλά 
αυξήθηκε  ο  βαθμός  φωσφορυλίωσής  τους27.  Σε  καλλιέργειες  διαφοροποιημένων 
ποδοκυττάρων  μετά  από  επώαση  με  πουρομυκίνη  βρέθηκαν  αυξημένα  επίπεδα  ολικής 
φωσφοτυροσίνης(πρωτεΐνες  φωσφορυλιωμένες  σε  θέσεις  τυροσίνης)  και  το  ίδιο 
παρατηρείται  και  στο  in  vivo  μοντέλο.  Ωστόσο  παρά  τις  συνεχείς  προσπάθειες  δεν  είναι 
ακόμα  γνωστό  ποιο  ή  ποια  σηματοδοτικά  μόρια  είναι  υπεύθυνα  για  την  αυξημένη 
φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών των ποδοκυττάρων και δεν είναι καν γνωστό αν πρόκειται 
μόνο για κινάσες ή και για αναστολείς φωσφατασών. 

 
Κινάση συνδεόμενη με ιντεγκρίνη (ILK) 
Σε  μια  προσπάθεια  να  βρεθούν  υποψήφια  σηματοδοτικά  μόρια  σε  καταστάσεις 

πρωτεϊνουρίας,  έγινε  έλεγχος  σπειραμάτων  σε  παιδιά  με  συγγενές  νεφρωσικό 
σύνδρομο(CNF). Από τον έλεγχο αυτό βρέθηκε ένα νέο σηματοδοτικό μόριο, η ILK, το mRNA 
της οποίας υπερεκφράζεται στα σπειράματα αυτά. Η ILK είναι κινάση σερίνης – θρεονίνης 
που  συνδέεται  στο  κυτταροπλασματικό  άκρο  της  β1  –  ιντεγκρίνης.  Η  σύνδεση  της 
ιντεγκρίνης  σε  φυσιολογικά  συστατικά  της  βασικής  μεμβράνης  καταστέλλει  την  κινάση 
αυτή28  ενώ  η  σύνδεση  σε  παθολογικά  συστατικά(π.χ.  κολλαγόνο  τύπου  Ι)  την  επάγει.  Σε 
τρία  μοντέλα  σπειραματικής  πρωτεϊνουρικής  βλάβης(CNF,  anti  ‐ GBM,  FSGS)  έχει  βρεθεί 
αυξημένη  έκφραση  του  mRNA  της  ILK  στα  ποδοκύτταρα29.  Η  υπερέκφραση  της  ILK  σε 
κυτταροκαλλιέργειες  προκαλεί  μείωση  της  πρόσφυσης  των  ποδοκυττάρων  και  μέσω  των 
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μονοπατιών Akt  και GSK  σε  κυτταρική αύξηση και πολλαπλασιασμό30. Η  ILK  σε  κυτταρικό 
επίπεδο ρυθμίζεται επίσης από την PI3K  και είναι σε θέση να φωσφορυλιώνει την Akt στη 
θέση Ser47331. 

Η  ILK συμμετέχει στην επικοινωνία μεταξύ της βασικής(ιντεγκρίνη – βασική μεμβράνη) 
και  πλαγίας  (λεπτό  διάφραγμα)  επιφάνειας  των  ποδίσκων  προκαλώντας  αναδιοργάνωση 
του κυτταροσκελετού, μέσω του μονοπατιού Wnt,  με μετακίνηση της β – κατενίνης και του 
LEF – 1 προς τον πυρήνα, καταστολή της Ρ – καντερίνης και αύξηση των επιπέδων της ΜΜΡ 
– 932. 

Φαινοτυπικά  προκαλεί  αλλαγή  των  ποδοκυττάρων  από  διαφοροποιημένα  κύτταρα  με 
εκβλαστήσεις  σε  αδιαφοροποίητα  κύτταρα  χωρίς  εκβλαστήσεις  και  χωρίς  λεπτό 
διάφραγμα. Επομένως η κινάση αυτή και γενικότερα ο μηχανισμός πρόσφυσης, εμπλέκεται 
όχι  μόνο  στην  κυτταρική  επικοινωνία  και  στήριξη  αλλά  και  στη  ρύθμιση  της 
διαφοροποίησης  και  του  κυτταρικού  κύκλου  των  ποδοκυττάρων.  Επιπρόσθετη  απόδειξη 
της  συμμετοχής  των  κινασών  σερίνης  –  θρεονίνης,  όπως  η  ILK,  στην  ρύθμιση  του 
κυτταροσκελετού των ποδοκυττάρων αποτελεί το εύρημα ότι η χρησιμοποίηση μη ειδικών 
αναστολέων  κινασών  σερίνης  –  θρεονίνης  ευνοεί  την  ανάπτυξη  εκβλαστήσεων  σε 
καλλιέργειες ποδοκυττάρων33. 

 
Κυτταροσκελετός ποδοκυττάρων 
 
Λειτουργίες:  Η κυριότερες λειτουργίες του κυτταροσκελετού των ποδοκυττάρων είναι η 

σύνδεση  του  συμπλέγματος  των  πρωτεϊνών  του  λεπτού  διαφράγματος  με  το  σύστημα 
πρόσφυσης  στη  βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος,  η  διατήρηση  της  πολικότητας  του 
ποδοκυττάρου,  η  απόσβεση  των  δυνάμεων  διάτασης  και  η  ομοιόμορφη  κατανομή  τους 
κατά  μήκος  του  τριχοειδικού  τοιχώματος  και  η  μεταφορά  κυστιδίων  εντός  του 
κυτταροπλάσματος. Αποτελεί ένα σύστημα ινιδίων με στατικές και δυναμικές λειτουργίες. 
Τα ινίδια αυτά είναι 3 ειδών: μικροϊνίδια(διαμέτρου 7 – 9nm), ενδιάμεσα ινίδια(διαμέτρου 
10nm)  και  μικροσωληνίσκοι(24nm).  Οι  μικροσωληνίσκοι  και  τα  ενδιάμεσα  ινίδια 
σχηματίζουν το σκελετό πάνω στον οποίο στηρίζεται το κυτταρικό σώμα και οι πρωτογενείς 
εκβλαστήσεις. Οι ποδικές εκβλαστήσεις περιέχουν ένα πυκνό δίκτυο μικροϊνιδίων ακτίνης 
τα  οποία  συνδέονται  στο  λεπτό  διάφραγμα  και  στις  πρωτεΐνες  αγκυροβόλησης  μέσω 
πρωτεϊνών  σύνδεσης(ενδιάμεσα  συνδετικά  μόρια,  linker  proteins  or  adapter molecules), 
όπως π.χ. οι πρωτεΐνες ΖΟ – 1, οι κατενίνες και η CD2AP. 

 
F‐ακτίνη (πολυμερής ακτίνη): αποτελεί μια εξαιρετικά δυναμική δομή καθώς μπορεί να 

μεταβάλλεται ταχύτατα με προσθήκη ή αφαίρεση μονομερών ακτίνης. Έτσι τα ινίδια αυτά 
μπορούν  να  αυξάνονται  σε  μήκος,  να  διακλαδίζονται  ή/και  να  αποσυναρμολογούνται. 
Μπορούν να σχηματίζουν  χαλαρό δίκτυο ή παράλληλα δεμάτια με τη βοήθεια πρωτεϊνών 
δεματοποίησης.  Τα  δεμάτια  αυτά  σχηματίζουν  αγκύλες  που  διατρέχουν  κατά  μήκος  τις 
ποδικές  εκβλαστήσεις. Οι δυο άκριες  της αγκύλης συνδέονται στο πέλμα δύο διαδοχικών 
ποδίσκων  με  τις  πρωτεΐνες  αγκυροβόλησης  και  η  κορυφή  της  συνδέεται  στην  ρίζα  των 
ποδίσκων  με  τους  μικροσωληνίσκους  και  τα  ενδιάμεσα  ινίδια  των  πρωτογενών 
εκβλαστήσεων.  Η  κινητήρια  πρωτεΐνη  μυοσίνη  επιτρέπει  την  ισομετρική  ή  ισοτονική 
σύσπαση των ινιδίων στα κύτταρα. 

 
Συναπτοποδίνη:    εκφράζεται  στα ποδοκύτταρα  και  στο  νευρικό  ιστό  και  συνδέεται  με 

την ακτίνη. Ο ρόλος  της είναι ως επί το πλείστον άγνωστος, αλλά ομόζυγος απαλοιφή της 
σε  ποντίκια  προκαλεί  αυξημένη  ευαισθησία  του  σπειραματικού  ηθμού  σε  βλαπτικούς 
παράγοντες. 
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α – ακτινίνη – 4: αποτελεί ένα νέο μόριο της οικογένειας της ακτίνης και συμβάλλει στη 
σύνδεση –  δεματοποίηση των  ινιδίων  της ακτίνης.  Στο πειραματικό νεφρωσικό σύνδρομο 
από  πουρομικίνη  και  σε  πειραματική  anti  –  GBM  νεφρίτιδα,  παρατηρείται  σημαντική 
αύξηση  της  α  –  ακτινίνης  και  αποδιάταξη  των  ινιδίων  της  ακτίνης  πριν  τη  σύντηξη  των 
εκβλαστήσεων34,  35.  Μεταλλάξεις  του  γονιδίου  της(ACTN4),  συνοδεύονται  από  οικογενή 
εστιακή και τμηματική σπειραματοσκλήρυνση όψιμης έναρξης, που μεταβιβάζεται κατά τον 
αυτοσωμικό επικρατούντα χαρακτήρα36. 

 
Rho  κινάση:  Η  εφαρμογή  μηχανικού  στρες  σε  καλλιέργειες  ποδοκυττάρων  με  κυκλική 

εναλλαγή  διάτασης  και  χαλάρωσης  του  υποστρώματος,  είχε  ως  αποτέλεσμα  τα 
ποδοκύτταρα(και όχι τα ενδοθηλιακά ή μεσαγγειακά κύτταρα) να εμφανίζουν αναδιάταξη 
του κυτταροσκελετού με ελάττωση του μεγέθους του κυτταρικού σώματος, λέπτυνση των 
πρωτογενών εκβλαστήσεων και αύξηση  των  ινιδίων στρες  της ακτίνης στις δευτερογενείς 
εκβλαστήσεις,  μια  διαδικασία  εξαρτώμενη  από  ασβέστιο  και  την  Rho  κινάση37.  Η  Rho 
κινάση προκαλεί δεματοποίηση των ινιδίων της ακτίνης και ανήκει στις μικρές GTPάσες οι 
οποίες  ρυθμίζουν  την  οργάνωση  του  κυτταροσκελετού.  Αναστολή  της  Rho  κινάσης 
συνοδεύεται  από  κατάργηση  των  μεταβολών  που  προκαλεί  το  μηχανικό  στρες.  Από  την 
άλλη μεριά η υπερέκφραση της Rho κινάσης μέσω μετάλλαξης/απαλοιφής του αναστολέα 
της  Rho  –  GDIa,  προκαλεί  επίσης  βλάβη  των  εκβλαστήσεων  με  υπερβολική  άθροιση 
δεματιών ακτίνης στις περιοχές της βλάβης34. 

 
Φωσφατάσες:  Οι  μεταβολές  του  κυτταροσκελετού  που  προκαλούνται  από  την 

πουρομικίνη  και  την  πρωταμίνη  χαρακτηρίζονται  από  συνολική  αύξηση  της 
φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών του κυτταροσκελετού σε θέσεις τυροσίνης38. Η χορήγηση 
βαναδίου(vanadate)  που  είναι  μη  ειδικός  αναστολέας  φωσφατασών  επιφέρει  παρόμοιο 
αποτέλεσμα.  Σε  καλλιέργειες  ποδοκυττάρων  έχει  ανιχνευθεί  μεγάλος  αριθμός 
φωσφατασών μεταξύ  των οποίων και η σπειραματική  επιθηλιακή πρωτεΐνη(GLEPP1),  των 
οποίων  ο  ρόλος  στην  οργάνωση  του  κυτταροσκελετού  παραμένει  ως  επί  το  πλείστον 
άγνωστος.  Στο  μοντέλο  του  νεφρωσικού  συνδρόμου  από  πουρομικίνη  τα  επίπεδα  της 
GLEPP1  είναι  μειωμένα  γεγονός  που  εξηγεί  ίσως  την  συνολική  αύξηση  της  τυροσινικής 
φωσφορυλίωσης39.  Η  GLEPP  –  1  είναι  μεμβρανική  πρωτεΐνη  των  ποδοκυττάρων  με 
ιδιότητες τυροσινικής φωσφατάσης. Πιστεύεται ότι παίζει ρόλο στη δομή και τη λειτουργία 
του  ποδοκυττάρου,  ρυθμίζοντας  το  βαθμό  τυροσινικής  φωσφορυλίωσης  των  πρωτεϊνών 
του. Σε ποντίκια με ανεπάρκεια της GLEPP1, τα ποδοκύτταρα εμφανίζουν δομικές αλλαγές 
όπως άμβλυνση των εκβλαστήσεων,  ελάττωση των επιπέδων της νεφρίνης,  ελάττωση της 
επιφάνειας  διήθησης  και  του  ρυθμού  σπειραματικής  διήθησης40.  Παρά  ταύτα  δεν 
ανιχνεύεται λευκωματουρία στα ποντίκια αυτά. 

 
Σπειραματική βασική μεμβράνη 
Κατά  την  νεφρογένεση  η  βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος  δημιουργείται  από  2 

ξεχωριστά  στρώματα  που  παράγονται  από  τα  ενδοθηλιακά  κύτταρα  και  τα  ποδοκύτταρα 
αντίστοιχα. Τα δυο αυτά στρώματα ενώνονται μεταξύ τους για να σχηματίσουν την ώριμη 
βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος.  Στο ώριμο  σπείραμα  τα  ποδοκύτταρα  συνεχίζουν  να 
παράγουν συστατικά της βασικής μεμβράνης του σπειράματος, όπως κολλαγόνο τύπου IV, 
λαμινίνη, εντακτίνη, αγκρίνη και περλεκάνη. Επιπλέον παράγουν και ένζυμα διάσπασης της 
θεμελίου  ουσίας  όπως  η  μεταλλοπρωτεάση  ΜΜΡ  –  9,  εξασφαλίζοντας  έτσι  τη  συνεχή 
ανακατασκευή της βασικής μεμβράνης.  

Από την άλλη μεριά, η βασική μεμβράνη του σπειράματος φαίνεται να παίζει σημαντικό 
ρόλο στη διατήρηση της αρχιτεκτονικής των ποδοκυττάρων. Για παράδειγμα σε ποντίκια με 
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ανεπάρκεια σύνθεσης της β2 αλυσίδας της λαμινίνης παρατηρείται σύντηξη των ποδίσκων 
και πρωτεϊνουρία41. 

Η λαμινίνη της βασικής μεμβράνης του σπειράματος είναι ετεροτριμερές αποτελούμενο 
από  α,  β  και  γ  αλυσίδες.  Συγκεκριμένα  πρόκειται  για  λαμινίνη  11,  αποτελούμενη  από 
α5/β2/γ1 αλυσίδες. Έλλειψη οποιασδήποτε αλυσίδας οδηγεί σε νεφρωσικό σύνδρομο και 
μάλιστα η έλλειψη της α5 οδηγεί σε πρώιμη διακοπή της νεφρογένεσης. 

Γενετική τροποποίηση του κολλαγόνου τύπου IV μέσω αδρανοποίησης της α3 αλυσίδας 
προκαλεί αντισταθμιστική αύξηση της παραγωγής α1  και α2 αλυσίδων και κλινική εικόνα 
παρόμοια με το σύνδρομο Alport. Ταυτόχρονα επηρεάζεται η σύσταση της λαμινίνης που 
οδηγεί σε σύντηξη των ποδικών εκβλαστήσεων42. Η ταυτόχρονη όμως αδρανοποίηση της α3 
αλυσίδας  του  κολλαγόνου  και  της  ιντεγκρίνης  α3β1  δεν  προκαλεί  ούτε  διαταραχή  της 
παραγωγής  λαμινίνης  ούτε  βλάβη  των  ποδίσκων.  Το  γεγονός  αυτό  σημαίνει  ότι  η 
πρωταρχική  βλάβη  της  βασικής  μεμβράνης  του  σπειράματος(κολλαγόνο,  λαμινίνη) 
επιφέρει  δευτερογενείς  βλάβες  στα  ποδοκύτταρα,  μέσω  μετάδοσης  μηνυμάτων  από  τη 
βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος  προς  το  ποδοκύτταρο  δια  της  ιντεγκρίνης  α3β1. 
Ταυτόχρονη βλάβη της ιντεγκρίνης διακόπτει τη μεταφορά του σήματος στα ποδοκύτταρα 
γεγονός  που  εξηγεί  τη  διατήρηση  της  αρχιτεκτονικής  τους  στην  περίπτωση  της  διπλής 
βλάβης. 

 
Συμπερασματικά,  σε  κάθε  ποδίσκο  μπορούμε  να  διακρίνουμε  3  επιφάνειες  ή 

λειτουργικά  τμήματα:  α)  την  πλάγια  επιφάνεια  στην  οποία  προσφύεται  το  λεπτό 
διάφραγμα  που  αποτελεί  τον  βασικό  ηθμό  μεγέθους  καθώς  και  μηχανισμό  κυτταρικής 
επικοινωνίας  και  στήριξης,  β)  τη  βασική  επιφάνεια  η  οποία  εφάπτεται  στη  βασική 
μεμβράνη του σπειράματος μέσω πρωτεϊνών κυτταρικής πρόσφυσης και γ)  την κορυφαία 
επιφάνεια η οποία φέρει πρωτεΐνες με ισχυρό αρνητικό φορτίο συμβάλλοντας στο φραγμό 
φορτίου και στη διατήρηση ανοικτής της λεπτής σχισμής. Τα πρωτεϊνικά συμπλέγματα των 
τριών  επιφανειών  συνδέονται  μεταξύ  τους  μέσω  του  κυτταροσκελετού  και  συμμετέχουν 
στη  μεταφορά  μηνυμάτων  από  και  προς  το  κύτταρο.  Διαταραχή  της  δομής  ή  της 
λειτουργίας  των  πρωτεϊνικών  συμπλεγμάτων  σε  οποιαδήποτε  από  τις  3  επιφάνειες  των 
ποδίσκων  η  στη  βασική  μεμβράνη  του  σπειράματος,  οδηγεί  σε  μεταβολή  της  δομής  του 
κυτταροσκελετού με επακόλουθη σύντηξη των προεκβολών και πρωτεϊνουρία. 
 

Σηματοδότηση  από  την mTOR  ενός  κεντρικού  ρυθμιστή  της  κυτταρικής 
αύξησης και πολλαπλασιασμού και σχέση αυτής με την κινάση AKT 

 
Στα κυριότερα επίπεδα ελέγχου του ρυθμού κυτταρικής αύξησης και πολλαπλασιασμού 

σε μύκητες, φυτά και θηλαστικά, φαίνεται να εμπλέκεται σταθερά η ίδια πάντα πρωτεΐνη, η 
κινάση  σερίνης/θρεονίνης  TOR(target  of  rapamycin).  Η  TOR  είναι  μια  εξελικτικά 
διατηρημένη πρωτεΐνη που ανακαλύφθηκε κατά την προσπάθεια ανεύρεσης της πρωτεΐνης 
– στόχου του ανοσοκατασταλτικού και αντιβιοτικού φαρμάκου ραπαμυκίνη. Η ραπαμυκίνη 
απομονώθηκε από το βακτηρίδιο Streptomyces hygroscopicus, από δείγματα εδάφους του 
νησιού Rapa Nui(Easter  Island,  νησί  του Πάσχα) που συνέλλεξαν Ολλανδοί ερευνητές43. Η 
ουσία αυτή βρέθηκε αρχικά να αναστέλλει την ανάπτυξη των μυκήτων και λίγο αργότερα 
τον  πολλαπλασιασμό  των  λεμφοκυττάρων.  Το  γονιδίωμα  των  μυκήτων  κωδικοποιεί  2 
πρωτεΐνες  TOR,  τις  TOR1  και  TOR2.  Το  γονιδίωμα  των  θηλαστικών  και  των  μεταζώων, 
κωδικοποιεί  μια μόνο πρωτεΐνη TOR(mammalian TOR, mTOR) με 42% ομολογία αμινοξέων 
με τις αντίστοιχες πρωτεΐνες TOR1 και TOR2 των μυκήτων. Οι TORs είναι πρωτεΐνες υψηλού 
ΜΒ(289kDa,  2549  αμινοξέα)  που  περιλαμβάνουν  πολλαπλά,  διακριτά,  δομικά  και 
διατηρημένα εξελικτικά τμήματα. 
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Η mΤΟR  κλωνοποιήθηκε  και  προσδιορίστηκε  ανεξάρτητα,  από    τέσσερις  ερευνητικές 
ομάδες  λίγο  μετά  την  ανακάλυψη  των  γονιδίων  TOR1  και  TOR2  στους  μύκητες,  κατά  τη 
προσπάθεια  ανεύρεσης  των  αιτιών  αντίστασης  του  Saccharomyces  cerevisiae  στη 
ραπαμυκίνη44,  45,  46.  Ονομάστηκε  αρχικά  FRAP(FKBP  –  rapamycin  –  associated  protein),  
RAFT1(rapamycin  and  FKBP  target),  ή    RAPT1(rapamycin  target)  ενώ  σήμερα  έχει 
επικρατήσει ο όρος mTOR47, 48. 

Η  ραπαμυκίνη  ενεργεί  με  τη  διαμόρφωση  ενός  ανασταλτικού  συμπλέγματος  με  τον 
ενδοκυτταρικό  δέκτη  της,  την  FK506  –  δεσμευτική  πρωτεΐνη(FKBP12).  Το    σύμπλεγμα 
FKBP12 – ραπαμυκίνης συνδέεται στο καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών TOR(FRB τμήμα), 
εμποδίζοντας έτσι τη δραστηριότητα των TOR49, 50. 

Το αμινοτελικό άκρο της 
TOR  αποτελείται  από  20 
επαναλαμβανόμενα 
τμήματα  HEAT(Huntignton, 
EF3,  A  subunit  of  PP2A, 
TOR1)  που  εμπλέκονται  σε 

αλληλεπιδράσεις  μεταξύ 
πρωτεϊνών  (Εικόνα  12).  Το 
καρβοξυτελικό  άκρο  της  TOR,  περιλαμβάνει  το  τμήμα  με  δραστηριότητα  πρωτεϊνικής 
κινάσης  που,  ενώ  είναι  παρόμοιο  με  το  καταλυτικό  τμήμα  της  κινάσης  των 
φωσφοϊνοσιτιδίων  PI3K,  ωστόσο  δεν  παρουσιάζει  δραστηριότητα  λιπιδικής  κινάσης. 
Ακριβώς πριν το καταλυτικό τμήμα υπάρχει η θέση σύνδεσης FRB και ένα σχετικά μεγάλο 
τμήμα FAT(από FRAP, ATM, TRAP) που είναι κοινό σε όλες τις κινάσες της οικογένειας της 
PI3K(PIKK). Το καρβοξυτελικό άκρο περιέχει ένα ακόμα τμήμα FAT που ονομάζεται FATC και 
είναι απολύτως απαραίτητο για τη λειτουργία της κινάσης καθώς απαλοιφή ακόμα και ενός 
οποιουδήποτε  αμινοξέος  καταργεί  τη  δραστηριότητά  της51,  52.  Τα  τμήματα  FAT  &  FATC 
αλληλεπιδρούν  με  τρόπο  ώστε  να  μεταβάλλουν  τη  διαμόρφωση  της  πρωτεΐνης  και  να 
εκθέτουν  το  καταλυτικό  της  τμήμα.  Τέλος  υπάρχει  ένα  τμήμα  με  πιθανή  αρνητική 
ρυθμιστική δράση(NRD)53. 

Η mTOR ρυθμίζει την σύνθεση των πρωτεϊνών, μέσω φωσφορυλίωσης – αδρανοποίησης 
μιας  πρωτεΐνης  σύνδεσης  του  παράγοντα  έναρξης  της  μετάφρασης  των  ευκαρυωτικών 
κυττάρων(eukaryotic  initiation  factor  4E  –  binding  protein(4E‐BP1),  και  μέσω 
φωσφορυλίωσης  –  ενεργοποίησης  της  κινάσης  S6(S6K).  Έτσι  η  φωσφορυλίωση  των 
πρωτεϊνών  4E – BP1 και S6K αποτελεί το δείκτη δραστηριότητας της mTOR in vivo. H mTOR 
έχει  ενδογενή  δραστηριότητα  κινάσης  Ser/Thr  που  οδηγεί  σε  αυτοφωσφορυλίωση  στη 
θέση Ser248151. Δεν είναι γνωστό μέχρι σήμερα αν η αυτοφωσφορυλίωση της mTOR είναι 
ικανή  να  προκαλέσει  πλήρη  ενεργοποίησή  της  με  επακόλουθο  τη  φωσφορυλίωση  των 
σχετιζόμενων  κατωφερέστερων πρωτεϊνών 4E – BP1  και S6K54. Μετά  την ανακάλυψή  της 
έγινε  γνωστό  ότι  η  mTOR  μπορεί  να  λειτουργήσει  ως  σκελετός  σύνδεσης  για  άλλες 
πρωτεΐνες με καταλυτική δραστηριότητα όπως κινάσες και φωσφατάσες οι οποίες μπορούν 
να ρυθμίζουν τη δραστηριότητα της mTOR, in vivo. 

Η mTOR είναι παρούσα σε 2 πρωτεϊνικά συμπλέγματα, το mTORC1 που είναι ευαίσθητο 
και  αναστέλλεται  από  τη  ραπαμυκίνη  και  το mTORC2  που  θεωρείται  μη  ευαίσθητο  στη 
ραπαμυκίνη  και  τουλάχιστον άμεσα,  δεν  αναστέλλεται  από αυτήν.  Όμως,  έχει  πρόσφατα 
βρεθεί ότι η παρατεταμένη θεραπεία με ραπαμυκίνη μπορεί έμμεσα να αναστείλει και το 
mTORC2  σε  κάποια  κύτταρα.  Συγκεκριμένα  η  νεοσυντιθέμενη mTOR  δεσμεύεται  αμέσως 
από  το  σύμπλοκο  FKBP12  –  ραπαμυκίνης  και  αδυνατεί  πλέον  να  σχηματίσει  νέα 
συμπλέγματα με τις πρωτεΐνες που συνιστούν το mTORC255. Επίσης πρόσφατα βρέθηκε ότι 
σημαντικές λειτουργίες του mTORC1 εμφανίζουν αντοχή στην αναστολή από ραπαμυκίνη. 
Συγκεκριμένα σε ορισμένες κυτταρικές σειρές η ραπαμυκίνη ενώ αρχικά προκάλεσε μείωση 
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της  φωσφορυλίωσης  της  4E  –  BP1  στη  συνέχεια  και  μετά  από  παρατεταμένη  εφαρμογή 
οδήγησε  σε  υπερφωσφορυλίωσή  της  και  ανάνηψη  της  cap  –  εξαρτώμενης 
πρωτεϊνοσύνθεσης. Αντίθετα η λειτουργικότητα της S6K παραμένει πάντα κατεσταλμένη με 
την εφαρμογή της ραπαμυκίνης56. Σε άλλα πειράματα με τη χρήση περισσότερο ειδικών  σε 
σχέση  με  τη  ραπαμυκίνη  αναστολέων  της  mTOR(πυραζολοπυριμιδίνες),  βρέθηκε  ότι  η 
ραπαμυκίνη αποτελεί ασθενή αναστολέα της φωσφορυλίωσης της 4E – BP1, ενώ αντίθετα 
οι  πυραζολοπυριμιδίνες  προκαλούν  πλήρη  αναστολή  της  φωσφορυλίωσης  της  4E  – BP1. 
Αυτό είχε ως συνέπεια μια ασήμαντη μείωση της πρωτεϊνοσύνθεσης από τη ραπαμυκίνη σε 
αντίθεση  με  τις  πυραζολοπυριμιδίνες  που  προκάλεσαν  30%  μείωση  της  ολικής(πρακτικά 
της cap – εξαρτώμενης) πρωτεϊνοσύνθεσης. 

Φαίνεται επομένως ότι η γενική αρχή πως το mTORC1 είναι ευαίσθητο στην αναστολή 
από ραπαμυκίνη δεν  ευσταθεί  πλήρως,  αλλά  και  το  ότι  το mTORC2  είναι ανθεκτικό στην 
αναστολή από ραπαμυκίνη επίσης δεν ευσταθεί πλήρως. 

 
Το σύμπλεγμα mTORC1 
Το  σύμπλεγμα  mTORC1  αποτελείται  από  την  mTOR,  τη  ρυθμιστική  πρωτεΐνη  της 

mTOR(Regulatory  associated  protein  of  mTOR,  Raptor),  την  mSIN1(mammalian  stress 
activated  protein  kinase  [SAPK]  –  interacting  protein),  την mLST8(mammalian  lethal with 
Sec13 protein 8), την proline rich AKT substrate 40kDa(PRAS40) και τέλος την DEP – domain 
– containing mTOR – interacting protein(Deptor)57. Η mLST8 γνωστή και ως GβL(G protein β 
– subunit – like protein) έχει ΜΒ 36kDa, περιέχει 7 WD‐40 επαναλήψεις και έχει διατηρηθεί 
εξελικτικά  σε  όλους  τους  ευκαρυωτικούς  οργανισμούς.  Η  πρωτεΐνη  mLST8  δεν  είναι 
απαραίτητη για όλες τις γνωστές λειτουργίες του συμπλέγματος καθώς απαλοιφή της δεν 
επηρεάζει τη δραστηριότητα του mTORC1 in vivo58. 

Ο ρόλος της mLST8 αναλύεται στην παρακάτω ενότητα για τη ρύθμιση του mTORC1 από 
τα  θρεπτικά  συστατικά.  Η  PRAS40  και  η  Deptor  θεωρούνται  αρνητικοί  ρυθμιστές  του 
mTORC1.  Όταν  η  δραστηριότητα  του mTORC1  μειώνεται,  τότε  οι  πρωτεΐνες  PRAS40  και 
Deptor συνδέονται στο σύμπλεγμα και επιφέρουν την πλήρη αναστολή του. Αντίθετα όταν 
ενεργοποιείται  το  mTORC1  τότε  φωσφορυλιώνει  τις  πρωτεΐνες  PRAS40  και  Deptor,  με 
αποτέλεσμα  την  αποσύνδεσή  τους  και  την  ελεύθερη  πρόσβαση  του  mTORC1  στα 
υποστρώματά του. Ωστόσο ορισμένοι υπερκείμενοι ρυθμιστές του mTORC1(π.χ. η Akt) είναι 
σε  θέση  να  ρυθμίζουν  τη  δραστηριότητα  του  συμπλέγματος  και  μέσω  ρύθμισης  της 
δραστηριότητας της PRAS40, όπως θα αναλυθεί παρακάτω. Σε μεγάλο αριθμό νεοπλασιών 
η  έκφραση  του  Deptor  είναι  μειωμένη  ως  συνέπεια  ενεργοποίησης  των  mTORC1  και 
mTORC2. Παρόλα αυτά η έκφραση του Deptor έχει βρεθεί αυξημένη σε μια υποκατηγορία 
ασθενών με πολλαπλούν μυέλωμα η οποία οδηγεί σε αναστολή της δράσης του mTORC1 
και  μείωση  της  δραστηριότητας  της  S6K.  Η  μειωμένη  δραστηριότητα  της  S6K  οδηγεί  σε 
ανεμπόδιστη  ενεργοποίηση  της Akt  από  την PI3K  με αποτέλεσμα ανεμπόδιστο  κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό και καρκινογένεση, παρά την καταστολή του mTORC157. 

H  Raptor  είναι  μια  πρωτεΐνη  ΜΒ  150kDa  που  περιέχει  μια  διατηρημένη  περιοχή  στο 
αμινοτελικό της άκρο, ακολουθούμενη από 3 επαναλήψεις HEAT και 7 επαναλήψεις WD – 
40 στο καρβοξυτελικό της άκρο59, 60 και εκτός από την mTOR, μπορεί να συνδεθεί επίσης με 
την  S6K1  και  την  4E  –  BP161,  62.  Το  αμινοτελικό  άκρο  της  mTOR(που  περιέχει  τις 
επαναλήψεις  HEAT)  είναι  απαραίτητο  για  τη  σύνδεση  και  την  αποτελεσματική 
αλληλεπίδραση  με  τη  Raptor.  Όμως  και  το  καρβοξυτελικό  τμήμα  της mTOR  μπορεί  να 
συνδεθεί  ασθενώς  με  τη Raptor59.  Ποικίλες  μεταλλάξεις  της  Raptor  είτε  στο  αμινοτελικό 
άκρο  της  είτε  στις  επαναλήψεις HEAT  διαταράσσουν  την  ικανότητα  σύνδεσής  της  με  την 
mTOR,  υποδηλώνοντας  έτσι  ότι  η    Raptor  αλληλεπιδρά  με  την mTOR  μέσω  πολλαπλών 
σημείων  σύνδεσης.  Η    Raptor  είναι  απαραίτητη  για  την  δραστηριότητα  της mTOR  όπως 
φάνηκε σε πειράματα απαλοιφής της Raptor(με παρεμβολή RNA) σε κύτταρα θηλαστικών59, 
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61. Ενώ η Raptor θεωρείται θετικός ρυθμιστής της mTOR, σε μια αναφορά υποστηρίζεται ότι 
σε  καταστάσεις  στέρησης  θρεπτικών  συστατικών,  οι  δύο  πρωτεΐνες(Raptor  –  mTOR) 
σταθεροποιούνται  κατά  τέτοιο  τρόπο,  ώστε  αναστέλλεται  η  δραστηριότητα  της  mTOR 
κινάσης59. H Raptor  συνδέεται με  την S6K  και 4E – BP1  σε μια περιοχή 5 αμινοξέων,  που 
ονομάζεται TOS(TOR signaling)62. Με τη σύνδεση αυτή η Raptor εξασφαλίζει την «επαφή» 
της mTOR  με τα υποστρώματά της(S6K και 4E – BP1) και την επακόλουθη φωσφορυλίωσή 
τους από την mTOR. Μεταλλάξεις στο τμήμα TOS, μειώνουν σημαντικά την  ικανότητα της 
mTOR να φωσφορυλιώνει τα υποστρώματά της63. 

 
Το σύμπλεγμα mTORC2 
Ο  σχηματισμός  του  mTORC2  απαιτεί  τη  σύνδεση  της  mTOR  με  την  πρωτεΐνη 

Rictor(rapamycin‐insensitive  companion  of  mTOR),  την  παρατηρoύμενη  με  τη  Rictor 
πρωτεΐνη[protein observed with Rictor‐1 (Protor‐1)],  την mSIN1, την Deptor και την mLST8 η 
οποία  είναι  απαραίτητο  δομικό  και  λειτουργικό  συστατικό  του  mTORC2.  Υπάρχουν 
ενδείξεις ότι η Rictor και mSIN1 σταθεροποιούν η μια την άλλη και δημιουργούν το δομικό 
υπόβαθρο  για  τη  δημιουργία  του  mTORC264.  Κατ’  αναλογία  με  το  mTORC1,  η  Deptor 
αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή της δραστηριότητας του mTORC257. 

 
Υπερκείμενοι ρυθμιστές της mTOR 
Η mTOR συγκεντρώνει ποικίλα εξωκυττάρια και ενδοκυττάρια μηνύματα για τη ρύθμιση 

της κυτταρικής αύξησης και πολλαπλασιασμού που μπορούν να συνοψιστούν σε τέσσερεις 
κύριες ομάδες: αυξητικοί παράγοντες, κυτοκίνες, θρεπτικά συστατικά, ενέργεια και stress. 

 
Ρύθμιση της mTOR από θρεπτικές ουσίες: Η δραστηριότητα των δύο πρωτεϊνών TOR των 

μυκήτων  ρυθμίζεται  από  τις  θρεπτικές  ουσίες.  Οι  πρωτεΐνες  TOR  των  μυκήτων 
ενεργοποιούνται όταν τα κύτταρα τους αναπτύσσονται σε θρεπτικό περιβάλλον πλούσιο σε 
άζωτο  όπως  για  παράδειγμα  γλουταμίνη  και  απενεργοποιούνται  όταν  τα  θρεπτικά 
συστατικά μειωθούν65,  66,  67. Στα κύτταρα των θηλαστικών, οι αυξητικοί παράγοντες και οι 
κυτοκίνες  εκτός  από  τη  ρύθμιση  της  λήψης  θρεπτικών  συστατικών  ενεργοποιούν 
σηματοδοτικά  μονοπάτια  που  δρουν  παράλληλα  ή  σε  συμφωνία  με  τις  θρεπτικά  ουσίες. 
Έτσι η ρύθμιση της mTOR αποτελεί ένα εξαιρετικό παράδειγμα ρύθμισης από παράλληλες 
οδούς  που  δρουν  συντονισμένα  σε  φυσιολογικές  καταστάσεις:  ρύθμιση  από  επάρκεια 
θρεπτικών  ουσιών  και  παράλληλη  ρύθμιση  από  παρουσία  αυξητικών  παραγόντων  – 
κυτοκινών.  Στη  ρύθμιση  της  δραστηριότητας  του  mTORC1  από  τις  θρεπτικές  ουσίες 
σημαντικό  ρόλο  παίζει  η  πρωτεΐνη mLST8/GβL.  Η mLST8/GβL  αλληλεπιδρά  με  το  τμήμα 
κινάσης της mTOR, ανεξάρτητα από την Raptor και τροποποιεί την σύνδεση ανάμεσα στην 
mTOR και τη Raptor ανάλογα με τις συνθήκες θρέψης68. Η επάρκεια αμινοξέων και άλλων 
θρεπτικών συστατικών τροποποιεί τη διαμόρφωση του συμπλόκου mLST8 – mTOR – Raptor 
και αυξάνει την ικανότητά του να φωσφορυλιώνει τις υποκείμενες κινάσες που θέτουν σε 
λειτουργία  μηχανισμούς  πρωτεϊνοσύνθεσης(Εικόνα  13).  Αντίθετα  η  έλλειψη  θρεπτικών 
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συστατικών περιορίζει την ικανότητα του mTORC1 να φωσφορυλιώνει τις κινάσες S6K και 
4E – BP1   και να θέτει σε λειτουργία μηχανισμούς   πρωτεϊνοσύνθεσης. Η ανακάλυψη της 
σχέσης  και  της  σύνδεσης  των  πρωτεϊνών mLST8 – mTOR – Raptor  προσφέρει  μια  μερική 
εξήγηση για τον τρόπο με τον οποίο τα θρεπτικά συστατικά τροποποιούν τη δραστηριότητα 
του mTORC1. Υπάρχει όμως μια ουσιαστική διαφορά ανάμεσα στην αναστολή του mTORC1 
από  τη  στέρηση  θρεπτικών  ουσιών  και  την  αναστολή  από  χορήγηση  ραπαμυκίνης:  η 
στέρηση  θρεπτικών  ουσιών  δεν  διακόπτει  τη  σύνδεση  της  Raptor  με  την mTOR  ενώ  η 
ραπαμυκίνη προκαλεί αποσύνδεση των δυο πρωτεϊνών69. 

 
Ρύθμιση της mTOR από αυξητικούς παράγοντες: 
Kινάση των φωσφο – ινοσιτιδίων – 3 – ΟΗ(PI3K): Το μονοπάτι της mTOR ανταποκρίνεται 

στους αυξητικούς παράγοντες μέσω της κινάσης των φωσφο – ινοσιτιδίων – 3 – ΟΗ(PI3K). Η 
σύνδεση  της  ινσουλίνης  ή  των  προσομοιαζόντων  στην  ινσουλίνη  αυξητικών  παραγόντων 
(insulin – like growth factors IGFs) ή άλλων αυξητικών παραγόντων(PDGF, VEGF, TGF) στους 
υποδοχείς  τους,  οδηγεί  σε  φωσφορυλίωση  του  υποστρώματος  του  υποδοχέα  της 
ινσουλίνης(insulin  receptor  substrate,  IRS),  και  ακολούθως  οδηγεί  σε  ενεργοποίηση  της 
PI3K. Η PI3K μετατρέπει την 4, 5 διφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη(PIP2) της κυτταρικής 
μεμβράνης  σε  3,  4,  5  τριφωσφορική    φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη(PIP3).  Τη  σύνθεση  και 
άθροιση  της  PIP3  ανταγωνίζεται  η  φωσφατάση  των  λιπιδίων  και  ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη PTEN(phosphate and tensin homolog on chromosome 10).  Μεταλλάξεις της ΡΤΕΝ 
προκαλούν  ανεμπόδιστη  ενεργοποίηση  του  μονοπατιού  PI3K/Akt/mTOR  όπως 
αποδεικνύεται από τα αυξημένα επίπεδα φωσφορυλιωμένης S6K και 4E – BP170, 71. Επίσης 
μεταλλάξεις  που  απενεργοποιούν  την  ΡΤΕΝ  οδηγούν  στην  εμφάνιση  καρκινογένεσης  και 
αυτοανοσίας72, 73. Στη Drosophila η απώλεια της ΡΤΕΝ προκαλεί αύξηση του μεγέθους των 
κυττάρων,  ενώ  η  απώλεια  της  TOR  προκαλεί  μείωση  του  μεγέθους  τους(Εικόνα  14). 
Κύτταρα με ταυτόχρονη απώλεια και της ΡΤΕΝ και της TOR παρουσιάζουν φαινότυπο όπως 

αυτά με έλλειψη μόνο της TOR γεγονός που αποδεικνύει τον επιστατικό ρόλο της TOR επί 
της  ΡΤΕΝ  ή  διαφορετικά  ότι  βρίσκεται  κατωφερέστερα  στη μετάδοση  του  ενδοκυττάριου 
σήματος από την ΡΙ3Κ74, 75. 

 
Η χορήγηση των φαρμακολογικών αναστολέων της ΡΙ3Κ, βορτμαννίνης(wortmannin) και 

LY294002, προκαλεί σημαντική μείωση της φωσφορυλίωσης των S6K και 4E – BP176, 77, 78  με 
συνέπεια την μείωση της πρωτεϊνοσύνθεσης. Υπερέκφραση μιας μη λειτουργικής(dominant 
negative)  ρυθμιστικής  υπομονάδας  της  ΡΙ3Κ(p85)  προκαλεί  σημαντική  ελάττωση  της 
φωσφορυλίωσης  της  S6K  από  την  ινσουλίνη79.  Επιπρόσθετα  η  υπερέκφραση  της 
ενεργοποιημένης καταλυτικής υπομονάδας της ΡΙ3Κ(p110) σε κύτταρα HEK – 293 επάγει τη 
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φωσφορυλίωση της 4E – BP1 ακόμα και επί απουσίας ινσουλίνης ή αυξητικών παραγόντων, 
κατά τρόπο ευαίσθητο στην αναστολή από ραπαμυκίνη80. Τα παραπάνω αποδεικνύουν ότι 
η τροφική δράση της ΡΙ3Κ ασκείται μέσω της mTOR. 

 
Akt: η κινάση που συνδέει την ΡΙ3Κ με την mTOR 
H παραγωγή PIP3 από την ενεργοποιημένη ΡΙ3Κ, προκαλεί μετανάστευση των κινασών 

PDK1(3 – phosphoinositide – dependent kinase 1)  και Akt1  στην  κυτταρική μεμβράνη  και 
παράλληλα, φωσφορυλίωση της Akt1 στη θέση Τhr308(καταλυτική περιοχή) από την PDK1. 

Η Akt  ανήκει  στις  πρωτεΐνες AGC(αρχικά  για  cAMP dependent,  cGMP dependent,  and 
protein kinase C)  και  είναι  γνωστή επίσης ως πρωτεϊνική κινάση Β(ΡΚΒ).  Στα κύτταρα των 
θηλαστικών  εκφράζεται  με  3  ισομορφές(Akt1,  Akt2,  Akt3)  που  κωδικοποιούνται  από  3 
διαφορετικά  γονίδια.  Άλλες  κινάσες  που ανήκουν  στην  ίδια  οικογένεια AGC  πρωτεϊνικών 
κινασών είναι η S6Κ και η SGK(serum and glucocorticoid protein kinase). 

Υπερέκφραση μιας ενεργοποιημένης μορφής της Akt σε κύτταρα HEK – 293 προάγει τη 
φωσφορυλίωση  της  4E  –  BP1  ακόμα  και  επί  απουσίας  αυξητικών  παραγόντων  και  κατά 
τρόπο μη ευαίσθητο στη βορτμαννίνη και ευαίσθητο στη ραπαμυκίνη80. Τα ευρήματα αυτά 
τοποθετούν  την Akt  στην  κατωφέρεια  της PI3K  και  άνωθεν  της mTOR  στη  μετάδοση  του 
σήματος. 

Η  φωσφορυλίωση  της Akt1  στη  θέση  Τhr308    από  την  PDK1,  έχει  ως  αποτέλεσμα  τη 
μερική  ενεργοποίηση  της  Akt1.  Κατ’  αναλογία  η  ενεργοποιημένη  PDK1  προκαλεί  άμεσα 
φωσφορυλίωση  της  S6K  στην  καταλυτική  της  περιοχή(Thr229)  και  μερική  ενεργοποίηση 
αυτής. Η πλήρης ενεργοποίηση της Akt1   και της S6K απαιτεί μια δεύτερη φωσφορυλίωση 
στη  θέση Ser473(για  την Akt1)  και Thr389(  για  την  S6K)  που  βρίσκονται  στις  ρυθμιστικές 
υδρόφοβες  περιοχές  τους(ΗΜ),  οι  οποίες  επιτελούνται  από  μια  άγνωστη  μέχρι  πρότινος 
κινάση που ονομάστηκε PDK281 (Εικόνα 15). 

 
Τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί διάφορες κινάσες που μπορούν να παίξουν το ρόλο 

της  PDK2  όπως  για  παράδειγμα  η  ίδια  η  PDK  –  1,  η  συνδεόμενη  με  ιντεγκρίνες 
κινάση[integrin  –  linked  kinase(ILK)],  η  ίδια  η Akt,  η DNA  εξαρτώμενη  πρωτεϊνική  κινάση 
(DNA – dependent protein kinase), η πρωτεϊνική κινάση C(PKCβΙΙ), η κινάση 6 σχετιζόμενη 
με τη ΝΙΜΑ(never  in mitosis gene A)(ΝΕΚ6) και τέλος η mTOR(όταν είναι συνδεδεμένη με 
Rictor στο mTORC2)31, 82‐87. Από τις κινάσες αυτές η πλέον πιθανή για το ρόλο της PDK2 είναι 
η mTOR η οποία όταν συνδέεται στο Rictor προκαλεί φωσφορυλίωση του ΗΜ(Ser473) τόσο 
της  Akt  όσο  και  της  SGK,  ενώ  όταν  συνδέεται  με  το  Raptor  παίζει  το  ρόλο  της 
PDK2(φωσφορυλίωση του ΗΜ) για την S6K87 (Εικόνα 15). 

Ένα σημαντικό πρόβλημα που προέκυψε από νεότερες έρευνες είναι ότι οι αναστολείς 
LY294002, PI – 103 και NVP – BEZ235 που εθεωρούντο ειδικοί για την   ΡΙ3Κ, φαίνεται ότι 
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αναστέλλουν  το  ίδιο  αποτελεσματικά  και  την mTOR.  Επομένως  δεν  γνωρίζουμε  σε  ποιό 
βαθμό  η  ικανότητα  αυτών  των  μορίων  να  αναστέλλουν  τη  φωσφορυλίωση  της  Akt 
αντιπροσωπεύει  μόνο  αναστολή  της  ΡΙ3Κ  ή  επιπρόσθετα  αναστολή  και  της mTOR  και  σε 
ποιο  βαθμό.  Η  χρήση  νεότερων  ειδικών  αναστολέων  της  mTOR  όπως  η 
πυραζολοπυριμιδίνες  ΡΡ242  και  ΡΡ30  κατέδειξε  ότι  η  Ser473  φωσφορυλίωση  της  Akt 
ασκείται  ειδικά  από  την  mTOR(στο  mTORC2)  και  είναι  ανεξάρτητη  από  την  Thr308 
φωσφορυλίωση της Akt που ασκείται από την ενεργοποιημένη ΡΙ3Κ(ή πιο σωστά από την 
PDK1).  Οι  πυραζολοπυριμιδίνες  είναι  σε  θέση  να  αναστείλουν  και  την  Thr308 
φωσφορυλίωση  της  Akt  αλλά  σε  πολύ  μεγαλύτερες  δόσεις  και  με  μια  διαδικασία  που 
εξαρτάται  απόλυτα  από  την  αναστολή  της  φωσφορυλίωσης  στη  θέση  Ser47388.  Επίσης 
αναστέλλουν  και  όλες  τις  γνωστές  λειτουργίες  του mTORC1,  οπότε  θεωρούνται  ειδικοί 
αναστολείς  της  mTOR  είτε  αυτή  βρίσκεται  στο  mTORC1  είτε  στο  mTORC2.  Σε  in  vivo 
πειράματα  φάνηκε  ότι  η  Ser473  φωσφορυλίωση  στο  λιπώδη  και  ηπατικό  ιστό  εξαρτάται 
απόλυτα  από  την  ακεραιότητα  του mTORC2  αλλά  στο  μυϊκό  ιστό  πρέπει  να  εμπλέκεται 
άλλη  κινάση  όπως  η  DNA  –  PK.  Έτσι  το  πρόβλημα  της  φύσης  της  PDK2  φαίνεται  να 
παραμένει  ακόμα  και  σήμερα  καθώς  ενδέχεται  η  PDK2  να  είναι  διαφορετική  στους 
διάφορους ιστούς. 

Γενικά η 2η φωσφορυλίωση της Akt στη θέση 473 θεωρείται ότι αυξάνει την ενεργότητά 
της  κατά  5  φορές86.  H  πλήρως  ενεργοποιημένη  Akt,  αναστέλλει  το  σύμπλεγμα  των 
πρωτεϊνών  της  οζώδους  σκλήρυνσης  TSC1/TSC2(tuberous  sclerosis  complex  1/tuberous 
sclerosis  complex 2). To  σύμπλεγμα TSC1/TSC2  αποτελεί αρνητικό  ρυθμιστή  του mTORC1 
και  ως  εκ  τούτου  η  αναστολή  του  από  την  Akt  προκαλεί  έμμεσα  ενεργοποίηση  του 
mTORC181,  89.  Η  Akt  είναι  όμως  σε  θέση  να  ενεργοποιήσει  το  mTORC1  και  άμεσα, 
προκαλώντας φωσφορυλίωση της mTOR στη θέση Ser244853, 90, 91, 92. 

Η  απλή  φωσφορυλίωση  της  Akt  στη  θέση  Thr308(σε  κύτταρα MEF mSIN‐/‐  που  δεν 
έχουν  Ser473pAkt  λόγω  απώλειας  του  mTORC2)  διατηρεί  την  ικανότητά  της  να 
φωσφορυλιώνει  το  TSC1/TSC2  και  την  GSK3,  αλλά  καταργεί  την  ικανότητά  της  να 
φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη FoxO στον πυρήνα των κυττάρων88. 

 
TSC1/TSC2 
Οι  πρωτεΐνες  TSC1(hamartin)  και  TSC2(tuberin)  κωδικοποιούνται  από  2  ξεχωριστά 

γονίδια το TSC1 και TSC2 μεταλλάξεις των οποίων σχετίζονται με την εμφάνιση της οζώδους 
σκλήρυνσης,  που  χαρακτηρίζεται  από  την  παρουσία  αμαρτωμάτων  και  πολύ  μεγάλων 
κυττάρων  σε  διάφορα  όργανα. Μεταλλάξεις  στα  γονίδια  της Drosophila dTSC1  και dTSC2 
προκαλούν αύξηση του μεγέθους των κυττάρων και των οργάνων παρόμοια με την αύξηση 
που παρατηρείται κατά την απαλοιφή του PTEN. Aντίθετα η ταυτόχρονη υπερέκφραση των 
γονιδίων dTSC1 και dTSC2 προκαλεί μείωση του μεγέθους και του αριθμού των κυττάρων 
καθώς και του μεγέθους των οργάνων στη Drosophila93. Οι δύο πρωτεΐνες λειτουργούν ως 
ετεροδιμερές διότι υπερέκφραση μόνο της μιας εκ των δύο δεν επιφέρει καμία μεταβολή 
στο  φαινότυπο.  Γενετικές  μελέτες  επίστασης  έδειξαν  ότι  το  σύμπλεγμα  TSC1/TSC2 
λειτουργεί ανάμεσα στην Akt και την S6K στο σηματοδοτικό μονοπάτι της  ινσουλίνης93. Η 
σύνδεση αυτή επιβεβαιώθηκε το 2002, όταν βρέθηκε ότι η Akt φωσφορυλιώνει άμεσα το 
TSC2  τόσο  in vivo όσο και  in vitro. Η απαλοιφή της TSC2 σε κύτταρα HEK – 293 προκαλεί 
μόνιμη φωσφορυλίωση των S6K και 4E – BP1 κατά τρόπο ευαίσθητο στη ραπαμυκίνη, ενώ η 
υπερέκφραση  του  συμπλέγματος  TSC1/TSC2  στα  ίδια  κύτταρα  αναστέλλει  την  από  την 
ινσουλίνη  επαγόμενη  φωσφορυλίωση  των  S6K  και  4E  –  BP1.  Οι  παρατηρήσεις  αυτές 
οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι ένας από τους μηχανισμούς ενεργοποίησης της mTOR από  
την  Akt  είναι  η  φωσφορυλίωση  και  αδρανοποίηση  του  TSC1/TSC2.  Υπάρχουν  διάφορες 
πιθανές  θέσεις  φωσφορυλίωσης  της  ανθρώπινης  TSC2  από  την  Akt,  όπως  η  Ser939,  η 
Ser1130  και  η  Thr1462.    H  φωσφορυλίωση  του  TSC2  πιθανώς  αποσταθεροποιεί  το 
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σύμπλεγμα  TSC1/TSC2,  οδηγώντας  σε  αποδόμηση  των  συστατικών  του,  άρση  της 
ανασταλτικής του δράσης επί του mTORC1 και τελικά φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών S6K 
και  4E  –  BP194.  Εν  τούτοις  η  απαλοιφή  της  Akt1  και  Akt2  ενώ  μειώνει  σημαντικά  τη 
φωσφορυλίωση  των  S6K  και  4E  –  BP1(δηλαδή  τη  δράση  του  mTORC1),  δεν  προκαλεί 
σημαντική  μείωση  της  φωσφορυλιωμένης  TSC295  γεγονός  που  συνηγορεί  υπέρ  της 
παρουσίας  πρόσθετων  μηχανισμών  είτε  για  τη  φωσφορυλίωση  της  TSC2  είτε  για  την 
ρύθμιση  του mTORC1  από  την Akt.  Το  ερώτημα  αυτό  όμως,  έχει  μάλλον  ήδη  απαντηθεί 
καθώς  είναι  γνωστό  ότι  η Akt  μπορεί  να  προκαλέσει  άμεσα  ενεργοποίηση  του mTORC1, 
μέσω  φωσφορυλίωσης  της  mTOR  στη  θέση  Ser2448,  όπως  αναφέρθηκε  και  στην 
προηγούμενη ενότητα53, 90‐92. 

Πρόσφατα ανακαλύφθηκε  ότι  το  σύμπλεγμα TSC1/TSC2  παίζει  καθοριστικό  ρόλο  στην 
ενεργοποίηση  του mTORC2,  καθώς  η  αναστολή  της  λειτουργικότητας  του  TSC1/TSC2  σε 
διάφορες κυτταρικές σειρές, προκάλεσε την πλήρη αναστολή της φωσφορυλίωσης Ser473 
της Akt   από  το mTORC2.  Έτσι  το σύμπλεγμα TSC1/TSC2 αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή  του 
mTORC1 και θετικό ρυθμιστή του mTORC296. 

Rheb & Rag 
Ο μηχανισμός αναστολής του mTORC1 από το σύμπλεγμα TSC1/TSC2 διευκρινίστηκε το 

2003,  με  την  ανακάλυψη  ότι  η  μικρή  GTP  συνδεόμενη  πρωτεΐνη  Rheb(Ras  homolog 
enriched in brain) έχει επιστατικό ρόλο ανάμεσα στο TSC1/TSC2 και στο mTORC197. Όταν η 
Rheb βρίσκεται υπό τη μορφή GTP – Rheb ενεργοποιεί το mTORC1 ενώ υπό τη μορφή GDP 
– Rheb  το  αναστέλλει.  Το TSC1/TSC2  λειτουργεί ως GTPάση(GAP)  για  την  πρωτεΐνη Rheb 
μετατρέποντας  την GTP  μορφή  σε GDP  –  Rheb  και  ως  εκ  τούτου  αναστέλλει  έμμεσα  τη 
δραστηριότητα του mTORC1. Η αναστολή της GAP δραστηριότητας του TSC1/TSC2 από την 
Akt, αυξάνει την διαθέσιμη GTP – Rheb  και ενεργοποιεί το mTORC1 (Εικόνα 16). 

Η απώλεια οποιασδήποτε από τις πρωτεΐνες TSC προκαλεί αυξημένη ενεργοποίηση του 
mTORC1  ακόμα  και  επί  απουσίας  των  υπερκείμενων  σημάτων  που  φυσιολογικά 
απαιτούνται  για  τη  διατήρηση  της  δραστηριότητας  του PI3K/Akt/mTORC1  μονοπατιού.  Η 
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μόνη αξιοσημείωτη εξαίρεση είναι η παροχή αμινοξέων, καθώς το μονοπάτι του mTORC1 
παραμένει ευαίσθητο στη στέρηση αμινοξέων(δηλαδή αναστέλλεται) ακόμα και σε κύτταρα 
που στερούνται είτε  το TSC1  είτε  το TSC298. Φαίνεται πως ανεξάρτητα από την παρουσία 
αυξητικών  παραγόντων,  ινσουλίνης  ή  ενεργοποιημένων  πρωτεϊνών  του  σηματοδοτικού 
μονοπατιού(π.χ. PI3K, pAkt, TSC1/2, GTP – Rheb), το mTORC1 δεν μπορεί να ενεργοποιηθεί 
σε  καταστάσεις  θρεπτικής  στέρησης  αμινοξέων.  Επομένως  η  ενεργοποίηση  του mTORC1 
προϋποθέτει  την  ταυτόχρονη  παρουσία  αμινοξέων  και  αυξητικών  παραγόντων  για  την 
ενεργοποίησή του. Η πρόσφατη ανακάλυψη ότι οι πρωτεΐνες Rag συνδέονται με το Raptor, 
βοήθησε  στην  εξακρίβωση  του  μηχανισμού  της  υποχρεωτικής  απενεργοποίησης  του 
mTORC1 σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων. Συγκεκριμένα, απουσία αμινοξέων το mTORC1 
εντοπίζεται  διάσπαρτο  σε  κυτταροπλασματικά  οργανίδια  όπως  η  συσκευή  Golgi,  το 
ενδοπλασματικό δίκτυο και τα ενδοσώματα. Η χορήγηση αμινοξέων γίνεται αντιληπτή από 
μικρές GTP  συνδέουσες  πρωτεΐνες  της  οικογένειας Ras(Rag  a,  b,  c,  d).  Οι  πρωτεΐνες Rag 
αφενός ρυθμίζουν την ενδοκυττάρια τακτοποίηση των περμεασών των αμινοξέων και την 
αυτοφαγία και αφετέρου προκαλούν μετανάστευση του mTORC1 σε πρώιμα ενδοσώματα 
και λυσοσώματα(Εικόνα 17). Όταν το mTORC1 μεταναστεύει στις θέσεις αυτές, συναντά την 
GTP – Rheb και δύναται, έτσι, να ενεργοποιηθεί. Απουσία αμινοξέων ή πρωτεϊνών Rag  το 
mTORC1  δεν μεταναστεύει  και αδυνατεί  να ενεργοποιηθεί από αυξητικούς παράγοντες ή 
από  ιδιοσυστασιακά ενεργοποιημένα  τμήματα  του μονοπατιού   PI3K/Akt/TSC1 – 2/GTP – 
Rheb98. 

Σε  κύτταρα  Drosophila  με  ανεπαρκή  έκφραση  Rheb  παρατηρείται,  όπως  είναι 
αναμενόμενο,  μειωμένη  δραστηριότητα  mTORC1,  αλλά  το  πιο  ενδιαφέρον  είναι  ότι 
αυξάνεται η δραστηριότητα της Akt. Αντίστοιχα στα ίδια κύτταρα η υπερέκφραση της Rheb 
ενεργοποιεί  το mTORC1  και  αναστέλλει  τη  δραστηριότητα  της  Akt.  Επίσης,  σε  κύτταρα 
στερούμενα  TSC2,  ξανά  η  δραστηριότητα  του  mTORC1  είναι  αυξημένη  και  της  Akt 
μειωμένη.  Τα  παραπάνω  δείχνουν  ότι  υπάρχει  ένας  μηχανισμός  παλίνδρομης  ρύθμισης 
μεταξύ mTORC1 και Akt ο οποίος φαίνεται ότι ασκείται μέσω της S6K99. 
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ΑΝΤΙΚΑΤΑΣΤΑΣΗ: ΜΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ, ΑΦΥΔΑΤΩΣΗ, ΕΓΚΛΕΙΣΗ 
 
Προκειμένου να παρατηρηθεί ένα τμήμα ιστού σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, θα πρέπει 

αρχικά να υποστεί μια σειρά διαδικασιών που θα καταστήσουν τον ιστό ικανό να αντέξει τις 
συνθήκες στις οποίες υποβάλλεται κατά την παρατήρηση. Αρχικά το ιστοτεμάχιο θα πρέπει 
να  μονιμοποιηθεί  ή  να  στερεωθεί,  στη  συνέχεια  αφυδατώνεται  και  τέλος  εγκλείεται  ή 
υφίσταται σκήνωση. Οι διαδικασίες αυτές περιγράφονται παρακάτω. 

 
Μονιμοποίηση 
 
Η  μονιμοποίηση  ή  στερέωση  είναι  το  πρώτο  βήμα  στην  προετοιμασία  βιολογικών 

δειγμάτων για παρατήρηση σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Σκοπός της μονιμοποίησης είναι η 
σταθεροποίηση  της  κυτταρικής  οργάνωσης  σε  τέτοιο  βαθμό  που  οι  υπερ  –  δομές  να 
διατηρούνται  παρά  τη  δραστική  καταπόνηση  του  ιστού  από  την  επικείμενη  αφυδάτωση, 
έγκλειση  και  έκθεση  στη  δέσμη  των  ηλεκτρονίων.  Είναι  αναμενόμενο  ότι  κατά  τη 
διαδικασία της μονιμοποίησης να τροποποιείται κάπως η δομή του ιστού. Παραδείγματος 
χάριν,  κάποιοι  μονιμοποιητές  δημιουργούν  ασυνέχειες  σε  μεμβράνες,  ενώ  άλλοι 
καταστρέφουν  εντελώς  κάποια  κυτταρικά  οργανίδια.  Κάποια  από  τα  αποτελέσματα  που 
προκύπτουν  εξαρτώνται  τόσο  από  τη  φύση  του  ιστού  όσο  και  από  το  ίδιο  το 
μονιμοποιητικό  διάλυμα,  κατ’  επέκταση  διάφορα  κριτήρια  λαμβάνονται  υπόψη  πριν  την 
επιλογή του κατάλληλου μονιμοποιητή  για το κάθε είδος ιστού. 

Σε κάθε περίπτωση, θα πρέπει σε οποιαδήποτε διαδικασία το ιστοτεμάχιο να βρίσκεται 
σε  κατάσταση η οποία  να προσομοιάζει  τις φυσικές  του συνθήκες.  Αυτό  σημαίνει  ότι  θα 
πρέπει  να  ρυθμιστούν  κατάλληλα  συνθήκες  όπως  το  pH  και  η  ωσμωμοριακότητα  του 
διαλύματος  όπου  θα  γίνει  η  κάθε  διαδικασία.  Αυτό  σημαίνει  ότι  θα  πρέπει  αρχικά  να 
δημιουργηθεί ένα διάλυμα που θα χρησιμοποιηθεί ως βάση. Στο διάλυμα αυτό θα γίνει η 
μονιμοποίηση του δείγματος και με αυτό το διάλυμα επίσης θα γίνουν και τα απαραίτητα 
ξεπλύματα μετά από κάθε φάση. Τέτοια διαλύματα μπορεί να είναι φωσφορικά(phosphate 
buffers), κακοδυλικά(cacodylate buffers), καθώς και άλλα λιγότερο συνηθισμένα(veronal – 
acetate buffers, ρυθμιστικά διαλύματα κολλιδίνης κ. ά.) Στο διάλυμα που χρησιμοποιείται 
ως βάση, προστίθεται και το εκάστοτε χημικό που θα χρησιμοποιηθεί ως μονιμοποιητής. 

 
Μονιμοποιητικά 
Μονιμοποιητικά με βάση το τετροξείδιο του οσμίου: Η αξία του τετροξειδίου του οσμίου 

για τη διατήρηση της λεπτής δομής ήταν εμφανής από το 1927. Βρέθηκε ότι το τετροξείδιο 
του οσμίου ήταν το μόνο μονιμοποιητικό που διατηρούσε ευαίσθητες κυτταροπλασματικές 
λεπτομέρειες  και  δεν  προκαλούσε  μεταβολές  σε  μιτοχόνδρια  και  λιποσώματα.  Ένα 
μειονέκτημα του τετροξειδίου του οσμίου είναι ότι διεισδύει και αντιδρά τόσο αργά με τα 
κύτταρα του  ιστού που μέχρι να συντελεστεί ολική μονιμοποίηση συμβαίνουν σημαντικές 
αλλαγές στη δομή του κυττάρου. Το τετροξείδιο του οσμίου μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 
μονιμοποιητικό  μαζί  με  ρυθμιστικά  διαλύματα  που  περιέχουν  φωσφορικά  ιόντα  επειδή 
αυτός  ο  συνδυασμός  είναι  ο  ιδανικότερος  μια  και  τα  φωσφορικά  ρυθμιστικά  διαλύματα 
ομοιάζουν  κατά  το  πλείστον  με  τη  φυσιολογική  κατάσταση  του  ιστού.  Επίσης,  το 
τετροξείδιο  του  οσμίου  χρησιμοποιείται  και  με  κακοδυλικά  ρυθμιστικά  διαλύματα  αλλά 
λιγότερο συχνά απ’ ότι τα φωσφορικά καθώς και με άλλα ανάλογα με το είδος του  ιστού 
και τον τρόπο της έγκλεισης που θα ακολουθήσει. 

Μονιμοποιητικά με βάση τη γλουταραλδεΰδη: Είναι πλέον γνωστό ότι οι περισσότερες 
αλδεΰδες όταν χρησιμοποιούνται μόνες τους ως μονιμοποιητικά δε δίνουν  ικανοποιητικά 
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αποτελέσματα καθώς η αντίθεση που επιτυγχάνεται είναι πολύ χαμηλή και δε λαμβάνεται 
η συμβατική εικόνα των μεμβρανών. Αξιοπρόσεκτο είναι εντούτοις το γεγονός πως η χρήση 
μιας  αλδεΰδης  και  πιο  συγκεκριμενα  της  γλουταραλδεΰδης  ακολουθούμενη  από  μια 
δεύτερη μονιμοποίηση με  τετροξείδιο  του οσμίου δίνει αποτελέσματα εξίσου καλά όπως 
αυτά που προκύπτουν από τη χρήση του τετροξειδίου του οσμίου μόνο. Κατ’ επέκταση έχει 
βρεθεί πως η διπλή αυτή μονιμοποίηση είναι άριστη για μια ευρεία ποικιλία δειγμάτων και 
πλέον  η  γλουταραλδεΰδη,  είτε  μόνη  της  είτε  σε  συνδυασμό  με  την  παραφορμαλδεΰδη, 
είναι  τα  περισσότερο  κοινώς  χρησιμοποιούμενα  μονιμοποιητικά  για  την  ηλεκτρονική 
μικροσκοπία  σήμερα.  Η  διπλή  αυτή  μονιμοποίηση  προσφέρει  την  άνεση  σχετικά  με  το 
μέγεθος των ιστοτεμαχίων αφού η γλουταραλδεΰδη είναι περισσότερο διεισδυτική και τα 
δείγματα μπορούν να διατηρηθούν σε ψυχρό περιβάλλον για περιόδους μέχρι και μερικούς 
μήνες  για  τις  μετα  –  μονιμοποιητικές  διεργασίες  χωρίς  αξιόλογες  μεταβολές  στη  λεπτή 
δομή.  Τα  εξαιρετικά αποτελέσματα που προκύπτουν από  τη γλουταραλδεΰδη οφείλονται 
στο  γεγονός  ότι  η  γλουτεραλδεΰδη  αντιδρά  γρήγορα  με  τις  πρωτεΐνες  και  τα  νουκλεϊκά 
οξέα και σταθεροποιεί τη δομή κάνοντας διασυνδέσεις(cross – linking) μεταξύ των μορίων. 

Μονιμοποιητικά με βάση φορμαλδεΰδη: Η φορμαλδεΰδη ερευνήθηκε ως προς τη χρήση 
της  ως  μονιμοποιητικό  στις  αρχές  της  εξέλιξης  της  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  αλλά  τα 
αποτελέσματα  που  προέκυψαν  έδειξαν  ότι  οι  λαμβανόμενες  εικόνες  είναι  χαμηλότερης 
ποιότητας  από  αυτές  που  προκύπτουν  ύστερα  από  μονιμοποίηση  με  τετροξείδιο  του 
οσμίου. Ακόμα και στην περίπτωση που γινόταν διπλή μονιμοποίηση με φορμαλδεΰδη και 
τετροξείδιο του οσμίου τα αποτελέσματα παρέμεναν φτωχά σε ποιότητα και λεπτομέρεια. 
Ο λόγος είναι ότι η φορμαλδεΰδη είναι μια μονο – αλδεΰδη της οποίας η αντίδραση είναι 
αργή και αντιστρεπτή. Αυτό οδηγεί στην καταστροφή των διασυνδέσεων των μορίων κατά 
τα  πλυσίματα  που  ακολουθούν  και  φυσικά  δεν  είναι  δυνατή  η  αποθήκευση  επί  μακρό 
χρονικό διάστημα. 

Μονιμοποιητικά  με  βάση  το  υπερμαγγανικό:  Οι  μονιμοποιητές  με  βάση  την 
υπερμαγγανική  ρίζα  είναι  πολύ  αποτελεσματικές  στη  διατήρηση  και  απεικόνιση 
μεμβρανών  και  χρησιμοποιούνται  εναλλακτικά  ως  προς  το  τετροξείδιο  του  οσμίου  σε 
ιστούς από φυτικούς οργανισμούς μια και διαθέτει υψηλή διεισδυτικότητα που το καθιστά 
ικανό  να  διαπερνά  το  παχύ  κυτταρικό  τοίχωμα  των  φυτικών  κυττάρων.  Τέτοια 
μονιμοποιητικά  που  χρησιμοποιούνται  συχνά  είναι  το  υπερμαγγανικό  κάλιο,  το 
υπερμαγγανικό  νάτριο,  το  υπερμαγγανικό  λανθάνιο  και  άλλα  που  χρησιμοποιούνται 
λιγότερο συχνά ή και καθόλου στις μέρες μας όπως το υπερμαγγανικό ασβέστιο, βάριο και 
ο υπερμαγγανικός ψευδάργυρος. 

Μονιμοποιητικά  με  βάση  το  οξικό  ουρανύλιο:  Το  οξικό  ουρανύλιο  καθαυτό  δε 
χρησιμοποιείται  από  μόνο  του  για  πλήρη  μονιμοποίηση  ενός  ιστοτεμαχίου.  Περισσότερο 
χρησιμοποιείται συνδυαστικά με άλλα μονιμοποιητικά πριν τη διαδικασία της αφυδάτωσης 
προκειμένου  να  μονιμοποιήσει/σταθεροποιήσει  το  γενετικό  υλικό  καθώς  επίσης  και  για 
αύξηση της αντίθεσης στη λαμβανόμενη εικόνα. 

Υπάρχουν, τέλος, και άλλοι μονιμοποιητές ανάλογα με τη φύση του  ιστού και το είδος 
της  έγκλεισης  που  ακολουθείται,  οι  οποίοι  είναι  συνδυασμοί  των  προηγούμενων 
μονιμοποιητικών και άλλων χημικών. Παραδείγματα αποτελούν τα διαλύματα τετροξειδίου 
του  οσμίου  και  διχρωμικού  καλίου,  γλουταραλδεΰδης  και  τετροξειδίου  του  οσμίου, 
μονιμοποιητικά  που  περιέχουν  σιδηροκυανιούχο  κάλιο,  αλδεϋδικοί  μονιμοποιητές  που 
περιέχουν τρινιτρο – ενώσεις κ. ά. 

 
Είδη μονιμοποίησης 
Η μονιμοποίηση μπορεί να γίνεται είτε σε ένα στάδιο(απλή μονιμοποίηση), είτε σε δύο 

στάδια(διπλή μονιμοποίηση) με τη μεσολάβηση των απαραίτητων σε αριθμό πλύσεων του 
δείγματος. Ο βέλτιστος χρόνος και θερμοκρασιακό εύρος εξαρτώνται από το εκάστοτε είδος 
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του ιστού και την προέλευση του, καθώς και από τον ίδιο το μονιμοποιητή. Παραδείγματος 
χάριν,  μονιμοποίηση  για  δύο  ώρες  στους  0o  C  είναι  πολύ  κοινή  τακτική  όταν 
χρησιμοποιείται το τετροξείδιο του οσμίου. 

Το  πιο  κοινό  είδος  μονιμοποίησης  είναι  αυτό  στο  οποίο  ο  ιστός  τοποθετείται  στο 
διάλυμα  μονιμοποίησης.  Η  μέθοδος  αυτή  που  αποκαλείται  και  μονιμοποίηση  με 
καταβύθιση(ακριβώς  επειδή  το  ιστοτεμάχιο  καταβυθίζεται  μέσα  στο  μονιμοποιτή) 
χρησιμοποιείται  σε  όργανα  και  ιστούς  όπως  το  δέρμα  που  διατηρούν  τη  μορφή  και  τη 
λειτουργικότητά  τους  ακόμα  και  μετά  τη  διακοπή  παροχής  αίματος.  Επομένως,  στην 
περίπτωση αυτή το ζώο θανατώνεται και γίνεται εκτομή του επιθυμητού οργάνου ή ιστού. 

Σε  άλλες  περιπτώσεις  είναι  επιθυμητό  το  εκάστοτε  όργανο  ή  ιστός  να  αιματώνεται 
καθώς θα  γίνεται  η μονιμοποίηση,  πράγμα που σημαίνει  πως  το  ζώο θα πρέπει  να  είναι 
ζωντανό. Σε αυτή την περίπτωση χρησιμοποιείται η in vivo μονιμοποίηση κατά την οποία το 
ζώο  αναισθητοποιείται,  αποκαλύπτεται  με  τομή  το  εκάστοτε  όργανο  ή  ιστός  και  ο 
μονιμοποιητής χορηγείται με ένεση στο όργανο ή στον ιστό. 

Άλλα  είδη μονιμοποίησης που αφορούν μονιμοποίηση  κυτταροκαλλιεργειών,  πελετών 
κυττάρων, αποικιών, μονοστιβάδω κυττάρων, μονιμοποίηση εναιωρήματος κυττάρων κ. ά. 
δε θα αναλυθούν στην παρούσα εργασία. 

 
Αφυδάτωση 
 
Τα  περισσότερα  μέσα  έγκλεισης  δεν  είναι  διαλυτά  στο  νερό  και  συνεπώς  τα 

μονιμοποιημένα δείγματα πρεπει να αφυδατωθούν προκειμένου να προχωρήσει σωστά η 
διαδικασία και να μη δημιουργηθούν προβλήματα στην απεικόνιση. Η αφυδάτωση γίνεται 
με την τοποθέτηση των δειγμάτων σε διαλύματα συναφή προς το τελικό υλικό έγκλεισης. 
Τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα χημικά αφυδάτωσης είναι η αιθανόλη και η ακετόνη που 
δίνουν  περίπου  τα  ίδια  αποτελέσματα  αλλά  γενικά  η  αιθανόλη  προτιμάται  μια  και  η 
ακετόνη πολλές φορές οδηγεί σε μερική αφυδάτωση λόγω του πολύ έντονου φαινομένου 
ενυδάτωσής της στο μοριακό επίπεδο. 

Το πιο αξιοσημείωτο φαινόμενο κατά την αφυδάτωση είναι  το γεγονός ότι ως άριστοι 
διαλύτες  των  λιπιδίων,  η  αιθανόλη  και  η  ακετόνη,  μπορούν  να  οδηγήσουν  σε  εκχύλιση 
λιπιδικών μορίων, ειδικότερα στις υψηλές συγκεντρώσεις του αφυδατικού παράγοντα. Το 
ίδιο  μπορεί  να  συμβεί  και  με  πρωτεϊνικά  μόρια  αλλά  σε  μικρότερες  συγκεντρώσεις  του 
αφυδατικού  παράγοντα  όπου  το  νερό  είναι  περισσότερο  στο  διάλυμα.  Αποτέλεσμα  της 
εκχύλισης  λιπιδικών  ή  πρωτεϊνικών  μορίων  είναι  η  σμίκρυνση  του  ιστού  και  μείωση  της 
δυνατότητας για παρατήρηση των μεμβρανών. 

Επομένως  ανάλογα  με  το  είδος  του  ιστού  και  το  ποιος  αφυδατικός  παράγοντας 
χρησιμοποιείται,  εφαρμόζεται  και  διαφορετικό  πρόγραμμα  αφυδάτωσης.  Γενικά,  τα 
ιστοτεμάχια  είναι  καλό  να  παραμένουν  όσο  το  δυνατόν  λιγότερο  στις  χαμηλές 
συγκεντρώσεις  αιθανόλης  ή  ακετνόης,  ανάλογα  βέβαια  πάντα  με  το  τι  ακριβώς  μας 
ενδιαφέρει  κάθε  φορά  να  παρατηρήσουμε(αν  προκείται  να  δούμε  απλώς  τη  δομή,  αν 
θέλουμε να κάνουμε ανοσοεντοπισμό κλπ). 

Αμέσως μετά τη χρήση αιθανόλης ή ακετόνης τα δείγματα εκθέτονται σε κάποια χημική 
ουσία η οποία να είναι συναφής προς το υλικό έγκλεισης(ρητίνη) που θα ακολουθήσει στη 
συνέχεια.  Τέτοιες  ουσίες  είναι  για  παράδειγμα  η  πολυαιθυλενική  γλυκόλη,  η  αιθυλενική 
γλυκόλη, το οξείδιο του προπυλενίου και άλλες. 

 
Έγκλειση 
 
Στο  τελικό  στάδιο  της  προετοιμασίας  ενός  βιολογικού  δείγματος  για  παρατήρηση  σε 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, αυτό πρέπει να είναι σε μια μορφή κατάλληλη για λεπτή κοπή. 
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Αυτό επιτυγχάνεται με τον εμποτισμό του δείγματος από κατάλληλο υγρό μέσο έγκλεισης 
το οποίο στη συνέχεια πολυμερίζεται και δημιουργεί ένα συμπαγές block. 

Η ιδανική περίπτωση όσον αφορά σε ένα μέσο έγκλεισης είναι όταν αυτό φέρει τις εξής 
ιδιότητες: 

1. Είναι εύκολα διαθέσιμο 
2. Είναι διαλυτό από τον εκάστοτε αφυδατικό παράγοντα 
3. Έχει χαμηλή συνάφεια ως μονομερές 
4. Πολυμερίζεται σε όλη του την έκταση 
5. Η μεταβολή του όγκου κατά τον  πολυμερισμό είναι μικρή 
6. Προσφέρει ευκολία στην κοπή τομών 
7. Είναι σταθερό κατά την έκθεση στην ηλεκτρονιακή δέσμη 
Υπάρχουν  διάφορες  κατηγορίες  ρητινών  εκ  των  οποίων  οι  κυριότερες  είναι  οι 

εποξικές(epoxy  resins),  οι  πολυεστερικές(polyester  resins)  και  οι  διαφόρων  ειδών 
ακρυλικές(acrylate‐, methacrylate‐ based resins). Κανένα από τα υπάρχοντα μέσα έγκλεισης 
δεν κατέχει όλα τα επιθυμητά χαρακτηριστικά, ενώ κάποιες  ιδιότητες τους μπορεί να μην 
είναι  συμβατές  με  τις  ιδιότητες  των  αντιδραστηρίων  που  χρησιμοποιήθηκαν  σε 
προηγούμενα στάδια.  Επομένως, ανάλογα με  το είδος  του  ιστού και με  το σκοπό για  τον 
οποίο  θα  γίνει  η  έγκλειση(παρατήρηση  δομής,  διαγνωστικοί  σκοποί,  ανοσοεντοπισμός) 
χρησιμοποιείται  και  το  αντίστοιχο  μέσο  έγκλεισης  και  κατ’  επέκταση  ακολουθείται  και  η 
αντίστοιχη διαδικασία. 

Στην παρούσα εργασία θα γίνει αναφορά μόνο στις εποξικές ρητίνες, καθώς επίσης και 
στις ακρυλικές αφού αυτές ήταν το αντικείμενο της πειραματικής διαδικασίας. 

 
Εποξικές ρητίνες 
Οι  εποξικές  ρητίνες  έχουν  το  πλεονέκτημα  ότι  πολυμερίζονται  πλήρως  με  πολύ  μικρή 

αύξηση  του  όγκου  τους  και  είναι  σχετικά  σταθερές  κατά  την  έκθεση  στην  ηλεκτρονιακή 
δέσμη.  Το  κύριο  μειονέκτημα  είναι  η  υψηλή  τους  συνάφεια  που  κάνει  επιτακτική  την 
ανάγκη  για  επί  μακρό  χρονικό  διάστημα  παραμονή  των  δειγμάτων  στο  στάδιο  του 
εμποτισμού(infiltration).  Από  χημική  σκοπιά,  οι  εποξικές  ρητίνες  είναι  πολυαρυλικοί 
αιθέρες  γλυκερόλης  με  ακραίες  εποξυ  –  ομάδες.  Προκειμένου  να  πολυμεριστούν,  οι 
εποξικές  ρητίνες  τοποθετούνται  σε  κλίβανο  σε  υψηλή,  σχετικά,  θερμοκρασία  για  μερικές 
ώρες. 

 
Ακρυλικές ρητίνες 
Οι ακρυλικές ρητίνες και κυρίως οι ρητίνες Lowicryl, ένας τύπος εκ των οποίων ήταν που 

χρησιμοποιήθηκε αποκλειστικά στην πειραματική διαδικασία, σε αντίθεση με τις εποξικές 
ρητίνες,  μπορούν  να  χρησιμοποιηθούν  σε  πολύ  χαμηλές  θερμοκρασίες.  Πρόκειται  για 
εστερικά  παρασκευάσματα  μεθ  –  ακρυλικών  οξέων,  που  έχουν  πολύ  υψηλή 
διεισδυτικότητα  και  αυτή  τους  η  ιδιότητα  τις  καθιστά  ικανές  να  χρησιμοποιούνται  σε 
θερμοκρασίες χαμηλότερες από τους – 90ο C. Οι ακρυλικές ρητίνες φωτοπολυμερίζονται με 
τη  βοήθεια  υπεριώδους  ακτινοβολίας  σε  χαμηλή  θερμοκρασία  αλλά  μπορούν  να 
πολυμεριστούν και  χημικά στους 60ο C. Οι ακρυλικές ρητίνες  είναι  ιδανικές  για  χρήση σε 
πειράματα  ανοσοεντοπισμού  και  ανοσοφθορισμού.  Ένα  ακόμα  πλεονέκτημα  των 
ακρυλικών  ρητινών  είναι  πως  παρέχουν  εικόνες  υψηλής  αντίθεσης  στο  ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο διέλευσης ακόμα κι αν οι τομές δεν υποστούν καμία απολύτως χρώση. 

 
Αντικατάσταση σε χαμηλές θερμοκρασίες 
Μέχρι τη δεκαετία του 1960 όλες οι μέθοδοι προετοιμασίας δειγμάτων για ηλεκτρονική 

μικροσκοπία  γίνονταν  σε  θερμοκρασία  δωματίου.  Από  τη  δεκαετία  αυτή  και  έπειτα 
ξεκίνησε,  αρχικά  ως  ιδέα  η  οποία  στη  συνέχεια  υλοποιήθηκε,  η  χρήση  εφαρμογών  που 
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επέτρεπαν  τις  διαδικασίες  μονιμοποίησης,  αφυδάτωσης  και  έγκλεισης  σε  θερμοκρασίες 
μικρότερες  της  θερμοκρασίας  δωματίου.  Βασική  ιδέα  της  καινοτομίας  αυτής  ήταν  ότι  σε 
χαμηλές θερμοκρασίες θα μειώνεται η  κινητικότητα  των ενδοκυτταρικών μορίων και  κατ’ 
αυτό  τον  τρόπο  θα  μειώνεται  η  εκχύλισή  τους  κατά  τα  στάδια  της  μονιμοποίησης  και 
αφυδάτωσης.  Το αποτέλεσμα αυτό  είναι  ιδιαίτερα  σημαντικό  για  ερευνητικούς  σκοπούς, 
σε πειράματα ανοσοεντοπισμού, όπου ο εντοπισμός  του επιθυμητού μορίου – αντιγόνου 
στο σωστό σημείο στο κύτταρο και στον ιστό γενικότερα είναι πρωταρχικής σημασίας. 

 
Ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία 
 
Όπως και με τον ανοσοφθορισμό στη φωτονική μικροσκοπία, τα πρωτογενή αντισώματα 

που  χρησιμοποιούνται  στην  ανοσοηλεκτρονική  μικροσκοπία(ή  τα  δευτερογενή  ή/και 
τριτογενή  αντιδραστήρια  που  χρησιμοποιούνται  έναντί  τους)  πρέπει  να  σημανθούν  κατά 
τρόπο τέτοιο ο οποίος να επιτρέπει την οπτικοποίησή τους. Όσον αφορά στο ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο, αυτό σημαίνει ότι πρέπει να σημανθούν με μέταλλα(ή ουσίες που περιέχουν 
μέταλλα)  ικανά  να  διακόψουν  ολικώς  ή  μερικώς  τη  διέλευση  της  ηλεκτρονιακής  δέσμης. 
Σφαιρικά σωματίδια κολλοειδούς χρυσού είναι η πιο κοινή επιλογή, άλλες επιλογές όμως, 
όπως η πρωτεΐνη φεριτίνη που προσδένεται σε σίδηρο καθώς και συνθετικά πολυμερή που 
περιέχουν σίδηρο είναι επίσης διαθέσιμα. 

Ένα  συχνό  πρόβλημα  που  παρατηρείται  στην  ανοσοσήμανση  για  ηλεκτρονική 
μικροσκοπία  είναι  αυτό  που  έχει  να  κάνει  με  τη  μονιμοποίηση  του  ιστού.  Αν  και 
απαραίτητη για τη διατήρηση της υπερ – λεπτής δομής του ιστού, η μονιμοποίηση επιδρά 
σταδιακά  καταστροφικά  στους  αντιγονικούς  επιτόπους.  Αυτό  είναι  πρόβλημα  και  στη 
φωτονική μικροσκοπία, αλλά στην ηλεκτρονική είναι ιδιαίτερα περίπλοκο θέμα. Ανεπαρκής 
μονιμοποίηση του δείγματος συχνά οδηγεί σε απώλεια της μικροσκοπικής λεπτομέρειας, η 
οποία δε φαίνεται με το οπτικό μικροσκόπιο. Από την άλλη πλευρά, υπερβολική έκθεση σε 
περιβάλλον μονιμοποίησης μπορεί να μειώσει τη δραστικότητα των αντισωμάτων με τους 
αντιγονικούς  επιτόπους  εντός  των  υπερ  –  λεπτών  τομών,  όπου  η  πυκνότητά  τους  είναι 
περιορισμένη. 

Η συμβατική έγκλειση δειγμάτων σε εποξικές ρητίνες δημιουργεί ένα πρόβλημα για τον 
ανοσοεντοπισμό,  αποκλειστικό  στην  ηλεκτρονική  μικροσκοπία.  Σε  αντίθεση  με  την 
παραφίνη η οποία αφαιρείται από τομές δείγματος για παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο 
με  τη  βοήθεια  οργανικών  διαλυτών  και  στη  συνέχεια  αντικαθίσταται  με  ένα  υδατικό 
ρυθμιστικό  διάλυμα,  η  πολυμερισμένη  ρητίνη  παραμένει,  πρακτικά,  στην  τομή  για 
ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  καθ’  όλη  τη  διάρκεια  ζωής  της  τομής,  επομένως  μειώνεται  με 
αυτό  τον  τρόπο  η  πρόσβαση  των  αντιδραστηρίων  των  αντισωμάτων  στους  αντιγονικούς 
καθοριστές  του  ιστού.  Υπάρχουν  μέθοδοι  που  χαλαρώνουν  τους  δεσμούς  της 
πολυμερισμένης  ρητίνης  και  επιτρέπουν  μεγαλύτερη  διείσδυση  των  αντισωμάτων  εντός 
του σώματος της τομής και πρόσβαση στους αντιγονικούς επιτόπους, αλλά είναι από μόνες 
τους πολύ δραστικές και μπορεί να προκαλέσουν κατασροφή στους επιτόπους. 

Τα  προβλήματα  που  αναφέρθηκαν  παραπάνω  μπορούν  σε  πολύ  μεγάλο  βαθμό  να 
περιοριστούν  με  τη  βοήθεια  κρυο  –  μεθόδων  όπως  είναι  η  έγκλειση  σε  χαμηλή 
θερμοκρασία  καθώς  και  η  παραγωγή  τομών  σε  πολύ  ψυχρό  περιβάλλον.  Τα  χημικά 
αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται σε αυτή την περίπτωση είναι κατά κύριο λόγο πολύ 
πιο  ήπια  και  φιλικά  προς  τον  ιστό  απ’  ότι  αυτά  που  χρησιμοποιούνται  στη  συνηθισμένη 
έγκλειση. 

Ένας  άλλος  τρόπος  να  παρακαμφθεί  η  καταστροφή  που  μπορούν  να  υποστούν  οι 
επίτοποι  καθώς  και  η  έλλειψη  προσβασιμότητας  προς  αυτούς  από  τα  αντισώματα, 
προβλήματα  που  οφείλονται  κατά  κύριο  λόγο  στη  μονιμοποίηση,  είναι  να  διεξαχθεί  η 
ανοσοσήμανση πριν τις διαδικασίες της αντικατάστασης. Η προσέγγιση αυτή εφαρμόζεται 
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μόνο σε  ιστούς που είναι  γνωστό πως  το μελετώμενο αντιγόνο βρίσκεται στην εξωτερική 
επιφάνειά  του.  Διαφορετικά  πρέπει  να  υποστεί  ο  ιστός  διαδικασίες  ώστε  να  γίνει 
διαπερατός από τα αντιδραστήρια που μας ενδιαφέρουν. 

 
 
 
Αντισώματα 
Πρωτογενή αντισώματα:  Όταν περισσότερα από ένα αντισώματα έναντι στον προσδέτη 

που μας ενδιαφέρει είναι διαθέσιμα, υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που επηρεάζουν την 
τελική  επιλογή  όπως  είναι  η  φύση  του  αντισώματος:  μονοκλωνικό  ή  πολυκλωνικό,  η 
απαραίτητη  προετοιμασία  και  το  κόστος.  Οι  οδηγίες  του  κατασκευαστή  καθώς  και 
υπάρχουσα βιβλιογραφία βοηθούν να καταλήξουμε στο καταλληλότερο αντίσωμα ή στο να 
αποκλείσουμε  κάποιο  άλλο,  ακόμα  και  να  προβλέψουμε  μέσα  σε  κάποια  όρια  τη 
συμπεριφορά του εκάστοτε αντισώματος. 

Αυτό το οποίο θεωρείται γενικά ως το πιο αποδεκτό είναι να δοκιμαστεί το αντίσωμα ή 
ένας αριθμός διαφορετικών σε διάφορους  ιστούς οι οποίοι είναι ήδη γνωστό ότι φέρουν 
τον αντίστοιχο προσδέτη του αντισώματος(αντιγόνο) μέχρι να βρεθεί «ποιο δουλεύει». Ως 
δοκιμαστικός  ιστός  καλό  είναι  να  χρησιμοποιείται  ένας  ιστός  που  διαθέτει  σε  υψηλή 
συγκέντρωση το αντιγόνο που μας ενδιαφέρει ακόμα κι αν δεν πρόκειται για αυτό το είδος 
ιστού που μελετάται στο εκάστοτε πείραμα. Μια πρώτη δοκιμή του αντισώματος που μας 
ενδιαφέρει  για  ανοσοηλεκτρονική  μικροσκοπία  με  κάποια  μέθοδο  που  βασίζεται  στην 
οπτική μικροσκοπία πάντα ενδείκνυται επειδή οι μέθοδοι αυτές είναι πολύ ευαίσθητες και 
εύκολες. Με αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται ο καθορισμός ορισμένων συνθηκών που είναι 
απαραίτητες ώστε να δοθούν ασφαλή και αποδεκτά αποτελέσματα. 

 
Δευτερογενή  αντισώματα:  Η  ανοσοηλεκτρονική  μικροσκοπία  μπορεί  να  διεξαχθεί 

χρησιμοποιώντας  ένα  πρωτογενές  αντίσωμα  το  οποίο  είναι  άμεσα  προσδεμένο  με  έναν 
ηλεκτρονιόπυκνο σημαντή, όπως είναι ο κολλοειδής χρυσός(άμεση ανοσοσήμανση). Για μια 
ευρεία  ποικιλία  λόγων  όμως,  είναι  συνήθως  περισσότερο  πλεονεκτική  η  χρήση  μιας 
έμμεσης  μεθόδου  στην  οποία  το  πρωτογενές  αντίσωμα  δεν  προσδένεται  σε  έναν  άμεσα 
ανιχνεύσιμο σημαντή. Οι τεχνικές αυτές περιλαμβάνουν την ανίχνευση των μη σημασμένων 
πρωτογενών  αντιγόνων  από  αντιδραστήρια  μεταλο  –  συνδεδεμένων  αντι  – 
ανοσοσφαιρινών(αντι  –  αντισώματα)  ή  βακτηριακά  προϊόντα  με  ιδιότητες  πρόσδεσης 
ανοσοσφαιρίνης. 

Οι μέθοδοι της έμμεσης ανοσοσήμανσης προσφέρουν πολλά πλεονεκτήματα. Κυριότερο 
αυτών είναι πως κάθε επίπεδο αντισώματος θεωρητικά επιτρέπει αύξηση του σήματος100, 
101.  Αυτό  είναι  ιδιαίτερα  θετικό  στην  περίπτωση  που  ο  αντιγονικός  καθοριστής  που 
εξετάζεται κατανέμεται με μικρή συχνότητα στο σώμα της τομής ή το πρωτογενές αντίσωμα 
είναι χαμηλής ποιότητας. Επειδή τα υψηλής ποιότητας προσδεδεμένα με κολλοειδή χρυσό 
αντισώματα  είναι  συχνά  ακριβά  ή  δύσκολα  στην  παρασκευή,  η  χρήση  ενός  μόνο 
δευτερογενούς  αντιδραστηρίου  με  διάφορα  διαφορετικά  πρωτογενή  αντισώματα 
προσφέρει αξιοσημείωτη οικονομία. 

Από  την  άλλη  πλευρά,  οι  τεχνικές  έμμεσης  ανοσοσήμανσης  είναι  εξ  ορισμού 
περισσότερο πολύπλοκες και χρονοβόρες απ’ ότι οι τεχνικές άμεσης ανοσοσήμανσης. Είναι 
δύσκολο  να  γίνουν  ταυτόχρονα  στον  ίδιο  ιστό  πειράματα  διπλής  σήμανσης  με  δύο 
πρωτογενή  αντισώματα  του  ίδιου  είδους  και  ισοτύπου.  Τέλος,  η  ανάλυση  στην  τελική 
εικόνα  μειώνεται  λίγο  με  κάθε  επιπλέον  επίπεδο  ανοσοσήμανσης,  πράγμα που αποτελεί 
εμπόδιο αν ακριβής εντοπισμός των αντιγονικών επιτόπων είναι επιθυμητός. 

 
Μη ειδική πρόσδεση 
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Εκτός από τις ιστο – ειδικές αλληλεπιδράσεις, ένα ή περισσότερα από τα αντιδραστήρια 
που  χρησιμοποιούνται  στην  ανοσοηλεκτρονική  μικροσκοπία  συχνά  προσδένεται  σε 
συστατικά  του  κυττάρου  ή  του  ιστού  με  μη  ειδικό  τρόπο,  όπως  για  παράδειγμα  μέσω 
ηλεκτροστατικών ή υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων, ομοιοπολικών δεσμών με υπολείματα 
ενεργών  αλδεϋδομάδων  του  μονιμοποιητή.  Αυτό  οδηγεί  στη  λεγόμενη  background 
χρώση(χρώση του υποστρώματος/υποβάθρου ή του φόντου της εξεταζόμενης περιοχής) η 
οποία  πρέπει  να  διαχωριστεί  από  την  ειδική  σήμανση.  Η  χρήση  και  εφαρμογή  δοκιμών 
αρνητικού  ελέγχου  του  πειράματος,  είναι  μια  σημαντική  μέθοδος  αναγνώρισης  της 
background  χρώσης.  Ένας  άλλος  τρόπος  αναγνώρισης  είναι  η  παρουσία  σημαντή  σε 
περιοχή όπου δεν υπάρχει ιστός ή σε ασυνέχειες του ιστού. 

Δεν υπάρχει τρόπος να εξαλειφτεί τελείως η χρώση υποστρώματος, είναι όμως δυνατό 
να  μειωθεί  στο  ελάχιστο  δίνοντας  ιδιαίτερη  προσοχή  στις  λεπτομέρειες  κατά  την 
πειραματική  διαδικασία.  Εξάλλου,  η  παρουσία  μη  ειδικής  πρόσδεσης  δείχνει  στην  πράξη 
πως  το  δευτερογενές  αντίσωμα  έχει  χορηγηθεί  σωστά  στις  τομές.  Είναι  απαραίτητο  πριν 
την  προσθήκη  του  δευτερογενούς  αντισώματος  στις  τομές,  αυτό  να  υφίσταται 
φυγοκέντριση  προκειμένου  να  καθιζάνουν  τυχόν  συσσωματώματα  των  μορίων  του 
αντισώματος. 

Μια αρχική επώαση των τομών σε διάλυμα μη αντιδρώσας πρωτεΐνης, όπως η BSA και 
επακόλουθη προσθήκη της πρωτεΐνης ως φορέα στο διαλύτη του αντιδραστηρίου μπορεί 
να  μειώσει  τη  background  χρώση  δραστικά.  Αυτή  η  πρακτική  συχνά  ονομάζεται 
αποκλεισμός με βάση το υψηλό μοριακό βάρος(high molecular weight blocking). Επίσης, μη 
ανοσοποιημένος ορός από το ίδιο είδος με αυτό από το οποίο προέρχεται το δευτερογενές 
αντίσωμα(επομένως είναι απίθανο να αντιδράσει μαζί του) είναι καλή επιλογή ως πρωτεΐνη 
φορέας. Τέλος, προσθήκη μικρής ποσότητας απορρυπαντικού στο διαλύτη, παραδείγματος 
χάριν 0,05% Tween – 20) μπορεί επίσης να βοηθήσει να μειωθεί η μη ειδική σήμανση. 

 
Κολλοειδής χρυσός 
Ο  σημαντής  που  χρησιμοποιείται  κατά  κύριο  λόγο  στη  σύγχρονη  ανοσοηλεκτρονική 

μικροσκοπία  είναι  ο  κολλοειδής  χρυσός102‐107.  Κάτω  από  τις  σωστές  συνθήκες  τα  άλατα 
χρυσού  σχηματίζουν  σταθερά  σφαιρικά  σωματίδια  που  μπορούν  να  καλυφθούν  με  μια 
ποικιλία  πρωτεϊνών,  συμπεριλαμβανομένων  ανοσοσφαιρινών  και  προσδετών  που 
συνδέονται σε ανοσοσφαιρίνες.  

Τα σωματίδια του κολλοειδούς χρυσού μπορούν να παραχθούν σε ένα εύρος μεγεθών 
από  λιγότερο  του  1nm  μέχρι  και  περίπου  250nm,  αν  και  συχνότερα  χρησιμοποιούνται 
σωματίδια  της  τάξης  5  –  20nm  για  την  ανοσοηλεκτρονική  μικροσκοπία.  Σωματίδια 
διαφορετικών μεγεθών προσδεμένα σε διαφορετικό αντιδραστήριο(αντίσωμα) μπορούν να 
διακριθούν  ως  διαφορετικά  στο  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο,  επιτρέποντας  έτσι  την 
ταυτόχρονη χρώση για περισσότερα από ένα αντιγόνα που μας ενδιαφέρουν.  Το μέγεθος 
των σωματιδίων του κολλοειδούς χρυσού μπορεί να καθοριστεί από τις συνθήκες κάτω από 
τις οποίες το κολλοειδές παρασκευάζεται106, 107. Αναγωγή χλωριούχου χρυσού με κίτρινο ή 
λευκό φώσφορο παράγει μικρά σωματίδια(περίπου 5nm), με ασκορβικό νάτριο παράγονται 
σωματίδια μεγέθους περίπου 12nm ενώ το κιτρικό νάτριο χρησιμοποιείται για να παράγει 
σωματίδια 16  – 150nm106.  Καθαρισμός  των  σωματιδίων  χρυσού  σε  ένα  μικρότερο  εύρος 
μεγεθών  μπορεί  να  επιτευχθεί  με  διαφορική  υπερφυγοκέντριση    με  διαβάθμιση 
συγκέντρωσης είτε σε γλυκερόλη είτε σε σουκρόζη104. 

Τα σωματίδια του κολλοειδούς χρυσού μπορούν να καλυφθούν με μια μεγάλη ποικιλία 
αντισωμάτων  και  πρωτεϊνών  που  προσδένουν  αντισώματα,  τα  οποία  προσροφώνται  μη 
ομοιοπολικά στην επιφάνεια του σωματιδίου. Αυτή η επικάλυψη του σωματιδίου όχι μόνο 
προάγει την ειδική πρόσδεση των σωματιδίων στα αντιγόνα, αλλά και εμποδίζει τη σύντηξη 
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του ενός με το άλλο. Όλα τα σωματίδια θα φέρουν τυπικά στην επιφάνειά τους πολλαπλά 
μόρια ανοσοσφαιρίνης σε ποσότητα ανάλογη του εμβαδού της επιφάνειάς τους. 

Σωματίδια  χρυσού  μικρότερα από 5nm  σε  διάμετρο  μπορούν  να  κατασκευαστούν  και 
έχουν  το  πλεονέκτημα  της  αυξημένης  διεισδυτικότητας  στο  δείγμα.  Τυπικά  σωματίδια 
χρυσού  μεγέθους  1  –  3nm  σε  διάμετρο  ονομάζονται  υπερμικρά  σωματίδια  χρυσού  και 
παράγονται  με  τρόπο  παρόμοιο  με  αυτόν  για  τα  μεγαλύτερα  σωματίδια108. Μια  δεύτερη 
οικογένεια  σωματιδίων  αποτελείται  από  έναν  πυρήνα  ατόμων  χρυσού  ενωμένων 
ομοιοπολικά  σε  ένα  κάλυμμα  οργανικών  μορίων.  Η  οικογένεια  αυτή  περιλαμβάνει  το 
Nanogold:  ένα  σωματίδιο  χρυσού  διαμέτρου  1,4nm  που  περιέχει  περίπου  67  άτομα 
χρυσού109, 110 και το undecagold: ένα σωματίδιου χρυσού που περιέχει 11 άτομα χρυσού110, 

111.  Σε  αντίθεση  με  τα  τυπικά  σωματίδια  του  κολλοειδούς  χρυσού,  τα  αντιδραστήρια 
συνδέονται  με  το  nanogold  και  undecagold  μέσω  ομοιοπολικών  δεσμών  με  οργανικούς 
συνδέτες  στην  επιφάνεια  του  σωματιδίου,  με  το  πλεονέκτημα  της  σταθερότητας  του 
σωματιδίου και το στοχευμένο προσανατολισμό του αντισώματος ώστε να είναι οι περιοχές 
πρόσδεσης εκτεθειμένες και προσβάσιμες. 
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Ερευνητικός στόχος 
 

Έως  τώρα  πολύ  λίγα  είναι  γνωστά    σχετικά  με  την  ακριβή  θέση  των  πρωτεϊνών  στα 
διάφορα σημεία του σπειράματος του νεφρού των θηλαστικών. Οι περισσότερες πρωτεΐνες 
έχουν  απομονωθεί  και  χαρακτηριστεί  αλλά  η  τοπολογία  τους  εντός  του  σπειράματος 
παραμένει  άγνωστη  σε  μικροσκοπικό  επίπεδο.  Πειράματα  ανοσοφθορισμού,  που 
περιλαμβάνουν  την  απεικόνιση  σε  οπτικό  μικροσκόπιο,  δείχνουν  προσεγγιστικά  που 
εντοπίζονται πολλές από τις πρωτεΐνες αυτές. Μόνο για την ποδοσίνη και τη νεφρίνη έχουν 
γίνει  εκτεταμένες  έρευνες  και  είναι  πλέον  γνωστή  η  θέση  της  εκατέρωθεν  του  λεπτού 
διαφράγματος. 

Αποτέλεσμα του γεγονότος αυτού είναι πως η γνωστή θέση της ποδοσίνης θα βοηθήσει 
κατ’  αρχήν  να  καθοριστεί  ένα  σύνολο  από  εξειδικευμένες  τεχνικές  έγκλεισης  και 
ανοσοεντοπισμού αποκλειστικά και μόνο για ιστό από νεφρό θηλαστικών. Η τεχνικές αυτές 
θα είναι τέτοιες ώστε να συνδυάζουν καλή μορφολογική διατήρηση του ιστού, διατήρηση 
των αντιγονικών επιτόπων ώστε να προκύπτουν τα βέλτιστα αποτελέσματα. 

Δευτερευόντως,  αφού  θα  έχουν  καθοριστεί  αυτές  οι  στάνταρ  τεχνικές  έγκλεισης  και 
ανοσοεντοπισμού, θα είναι δυνατό να εφαρμοστούν σε πρωτεΐνες των οποίων η τοπολογία 
είναι  άγνωστη.  Στη  συγκεκριμένη  εργασία  θα  επικεντρωθούμε  στο  να  εντοπίσουμε  την 
ακριβή θέση της πρωτεΐνης Akt η οποία περιγράφηκε παραπάνω. 



37 

 

 

Υλικά και μέθοδοι 
 
Υλικά και συσκευές 
Στην παρούσα πτυχιακή χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω: 
  Α.  Χημικές  ουσίες,  διαλύματα,  αντιδραστήρια,  αντισώματα.  Οι  περισσότερες 

χημικές  ουσίες  είναι  από  τις  εταιρίες  Sigma – Aldrich, Tousimis,  Scharlau, Agar  Scientific, 
Polysciences, Fluka 

• Απεσταγμένο νερό 
• Νερό για HPLC(Chromasolv Plus) 
• Αιθανόλη 
• Ακετόνη 
• Παραφορμαλδεΰδη 
• Γλουταραλδεΰδη 
• Τετροξείδιο του οσμίου 
• Οξικό ουρανύλιο 
• Εποξική ρητίνη 
• Ρητίνη Lowicryl HM20 
• Οξείδιο του προπυλενίου 
• Διχλωροπροπυλένιο 
• Formvar 
• DPX mounting medium 
• Μπλε του μεθυλενίου 
• Διάλυμα κακοδυλικού νατρίου 
• Δισόξινο φωσφορικό νάτριο 
• Μονόξινο φωσφορικό νάτριο 
• Υδροχλωρικό οξύ 
• Goat serum 5% σε PBS 
• Fab goat – anti – mouse 0,1mg/ml σε PBS 
• Podocin Ab rabbit – anti – mouse 
• Colloidal gold Ab goat – anti – rabbit 10nm (AURION, The Netherlands) 
• Akt Ab rabbit – anti – mouse 
• BSA 
• Υγρό άζωτο 

 
Β. Υλικά 

• Γυάλινα φιαλίδια(Glass vials, Agar Scientific Limited) 
• Πιπέτες Pasteur 
• Αναδευτήρες 
• Eppendorf tubes(Micro tubes 1,5ml, 39x10mm, Sarstedt) 
• Falcon tubes(Sarstedt) 
• Γυάλινες φλάσκες(Ilmabor TGI, Germany) 
• Ξύλινες σπάτουλες 
• Cell  culture  plates(Disposables  for  cell  culture,  Nalge  Nunc  International, 

Denmark) 
• Blue & yellow tips(Greiner Labortechnik) 
• Διηθητικό χαρτί(Filter Paper 9.0cm Whatman) 
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• Φίλτρα διηθήσεως 0,2μm(Puradisc 25mm Whatman) 
• Κέρινες πλάκες(Dental wax, Tousimis) 
• Parafilm(American Can Company) 
• Σύριγγες(5ml, BD Plastipak) 
• Λαβίδες μη μανγητικές(Dumont & Fils, Switzerland) 
• Grids(Agar Scientific, G2300N, 300 Square Mesh, Nickel 3,05mm) 
• Γυάλινα μαχαίρια μικροτόμου 
• Αδαμάντινο μαχαίρι μικροτόμου Diatome Ultra 45o 
• Beem capsules(Size 00, Agar Scientific) 
• Gelatin capsules(Size 03, Agar Scinetific) 
• Gelatin capsules(Size 1, Leica Microsystems) 
• Specimen processing capsules(Agar Scientific) 
• Plastic capsules(D13xH18mm fine mesh base, Leica Microsystems) 
• Plastic capsules(D5xH10mm, Leica Microsystems) 
• Plastic beekers 
• Plastic pipets(3ml, Leica Microsystems) 
• Γάντια(Powderfree Gloves, Digitil N) 
• Block matrix 
• Αντικειμενοφόροι πλάκες(76x26mm, Labocon, Germany) 
• Καλυπτρίδες(22x22mm, Ilmglas) 
• Βλεφαρίδα 

 
Γ. Συσκευές: 

• Συσκευή κατασκευής γυάλινων μαχαιριών LKB knifemaker 7800 
• Οπτικό μικροσκόπιο Nikon eclipse E800 
• Υπερμικροτόμος LKB 2088 Ultrotome V 
• Ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης JEM – 100C, Jeol 
• Πλάκα θέρμανσης LKB 2208 Multiplate 
• Συσκευή έγκλεισης σε χαμηλή θερμοκρασία EMAFS 1, Leica 
• Ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης JEM – 2100C, Jeol 
• Κλίβανος υψηλής θερμοκρασίας L – C Oven, Lab – Line Instruments 
• Λάμπα UV για πολυμερισμό, Leica Microsystems 
• Πιπέτες Gilson(Gilson, France) 
• Συσκευές ανάδευσης(shakers, mixers, Gallenkamp) 
• Πεχάμετρο(sensION3, Hach) 
• Ηλεκτρονικός ζυγός εργαστηρίου(FEJ – H, FWE) 

 
Σειρές ποντικών 
Για  τη  διεξαγωγή  της  παρούσας  εργασίας  χρησιμοποιήθηκαν  οι  ακόλουθες  σειρές 

ποντικών: υγιη ποντίκια balb – c και ποντίκια NZBW – New Zealand Black & White πάσχοντα 
από συστηματικό ερυθηματώδη λύκο. (υγιή ποντίκια balb-c και ποντίκια NZBW (New Zealand 
black&white) πάσχοντα από συστηματικό ερυθηματώδη λύκο χωρίς θεραπεία, είτε μετά από 
θεραπεία με ραπαμυκίνη). 

Πιο συγεκριμένα, τα υγιή, ενήλικα balb – c ποντίκια χρησιμοποιήθηκαν ως control για τα 
πειράματα. Τα δε NZBW διακρίθηκαν στις πιο κάτω κατηγορίες: 

Ν19: είναι ενήλικα ποντίκια τα οποία πάσχουν από συστηματικό ερυθηματώδη λύκο και 
παρουσιάζουν  ήπια(μέτρια)  μεσαγγειακή  υπερτροφία,  τμηματική  σκλήρυνση,  διάταση 
σωληναρίων και διάμεση φλεγμονή. Δεν έχουν λάβει θεραπευτική αγωγή. 
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Ν21:  όπως  και  τα  προηγούμενα,  πάσχουν  από  συστηματικό  ερυθηματώδη  λύκο  και 
παρουσιάζουν σπειραματοσκλήρυνση, ατροφία καθώς και διάμεση φλεγμονή. Ούτε αυτά 
τα ποντίκια έχουν λάβει θεραπεία. 

Ν28:  ποντίκια  πάσχοντα  από  συστηματικό  ερυθηματώδη  λύκο  αλλά  έχουν  λάβει 
θεραπεία με ραπαμυκίνη. 

 
1. Έγκλειση  ιστού  ποντικού  για  παρατήρηση  σε  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  με  εποξική 

ρητίνη Durcupan ACMm Fluca(κλασσική έγκλειση) 
 
 
Διαλύματα:  

• Μονιμοποιητής 2% PFA, 2% GDA σε 0,1M PBS με pH=7,4 
• PBS 
• Τετροξείδιο του οσμίου σε PBS 1% 
• Αιθανόλη 30%, 50%, 70%, 80%, 90% και 100% 
• Ξηρή αιθανόλη 
• Propylene oxide 
• Διάλυμα 3/4 propylene oxide και 1/4 ρητίνης 
• Διάλυμα 1/2 propylene oxide και 1/2 ρητίνης 
• Διάλυμα 1/4 propylene oxide και 3/4 ρητίνης 
• Ρητίνη 100% 

 
1.1 Παρασκευή εποξικής ρητίνης 
Για  την  παρασκευή  της  εποξικής  ρητίνης  χρησιμοποιούνται  τέσσερα  συστατικά  σε 

συγκεκριμένες  αναλογίες  προκειμένου  να  παρασκευαστεί  η  ελάχιστη  ποσότητα,  όπως 
φαίνεται ακολούθως. 

10gr από το μονό συστατικό Α(single component A, M epoxy resin) 
10gr από το μονό συστατικό Β(single component B) 
0,3gr από το μονό συστατικό C(single component C) 
0,3gr από το μονό συστατικό D(single component S, plasticizer) 
 Επιπλέον ποσότητα μπορεί να παρασκευαστεί με  το  ίδιο πολλαπλάσιο  της ποσότητας 

του κάθε επιμέρους συστατικού. 
Σε  ένα  πλαστικό  δοχείο,  εντός  απαγωγού,  με  τη  βοήθεια  ζυγαριάς  ακριβείας, 

προστίθενται  με  τη  σειρά  τα  συστατικά  Α  και  Β.  Το  μείγμα  αναδεύεται  καλά  με  ξύλινη 
σπάτουλα,  όσο  το  δυνατόν  πιο  ήπια,  για  να  μη  δημιουργούνται  φυσαλίδες  αέρα.  Στη 
συνέχεια  προστίθενται  στο  μείγμα  τα  συστατικά  C  και D  και  γίνεται  και  πάλι  ανάδευση 
ήπια,  όπως  προηγουμένως.  Με  την  ανάδευση  το  μείγμα  θα  αποκτήσει  ένα  πορτοκαλί 
χρώμα. Από το σημείο αυτό και έπειτα η ανάδευση με τη σπάτουλα γίνεται πιο έντονη έως 
ότου  το  μείγμα  να  αποκτήσει  υφή  γαλακτώματος.  Στο  τέλος,  σκεπάζουμε  το  δοχείο  της 
έτοιμης, πλέον, ρητίνης με αλουμινόχαρτο και το αφήνουμε ώστε να φύγουν οι φυσαλίδες 
αέρα που έχουν παγιδευτεί. 

 
1.2 Μέθοδος 
Η μέθοδος της έγκλεισης που ακολουθεί, είναι μια πολύ συνηθισμένη μορφή έγκλεισης, 

εξ’ ου και κλασσική έγκλειση, η οποία χρησιμοποιείται σε μια ευρεία ποικιλία ιστών, τόσο 
ζωικών όσο και φυτικών με τη διαφορά ότι ανάλογα με το είδος επιτυγχάνεται διαφορετικό 
αποτέλεσμα  τόσο  στη  μονιμοποίηση  όσο  και  στην  αντικατάσταση.  Να  σημειωθεί  στο 
σημείο αυτό πως εφεξής ο όρος έγκλειση θα χρησιμοποιείται άτυπα ώστε να περιγράψει 
συνολικά τη διαδικασία μονιμοποίησης και αντικατάστασης που υφίσταται ένας ιστός. 
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Αφού  πάρουμε  το  τμήμα  ιστού  που  μας  ενδιαφέρει  από  την  πηγή,  εν  προκειμένω 
τμήματα  νεφρού  από  ποντίκια,  αυτός  κόβεται  σε  μικρά  τεμάχια  και  τοποθετείται  σε 
διάλυμα μονιμοποιητή για χρονικό διάστημα 1 – 2 ωρών, ανάλογα με το αν τα ιστοτεμάχια 
είναι σε μέγεθος που επιτρέπει γρήγορη διείσδυση του μονιμοποιητή ή πιο βραδεία. Μετά 
τη  μονιμοποίηση,  αφαιρείται  το  διάλυμα  του  μονιποιητή  και  προστίθεται  ρυθμιστικό 
διάλυμα  ώστε  να  εκπλυθούν  τα  ιστοτεμάχια  από  περίσσεια  ποσότητας  μονιμοποιητή.  Η 
έκπλυση επαναλαμβάνεται δυο φορές σε θερμοκρασία 4οC από μισή ώρα η κάθε μία. 

Μετά το buffer  έκπλυσης σειρά έχει η  χρήση διαλύματος  τετροξειδίου  του οσμίου.  Το 
τετροξείδιο του οσμίου αποτελεί χρωστική ειδική για την ηλεκτρονική μικροσκοπία καθώς 
αντιδρά με τα λιπίδια των κυτταρικών μεμβρανών τα οποία διασυνδέονται δημιουργώντας 
αλυσίδες  οσμικού  οξέος.  Αφού  αφαιρεθεί  το  διάλυμα  έκπλυσης,  τοποθετείται  διάλυμα 
τετροξειδίου του οσμίου στο οποίο ο ιστός παραμένει για περίπου 2 ώρες στους 4οC. Μετά 
τη  χρώση οσμίου,  γίνεται  έκπλυση  των  ιστών 2  φορές με  ρυθμιστικό διάλυμα PBS  στους 
4οC, από 20 λεπτά έκαστη. 

Στο  στάδιο  της  αφυδάτωσης  που  ακολουθεί,  όπως  έχει  ήδη  γίνει  γνωστό,  θα 
αντικατασταθεί  η  υδατική  φάση  από  οργανική.  Για  το  σκοπό  αυτό  τα  ιστοτεμάχια 
εμβαπτίζονται  σε  διαδοχικά  διαλύματα  αυξανόμενης  συγκέντρωσης  αιθανόλης  ώστε  η 
αντικατάσταση να γίνεται ήπια και σταδιακά. Πρώτα χρησιμοποιείται διάλυμα αιθανόλης 
συγκέντρωσης 30%  και  στη  συνέχεια 50%.  Στο  επόμενο  στάδιο  χρησιμοποιείται  διάλυμα 
70% αιθανόλης και 7% οξικού ουρανυλίου. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται άυξηση της 
αντίθεσης  κατά  την  παρατήρηση  στο  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο.  Συνεχίζεται  η  διαδικασία 
της αφυδάτωσης με τους  ιστούς να εμβαπτίζονται διαδοχικά σε διάλυμα αιθανόλης 70%, 
80%,  90%  και  100%.  Το  κάθε  στάδιο  διεξάγεται  σε  θερμοκρασία  4οC  εκτός  από  το 
τελευταίο(100%)  που  γίνεται  σε  θερμοκρασία  δωματίου  και  για  χρονική  διάρκεια  20 
λεπτών. Εν συνεχεία οι  ιστοί τοποθετούνται σε διάλυμα ξηρής αιθανόλης για 20 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου ώστε να μειωθούν στο ελάχιστο τυχόν υπόλοιπα νερού, στάδιο το 
οποίο επαναλαμβάνεται αυτούσιο μια ακόμα φορά. 

Τα  δείγματα  πλέον  είναι  ελεύθερα  υδατικής  φάσης,  επομένως  είναι  συμβατά  με  τη 
φύση της ρητίνης, στην οποία θα εγκλειστούν. Αρχικά πραγματοποιούνται δυο εκπλύσεις 
με οξείδιο του προπυλενίου για μισή ώρα έκαστη σε θερμοκρασία δωματίου και, ύστερα οι 
ιστοί  τοποθετούνται  διαδοχικά  σε  αυξανόμενη  συγκέντρωση  ρητίνης.  Πρώτα  
τοποθετούνται  σε  διάλυμα  που  περιέχει  3  μέρη  οξειδίου  του  προπυλενίου  και  1  μέρος 
ρητίνης για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου, έπειτα υπό τις ίδιες συνθήκες σε ένα δεύτερο 
διάλυμα που περιέχει 1 μέρος ρητίνης και 1 μέρος οξειδίου του προπυλενίου και τέλος σε 
ένα τρίτο διάλυμα που περιέχει 1 μέρος οξειδίου του προπυλενίου και 3 μέρη ρητίνης. 

Μετά  το  στάδιο  αυτό,  που  αποκαλείται  στάδιο  εμποτισμού(infiltration)  οι  ιστοί 
τοποθετούνται σε διάλυμα καθαρής ρητίνης σε θερμοκρασία δωματίου για ένα βράδυ σε 
συνεχή, ήπια ανάδευση. 

Τέλος, τα δείγματα μεταφέρονται σε beem κάψουλες ή σε μια φόρμα(block matrix) και 
τοποθετούνται  σε  κλίβανο  στους 50οC  για  τουλάχιστον  24  ώρες ώστε  να  πολυμεριστεί  η 
ρητίνη και κάθε ιστοτεμάχιο να βρίσκεται στην άκρη ενός συμπαγούς block. 

Τα  έτοιμα  block  φυλάσσονται  σε  θερμοκρασία  δωματίου,  σε  μέρος  σκιερό  χωρίς 
υγρασία. 

 
2. Έγκλειση  ιστού  ποντικού  για  παρατήρηση  σε  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  με  ρητίνη 

Lowicryl HM20 σε χαμηλή θερμοκρασία με τη βοήθεια συσκευής AFS 
 
Διαλύματα 

• Μονιμοποιητής: 2% PFA, 0,5% GDA σε 0,1M PBS με pH=7,4 
• 0,1M PBS με pH=7,4 
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• Αιθανόλη 30%, 50%, 70%, 100% 
• Ξηρή αιθανόλη 
• Διάλυμα 1/4 ρητίνης και 3/4 αιθανόλης 
• Διάλυμα 1/2 ρητίνης και 1/2 αιθανόλης 
• Διάλυμα 3/4 ρητίνης και 1/4 αιθανόλης 
• Ρητίνη 100% 

 
2.1 Παρασκευή ρητίνης Lowicryl 
Η  ρητίνη  Lowicryl  HM20  για  να  παρασκευαστεί  χρειάζεται  να  συνδυαστούν  τρία 

επιμέρους συστατικά στις ελάχιστες ποσότητες που αναφέρονται κάτωθι: 
2,98gr από το συστατικό D(Crosslinker D) 
17,02gr από το συστατικό Ε(Monomer E) 
0,10gr από το συστατικό C(Initiator C) 
Σε ένα πλαστικό δοχείο, εντός απαγωγού, με τη βοήθεια ζυγαριάς ακριβείας μετρώνται 

οι ποσότητες. Πρώτα προστίθεται στο δοχείο το συστατικό D με τη βοήθεια πιπέτας Pasteur 
και  στη  συνέχεια  το  Ε.  Το  μίγμα  που  προκύπτει  αναδεύεται  ήπια  με  ξύλινη  σπάτουλα  ή 
γυάλινη  ράβδο  μέχρι  να  προκύψει  ένα  διάλυμα  ομοιόμορφο  σε  όλη  του  την  έκταση, 
διαυγές και με χαμηλό ιξώδες, σχεδόν σαν νερό.  Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται ώστε κατά 
την  ανάδευση  να  μη  δημιουργηθούν  φυσαλίδες.  Μετά  από  μερικά  δευτερόλεπτα 
ανάδευσης,  το  δοχείο  καλύπτεται  με  parafilm.  Μετράται  στη  ζυγαριά  η  επιθυμητή 
ποσότητα του συστατικού C, και προστίθεται και αυτό στο διάλυμα των D και E. Γίνεται και 
πάλι ανάδευση όπως προηγουμένως έως ότου διαλυθεί πλήρως η σκόνη που προστέθηκε. 
Αφού  η  ρητίνη  πλέον  είναι  έτοιμη,  το  περιέχον  δοχείο  σφραγίζεται  καλά  με parafilm  και 
καπάκι και φυλάσσεται στο ψυγείο στους 4οC. 

 
2.2 Μέθοδος 
Το  ιδιαίτερο  χαρακτηριστικό  αυτού  του  τύπου  της  έγκλεισης  είναι  πως  γίνεται  εξ’ 

ολοκλήρου  σε  θερμοκρασία  κάτω  της  φυσιολογικής,  με  εξαίρεση  τη  μονιμοποίηση  των 
ιστοτεμαχίων.  Για  το  λόγο  αυτό  απαιτούνται  ιδιαίτερες  τεχνικές  χειρισμού  καθώς  και  η 
χρήση μιας συσκευής η αναλυτική χρήση της οποίας θα περιγραφεί παρακάτω. 

Αφού  γίνει  η  νεφρεκτομή,  με  τη  βοήθεια  νυστεριού  κόβονται  από  την  επιθυμητή 
περιοχή όσα ιστοτεμάχια μας ενδιαφέρουν σε μέγεθος που σε καμία περίπτωση δεν πρέπει 
να  ξεπερνούν  το  1  κυβικό  χιλιοστό.  Τα  ιστοτεμάχια  τοποθετούνται  σε  διάλυμα 
μονιμοποιητή για 1 ώρα και στη συνέχεια εκπλένονται με ρυθμιστικό διάλυμα για 10 λεπτά. 
Ύστερα αφήνονται όλο το βράδυ σε buffer έκπλυσης. Οι τρεις αυτές διεργασίες γίνονται σε 
θερμοκρασία 4οC. 

Στη  συνέχεια  ξεκινά  το  στάδιο  της  αφυδάτωσης  με  πρώτο  βήμα  την  επώαση  των 
ιστοτεμαχίων σε διαλύματα αιθανόλης. Πρώτα σε διάλυμα αιθανόλης 30% στους 0οC για 30 
λεπτά, ύστερα σε διάλυμα αιθανόλης 50% στους ‐10οC για 30 λεπτά, σε διάλυμα αιθανόλης 
70% στους ‐25οC για 30 λεπτά και τέλος ακολουθούν δύο διαδοχικές επωάσεις σε αιθανόλη 
100% για 30 λεπτά έκαστη, η πρώτη στους ‐40οC και η δεύτερη στους ‐50οC. 

Στη φάση αυτή οι ιστοί είναι έτοιμοι, ελεύθεροι πλέον νερού, να έρθουν σε επαφή με τη 
ρητίνη. Το κάθε τεμάχιο ιστού τοποθετείται διαδοχικά σε διάλυμα αιθανόλης – ρητίνης για 
1 ώρα στους ‐50οC. Πρώτα σε διάλυμα που περιέχει 1/4 ρητίνης και 3/4 αιθανόλης, ύστερα 
σε διάλυμα που περιέχει 1/2 ρητίνης και 1/2 αιθανόλης και τέλος σε διάλυμα που περιέχει 
3/4 ρητίνης και 1/4 αιθανόλης. Ακολουθεί ένα στάδιο όπου οι ιστοί βρίσκονται σε καθαρή 
ρητίνη  για  1  ώρα  και  τέλος  τοποθετούνται  σε  νέα  ρητίνη  για  ένα  βράδυ  ώστε  να 
εμποτιστούν καλά. Τα δύο τελευταία βήματα, όπως και τα προηγούμενα της αφυδάτωσης 
διεξάγονται σε θερμοκρασία ‐50οC. 
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Την επόμενη μέρα, τα δείγματα υφίστανται ακόμα μια αλλαγή της καθαρής ρητίνης στην 
οποία  επωάζονται  για  1  ώρα,  έπειτα  τοποθετούνται  στις  κατάλληλα  κατασκευασμένες 
κάψουλες ώστε να προκύψουν τα blocks για κοπή λεπτών τομών. 

Οι  κάψουλες  αυτές,  καθεμία  με  ένα  ιστοτεμάχιο,  τοποθετούνται  όρθιες  σε  δοχείο  με 
ξηρή  αιθανόλη.  Ολόκληρη  η  διάταξη  τοποθετείται  κάτω  από  λάμπα  υπεριώδους 
ακτινοβολίας και με αυτό τον τρόπο γίνεται ο πολυμερισμός της ρητίνης ο οποίος λαμβάνει 
χώρα σε δύο στάδια: το πρώτο γίνεται στους ‐50οC για 48 ώρες και το δεύτερο στους 0οC 
για 24 ώρες. 

Τα blocks πλέον είναι έτοιμα για κοπή σε μικροτόμο και φυλάσσονται μακριά από την 
υγρασία και την άμεση ηλιακή ακτινοβολία. 

 
2.3 Περιγραφή της συσκευής AFS και ανάλυση της μεθόδου 
Η συσκευή LEICA EMAFS1 είναι ένα μηχάνημα που βοηθάει σε μεθόδους έγκλεισης που 

απαιτούν συνθήκες πολύ  χαμηλής θερμοκρασίας(κάτω  των 0οC). Όπως φαίνεται  και  στην 
εικόνα  που  ακολουθεί,  το  AFS  είναι  μια  διάταξη  που  περιλαμβάνει  ένα  δοχείο  υγρού 
αζώτου,  απαραίτητο  για  την  επίτευξη  των  χαμηλών  θερμοκρασιών  και  από  έναν  πάγκο 
εργασίας στο κέντρο  του οποίου βρίσκεται ο ψυχρός θάλαμος, μέσα στον οποίο γίνονται 
όλοι  οι  χειρισμοί  καθώς  και  οι  επωάσεις  των  ιστών  στα  εκάστοτε  χημικά  που 

χρησιμοποιούνται. Ο έλεγχος της συσκευής γίνεται από τον πίνακα ελέγχου, στα δεξιά του 
πάγκου εργασίας, απ’ όπου ρυθμίζονται όλες οι συνθήκες για την διαδικασία. 

Η  μέθοδος  που  θα  περιγραφεί  είναι  η  λεγόμενη  PLT(Progressive  Lowering  of 
Temperature)  στην  οποία  γίνεται  σταδιακή  μείωση  της  θερμοκρασίας  έγκλεισης  σε  κάθε 
ένα στάδιο της όλης διαδικασίας. 
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Πριν γίνει αναλυτική περιγραφή της διαδικασίας, σκόπιμο είναι να γίνει αναφορά στον 
επιμέρους  εξοπλισμό  που  θα  χρησιμοποιηθεί  ώστε  να  είναι  εκ  των  προτέρων  γνωστή  η 
χρήση των επιπλέον εξαρτημάτων και αναλώσιμων. 

Όπως ήδη αναφέρθηκε, ο πάγκος εργασίας διαθέτει στο κέντρο του τον ψυχρό θάλαμο. 
Μέσα στον ψυχρό θάλαμο τοποθετούνται οι ιστοί καθώς και τα υγρά στα οποία πρέπει να 
εμβαπτιστούν  τα  ιστοτεμάχια  σε  κάθε  στάδιο  της  αντικατάστασης.  Κάθε  διαφορετικό 
χημικό  που  χρησιμοποιείται,  τοποθετείται  μέσα  σε  ένα  λείο  μεταλλικό  δοχείο,  το  λείο 
beeker. Μέσα στο λείο beeker τοποθετούνται οι ιστοί μέσα σε ειδικά «καλαθάκια», δηλαδή 
κάψουλες με διάτρητο πυθμένα ώστε να υπάρχει συνεχής ροή διαλύματος αντικατάστασης 
μεταξύ  του  λείου  beeker  και  της  κάψουλας  με  τον  ιστό.  Μέσα  σε  κάθε  λείο  beeker 
τοποθετούνται  μέχρι  3  καλαθάκια,  με  διαφορετικό  είδος  ιστού  το  καθένα,  ενώ  μέσα  σε 
κάθε  καλαθάκι  τοποθετούνται  όσα  ιστοτεμάχια  θέλουμε(πρακτικά  ο  αριθμός  των 
ιστοτεμαχίων είναι πεπερασμένος, αφού αν υπάρχουν υπερβολικά τεμάχια ιστού μέσα στο 
καλαθάκι, δε θα γίνεται ανταλλαγή του διαλύματος εντός και εκτός του καλαθιού. Επίσης 
μέσα στον ψυχρό θάλαμο, έχουμε πάντα διηθητικό χαρτί η χρήση του οποίου θα φανεί στη 
συνέχεια, κατά την περιγραφή της μεθόδου. 

Μια σημαντική παράμετρος στο AFS είναι η χρήση του κατάλληλου temperature range 
tube,  το  οποίο  είναι  ένα  σωληνάριο  που  καθορίζει  την  παροχή  αζώτου  ανάλογα  με  την 
ελάχιστη θερμοκρασία που πρέπει να επιτευχθεί σε κάθε στάδιο, ώστε να ελαχιστοποιείται 
η  κατανάλωση  του  αζώτου  εντός  του  δοχείου(dewar).  Ουσιαστικά,  ακόμα  κι  αν  δεν 
τοποθετηθεί κανένα  tube θερμοκρασίας στην οπή παροχής αζώτου, η θερμοκρασία εντός 
του ψυχρού θαλάμου θα είναι η επιθυμητή κάθε φορά, απλώς η κατανάλωση αζώτου θα 
είναι πολύ μεγαλύτερη. 

Άλλα εξαρτήματα που θα χρησιμοποιηθούν κατά τη διάρκεια της αντικατάστασης είναι 
δύο ειδών ματ beeker, στο ένα εκ των οποίων τοποθετούνται ζελατινικές κάψουλες και στο 
άλλο  πλαστικές  κάψουλες  που  ουσιαστικά  αποτελούν  και  το  καλούπι  για  τη  δημιουργία 
των blocks. Επίσης θα χρησιμοποιηθεί ένα ακτινωτό εξάρτημα που εφαρμόζει σε πλαστικές 
κάψουλες ώστε να μπορεί ο χρήστης να τις ανασύρει από το διάλυμα της ρητίνης καθώς 
και ένας άξονας με βάση που τοποθετείται   σε λείο beeker  και  χρησιμοποιείται κατά  τον 
πολυμερισμό. 

Στο σημείο αυτό σκόπιμο είναι να αναφερθεί πως το AFS υποστηρίζει προγραμματισμό 
και  δυνατότητα  μνήμης,  ώστε  κάθε  στάδιο  της  αντικατάστασης  να  είναι  ένα  ξεχωριστό 
πρόγραμμα και να μη χρειάζεται εκ νέου ρύθμιση των συνθηκών σε κάθε κύκλο έγκλεισης. 
Ο  προγραμματισμός  και  οι  ρύθμιση  του  μηχανήματος,  όμως,  δε  θα  περιγραφεί  στην 
παρούσα εργασία. 

Όλη  η  διαδικασία  ξεκινάει  από  το  στάδιο  της  αφυδάτωσης.  Η  μονιμοποίηση  των 
δειγμάτων  έχει  ήδη  γίνει  καθώς  και  τα  απαραίτητα  ξεπλύματα  και  τα  ιστοτεμάχια 
βρίσκονται  πλέον  σε  ρυθμιστικό  διάλυμα  για  συντήρηση.  Σε  ένα  καθαρό  λείο  beeker 
προστίθεται  ποσότητα  αιθανόλης  30%  και  σε  ένα  άλλο  λείο  beeker  τοποθετείται 
ρυθμιστικό  διάλυμα  έκπλυσης  και  κάψουλες  με  διάτρητο  πυθμένα(εφεξής  καλαθάκια) 
καθένα από τα οποία φέρει ετικέτα με το κωδικό όνομα του είδους του ιστού γραμμένο με 
μολύβι. Η ποσότητα του κάθε διαλύματος μέσα σε κάθε beeker είναι περίπου 5 έως και το 
πολύ  10ml.  Στο  λείο  beeker  με  τα  καλαθάκια  τοποθετούνται  προσεκτικά  με  τη  βοήθεια 
πλαστικής πιπέτας ή σπάτουλας ένα – ένα τα ιστοτεμάχια σε κάθε αντίστοιχο καλαθάκι. Τα 
beekers τοποθετούνται στον ψυχρό θάλαμο, μαζί με διηθητικό χαρτί, ενώ επιλέγεται και το 
κατάλληλο  tube  θερμοκρασιακού  εύρους  και  τοποθετείται  στον  αγωγό  παροχής  αζώτου. 
Στο  σημείο αυτό  ρυθμίζεται  και  ο  διακόπτης TF  ο  οποίος  καθορίζει  την  ποσότητα ατμών 
αζώτου  που  δημιουργούνται  στο  θάλαμο  όσο  αυτός  παραμένει  ανοιχτός,  προκειμένου  η 
θερμοκρασία του να παραμένει σταθερή ακόμα κι όταν υπάρχει ανταλλαγή θερμότητας με 
το περιβάλλον. 
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Ο θάλαμος κλείνει  και στη συνέχεια επιλέγεται από  τον πίνακα ελέγχου  το επιθυμητό 
πρόγραμμα. Αρχικά θα γίνει αφυδάτωση, επομένως επιλέγεται  το αντίστοιχο πρόγραμμα, 
στη συνέχεια επιλέγεται εκκίνηση του προγράμματος και αμέσως μετά παύση. Αυτό γίνεται 
διότι θα πρέπει ο ψυχρός θάλαμος να αποκτήσει σταδιακά τη θερμοκρασία των 0οC ώστε 
και τα ιστοτεμάχια να μην υποστούν θερμοκρασιακό σοκ με το να εκτεθούν σε τόσο μεγάλη 
διαφορά  θερμοκρασίας  σε  μικρό  χρονικό  διάστημα.  Εκκινώντας  το  πρόγραμμα  η 
θερμοκρασία  πέφτει  σταδιακά,  αλλά  η  παύση  του  προγράμματος  εμποδίζει  το  χρόνο  να 
«τρέχει». 

Εφόσον επιτευχθεί η επιθυμητή θερμοκρασία των 0οC, γίνεται μεταφορά των δειγμάτων 
από το beeker με το ρυθμιστικό διάλυμα, στο άλλο beeker με το διάλυμα αιθανόλης 30%. 
Το κάθε καλαθάκι μεταφέρεται από το ένα beeker στο άλλο αφού πρώτα αποστραγγιστεί η 
περίσσεια  διαλύματος  έκπλυσης  και  αφού  στη  συνέχεια  απορροφηθεί  το  υπόλειμμα 
διαλύματος από το διηθητικό χαρτί που βρίσκεται στο θάλαμο. Εφόσον γίνει η μεταφορά 
όλων  των  καλαθιών  με  τα  ιστοτεμάχια,  γίνεται  συνέχιση  του  προγράμματος  από  την 
κατάσταση  παύσης  στην  οποία  βρισκόταν  και  με  αυτό  τον  τρόπο  ξεκινάει  το  στάδιο  της 
αφυδάτωσης. 

Το  στάδιο  της  30%  αιθανόλης  διαρκεί  30  λεπτά.  Όταν  αυτός  ο  χρόνος  παρέλθει,  η 
συσκευή,  ούσα προγραμματισμένη,  θα αρχίσει από μόνη  της  να μειώνει  τη θερμοκρασία 
στο  επίπεδο  του  επόμενου  σταδίου,  δηλαδή  στους  ‐10οC.  Στο  σημείο  αυτό,  σε  ένα  άλλο 
λείο beeker προστίθεται διάλυμα αιθανόλης 50% και τοποθετείται εντός του θαλάμου για 
να κρυώσει. Λόγω διαφοράς θερμοκρασίας μεταξύ του νέου λείου beeker που προστέθηκε 
στο  θάλαμο  και  του  θαλάμου,  η  θερμοκρασία  θα  σταματήσει  να  μειώνεται  για  κάποιο 
διάστημα.  Όταν  αρχίσει  να  μειώνεται  ξανά  σημαίνει  ότι  έχει  πάρει  τη  θερμοκρασία  του 
ψυχρού  θαλάμου  και  επομένως  μπορεί  να  γίνει  η  μεταφορά  των  δειγμάτων  στο  νέο 
διάλυμα  αιθανόλης  υψηλότερης  συγκέντρωσης.  Με  τον  ίδιο  τρόπο  που  περιγράφηκε 
προηγουμένως,  το  κάθε  καλαθάκι  στραγγίζεται  από  το  διάλυμα  στο  οποίο  βρίσκεται  και 
αφήνεται  πάνω  σε  διηθητικό  χαρτί  ώστε  να  φύγουν  υπολείμματα  διαλύματος,  χωρίς 
βέβαια  να  στεγνώσουν.  Το  beeker  με  την  30%  αιθανόλη  αφαιρείται  από  το  θάλαμο  και 
πλένεται, ενώ εντός του θαλάμου προστίθεται διηθητικό χαρτί για επόμενη χρήση αν αυτό 
είναι απαραίτητο. Να σημειωθεί ότι υπάρχει η περίπτωση ο χρήστης να μην προλάβει να 
κάνει τις αλλαγές από το ένα διάλυμα στο άλλο στο χρόνο που του δίνει το μεσοδιάστημα 
μεταξύ  των  δύο  σταδίων  επώασης  σε  αιθανόλη.  Στην  περίπτωση  αυτή  ο  χρήστης  κάνει 
παύση  του  προγράμματος  μέχρι  να  ολοκληρώσει  την  εργασία  του,  διαφορετικά  το 
μηχάνημα θα προχωρήσει στο να «τρέξει»  το χρόνο του επόμενου σταδίου αφυδάτωσης. 
Μετά  το  πέρας  των  αλλαγών,  γίνεται  συνέχιση  του  προγράμματος  όπως  προηγουμένως 
ώστε να επωαστούν οι ιστοί στο νέο διάλυμα. 

Μισή ώρα μετά,  το  δεύτερο  στάδιο  της  αφυδάτωσης  έχει  ολοκληρωθεί,  επομένως  με 
την  ίδια  διαδικασία  που  έχει  περιγραφεί  γίνεται  μεταφορά  των  ιστών  σε  διάλυμα 
αιθανόλης 70% στην οποία τα δείγματα θα επωαστούν και πάλι για μισή ώρα στους ‐25οC. 

Μετά  το  πέρας  και  του  τρίτου  σταδίου  αφυδάτωσης  η  μείωση  της  θερμοκρασίας  θα 
είναι  περισσότερο  δραστική,  επομένως  πρέπει  να  γίνει  αλλαγή  του  σωληναρίου 
θερμοκρασιακού εύρους. Αφαιρείται το πρώτο από τον αγωγό αζώτου προσεκτικά επειδή 
λόγω  χαμηλής  θερμοκρασίας  οι  τριβές  είναι  μεγαλύτερες  και  υπάρχει  κίνδυνος  να 
ανασηκωθεί ολόκληρος ο θάλαμος από  τη θέση  του,  γι’ αυτό καλό είναι  να εφαρμόζεται 
μια  αντίθετης  φοράς  δύναμη,  προς  τα  κάτω.  Τοποθετείται  το  άλλο  σωληνάριο 
θερμοκρασιών  με  προσοχή  ώστε  σταδιακά  να  συστέλλεται  και  να  εισάγεται  ομαλά  στον 
αγωγό, τοποθετείται ένα νέο beeker με αιθανόλη 100%, γίνεται η μεταφορά των δειγμάτων 
και  στη  συνέχεια  εκκινείται  το  πρόγραμμα.  Σε  αυτό  το  στάδιο  είναι  ιδιαίτερα  σημαντικό 
πρώτα να γίνει η μεταφορά των δειγμάτων στο πυκνότερο διάλυμα και μετά να μειωθεί η 
θερμοκρασία  αλλιώς  αν  τα  δείγματα  παραμείνουν  στο  αραιότερο,  η  δραστική  μείωση 
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στους  ‐40οC  μπορεί  να  έχει ως αποτέλεσμα  τη δημιουργία  κρυστάλλων από μόρια  νερού 
που πιθανώς δεν αντικαταστάθηκαν ακόμα από οργανική φάση.  Το στάδιο αυτό διαρκεί, 
όπως και τα προηγούμενα, 30 λεπτά. 

Το τελευταίο στάδιο της αφυδάτωσης περιλαμβάνει την επώαση των δειγμάτων ξανά σε 
100%  αιθανόλη  για  μισή  ώρα,  στους  ‐50οC  αυτή  τη  φορά.  Όπως  έχει  περιγραφεί,  τα 
ιστοτεμάχια μεταφέρονται σε νέο διάλυμα απόλυτης αιθανόλης και «τρέχει», κατ’ αυτό τον 
τρόπο, το τελευταίο στάδιο αφυδάτωσης. Σε αυτό το σημείο πρέπει να τονιστεί ότι μεταξύ 
των δύο  τελευταίων  σταδίων δεν  υπάρχει  διαφορά θερμοκρασίας,  πράγμα που σημαίνει 
ότι δε θα υπάρχει διαθέσιμος χρόνος μεταξύ των δύο σταδίων ώστε να γίνει η αλλαγή στα 
δείγματα. Κατά συνέπεια, θα πρέπει ο χρήστης να κάνει παύση του τελευταίου σταδίου και 
να κάνει τη μεταφορά των δειγμάτων προτού συνεχίσει το πρόγραμμα. 

Στο σημείο αυτό, τα δείγματα έχουν ολοκληρώσει το στάδιο της αφυδάτωσης και σειρά 
έχει  το  στάδιο  εμποτισμού  στη  ρητίνη.  Επιλέγεται  το  αντίστοιχο  πρόγραμμα  και  γίνεται 
παύση αυτού, ώστε να διατηρείται η θερμοκρασία του σταθερή στους  ‐50οC.  Στον ψυχρό 
θάλαμο τοποθετείται ένα νέο λείο beeker με την πρώτη αραίωση ρητίνης(1 μέρος ρητίνης 
και 3  μέρη αιθανόλης)  και αφήνεται  να κρυώσει. Ο  χρήστης θα παρατηρήσει πως με  την 
προσθήκη του νέου λείου beeker θα αυξηθεί η θερμοκρασία του θαλάμου κατά μερικούς 
βαθμούς  C.  Όταν  η  θερμοκρασία  στο  θάλαμο  φτάσει  πάλι  τα  κανονικά,  για  το  στάδιο, 
επίπεδα,  σημαίνει  πως  το  προστεθέν  αντικείμενο  έχει  φτάσει  τη  θερμοκρασία  του 
θαλάμου.  Τα δείγματα μεταφέρονται στην αραίωση  της ρητίνης και  γίνεται συνέχιση  του 
προγράμματος  το  οποίο  διαρκεί 1  ώρα.  Στη  συνέχεια  μεταφέρονται  με  τον  ίδιο  ακριβώς 
τρόπο  που  έχει  περιγραφεί  στη  δεύτερη  αραίωση  ρητίνης(1  μέρος  ρητίνης  και  1  μέρος 
αιθανόλης),  στάδιο  το  οποίο  διαρκεί  για  1  ώρα,  επίσης,  στους  ‐50οC,  η  διαδικασία 
επαναλαμβάνεται  ομοίως  για  την  τρίτη  αραίωση  ρητίνης(3  μέρη  ρητίνης  και  1  μέρος 
αιθανόλης), ξανά για 1 ώρα στους ‐50οC. Στη συνέχεια σειρά έχει η επώαση των δειγμάτων 
σε καθαρή ρητίνη η οποία γίνεται σε 3 στάδια, στους ‐50οC για 1 ώρα, ολόκληρο το βράδυ 
και για 1 ώρα(την επόμενη μέρα), αντίστοιχα. Οι αλλαγές γίνονται με τον  ίδιο τρόπο που 
έχει περιγραφεί επανειλημμένα. 

Αφού  τα  δείγματα  έχουν  εμποτιστεί  με  καθαρή  ρητίνη,  είναι  πλέον  έτοιμα  να 
τοποθετηθούν  σε  κάψουλες  για  τη  δημιουργία  των blocks.  Η  συσκευή  προγραμματίζεται 
στο  πρόγραμμα  του  πολυμερισμού  ώστε  η  θερμοκρασία  να  μένει  σταθερή  στους  ‐50οC. 
Στον  ψυχρό  θάλαμο  τοποθετείται  ένα  λείο  beeker  με  καθαρή  ρητίνη  η  οποία  θα 
χρησιμοποιηθεί ως stock  διάλυμα.  Τοποθετούνται,  επίσης,  ένα ματ beeker  με  ζελατινικές 
κάψουλες  και  ένα  ματ  beeker  με  κεντρικό  στέλεχος.  Στο  δεύτερο  αυτό  beeker 
τοποθετούνται  πλαστικές  κάψουλες  καθώς  και  ποσότητα  ρητίνης.  Αφού  η  θερμοκρασία 
τους  πέσει  στους  ‐50οC,  μεταφέρεται  με  προσοχή  κάθε  ιστοτεμάχιο  σε  μια  πλαστική 
κάψουλα  εντός  του  ματ  beeker  με  τη  βοήθεια  πλαστικής  πιπέτας.  Στο  σημείο  αυτό 
απαιτείται  ιδιαίτερη  προσοχή  το  άκρο  της  πιπέτας  να  μην  απομακρύνεται  από  το 
μικροπεριβάλλον  του  θαλάμου  γιατί  δημιουργείται  πάγος  στα  τοιχώματά  της.  Μετά  την 
προσθήκη  του  ιστοτεμαχίου,  καλό  είναι  να  τοποθετείται  και  ένα  κομμάτι  χαρτί  με  την 
κωδική  ονομασία  του  ιστού,  γραμμένη  με  μολύβι,  ώστε  να  είναι  εύκολα αναγνωρίσιμος. 
Αφού και οι 8 πλαστικές κάψουλες έχουν καταληφθεί από ένα ιστοτεμάχιο η καθεμία, στη 
συνέχεια  το  ακτινωτό  εξάρτημα  εφαρμόζεται  πάνω  από  κάθε  κάψουλα  και  έτσι 
μεταφέρονται όλες στο beeker με  τις  ζελατινικές κάψουλες κατά τρόπο τέτοιο ώστε κάθε 
μια  πλαστική  κάψουλα  να  εισαχθεί  σε  μια  ζελατινική  ώστε  να  μην  υπάρχει  διαφυγή 
ρητίνης.  Στη  συνέχεια,  αφαιρούνται  από  το  θάλαμο  όλα  τα  περιττά  αντικείμενα, 
τοποθετείται ένα λείο beeker με κάθετο άξονα το οποίο έχουμε γεμίσει με ξηρή αιθανόλη 
και πάνω στον κάθετο άξονα στερεώνουμε το ακτινωτό εξάρτημα το οποίο τώρα φέρει στην 
κάτω πλευρά του τις κάψουλες με τα ιστοτεμάχια. Η ξηρή αιθανόλη χρησιμοποιείται για να 
δεσμεύει  τυχόν  υγρασία  που  μπορεί  να  υπάρχει  στο  θάλαμο  αλλά  και  για  τη  δέσμευση 
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θερμότητας αφού ο πολυμερισμός είναι εξώθερμη αντίδραση. Τα blocks δεν κινδυνεύουν 
από την αιθανόλη γιατί είναι καλυμμένα από τις ζελατινικές κάψουλες. Σε αυτό το στάδιο 
έχει  γίνει  ήδη  εκκίνηση  του  προγράμματος  πολυμερισμού  το  οποίο  βρίσκεται  σε  παύση, 
τοποθετείται πάνω από το θάλαμο ειδική λάμπα εκπομπής υπεριώδους ακτινιβολίας και με 
τη συνέχιση του προγράμματος η λάμπα ανάβει αυτόματα και πολυμερίζει την υγρή ρητίνη. 
Ο πολυμερισμός γίνεται σε δυο βήματα: Το πρώτο διεξάγεται στους ‐50οC για 48 ώρες και 
το  δεύτερο  στους  0οC  για  24  ώρες.  Μετά  το  στάδιο  του  πολυμερισμού,  τα  blocks  είναι 
έτοιμα  για  κοπή  σε  μικροτόμο  και  περεταίρω  διαδικασίες  ανάλογα  με  τη  φύση  του 
πειράματος. 

 
3. Έγκλειση  ιστού  ποντικού  για  παρατήρηση  σε  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  με  ρητίνη 

Lowicryl HM20  σε  χαμηλή θερμοκρασία με  τη  βοήθεια συσκευής AFS(εναλλακτική 
εκδοχή της μεθόδου 2) 

 
Η  προκειμένη  περίπτωση  έγκλεισης,  όπως  αναφέρεται  και  στον  τίτλο,  είναι  μια 

παραλλαγή  της  μεθόδου  που  περιγράφηκε  στο  χωρίο  2.  Όλες  οι  διαδικασίες 
αντικατάστασης είναι ίδιες, όμως η μονιμοποίηση έγινε με διαφορετικά μέσα. Ουσιαστικά 
χρησιμοποιήθηκαν  τμήματα  ιστού  τα  οποία  μονιμοποιήθηκαν  το  καθένα  με  διαφορετικό 
είδος  μονιμοποιητή  και  για  διαφορετικούς  χρόνους.  Συγκεκριμένα,  οι  μονιμοποιητές  που 
χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή τη μέθοδο είναι οι κάτωθι: 

• PFA 4% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 2% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 1% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 4% και GDA 0,25% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 2% και GDA 0,25% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 1% και GDA 0,25% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 4% και GDA 0,1% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 2% και GDA 0,1% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 1% και GDA 0,1% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 4% και GDA 0,05% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 2% και GDA 0,05% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PFA 1% και GDA 0,05% σε PBS 0,1M με pH=7,4 

Τα δείγματα χωρίστηκαν σε δυο ομάδες Α και Β και μονιμοποιήθηκαν για 1 ώρα και 2 
ώρες αντίστοιχα. 

Στη συνέχεια έγινε η έγκλειση με τη βοήθεια της συσκευής EMAFS με τον ίδιο ακριβώς 
τρόπο που έχει περιγραφεί παραπάνω. 

 
4. Κατασκευή  πλεγμάτων(grids)  με  μεμβράνη  formvar  για  παρατήρηση  τομών  σε 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
 
4.1 Γενικά 
Ένα  μειονέκτημα  της  ρητίνης  Lowicryl,  σε  αντίθεση  με  τις  εποξικές  ρητίνες,  είναι  πως 

είναι  πολύ  ευαίσθητη  στην  υπερέκθεση  στην  ηλεκτρονιακή  δέσμη  του  ηλεκτρονικού 
μικροσκοπίου.  Συνέπεια  της  υπερέκθεσης  είναι  η  ρητίνη(και  κατ’  επέκταση  ο  ιστός)  να 
καίγεται και συνεπώς η τομή να καταστρέφεται. Άμεση συνέπεια είναι ότι πρέπει να βρεθεί 
τρόπος ώστε οι τομές να μπορούν να ανθίστανται στην καταπόνηση από την ηλεκτρονιακή 
δέσμη. Ο τρόπος αυτός είναι η επένδυση της μιας πλευράς των grids με μεμβράνη formvar. 
Το  formvar  είναι  ένα υλικό σε σκόνη,  το οποίο διαλυόμενο σε 1,2‐διχλωρο‐αιθάνιο,  δίνει 
ένα πολυμερές υλικό υπό τη μορφή λεπτής μεμβράνης κατά την επαφή του με το νερό. 
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4.2 Υλικά και διαλύματα 
• Σκόνη Formvar 
• 1,2‐διχλωρο‐αιθάνιο 
• Απεσταγμένο νερό(nanopure) 

 
4.3 Μέθοδος 
Το  formvar  βρίσκεται  σε  μορφή  σκόνης.  Μετράται  η  επιθυμητή  ποσότητα  σκόνης 

formvar σε ζυγό εργαστηρίου και τοποθετείται σε γυάλινη φιάλη. Στη συνέχεια προστίθεται 
ο τελικός όγκος 1,2‐διχλωρο‐αιθανίου ανάλογα με την περιεκτικότητα σε formvar που είναι 
η  επιθυμητή  και  τέλος  γίνεται  καλή  ανάδευση  ώστε  να  διαλυθεί  πλήρως  η  σκόνη.  Το 
παρασκεύασμα φυλάσσεται στους 4οC. 

Στην παρούσα εργασία το διάλυμα formvar που χρησιμοποιήθηκε είναι περιεκτικότητας 
0,7% w/v, η οποία δίνει μια μεμβράνη ικανοποιητικού πάχους για παρατήρηση. 

Αρχικά, ένας ικανοποιητικός αριθμός από grids τοποθετείται σε ειδική μήτρα για grids, η 
οποία βρίσκεται στο κέντρο δοχείου με σιφώνιο και στρόφιγγα αποστράγγισης. Εντός του 
δοχείου  υπάρχει  απεσταγμένο  νερό.  Η  μήτρα  αυτή  διαθέτει  οπές  διαμέτρου  λίγο 
μικρότερης  από  τη  διάμετρο  ενός  grid.  Κάθε  ένα  grid  τοποθετείται  σε  μια  οπή.  Εφόσον 
πάνω στη μήτρα υπάρχει ο επιθυμητός αριθμός από grids, αφήνεται η επιφάνεια του νερού 
να ηρεμήσει και στη συνέχεια, με τη βοήθεια μιας πιπέτας παστέρ, αφήνεται να πέσει μια 
σταγόνα  από  το  διάλυμα  formvar  που  προηγουμένως  έχει  παρασκευαστεί.  Η  άκρη  της 
πιπέτας πρέπει να βρίσκεται σε απόσταση μερικών χιλιοστών από την επιφάνεια του νερού 
ώστε να μη δημιουργηθούν κύματα στην επιφάνεια από την πρόσκρουση της σταγόνας. 

Μέσα σε λίγα δευτερόλεπτα και από την κατάλληλη οπτική γωνία, φαίνεται η μεμβράνη 
που  δημιουργήθηκε  στην  επιφάνεια  του  νερού,  πάνω  από  τη  μήτρα  των  grids.  Με  μια 
λαβίδα  γίνεται  έλεγχος αν  η  μεμβράνη  είναι  συνεχής  σε  όλη  της  την  έκταση.  Στο  σημείο 
αυτό, ανοίγει η στρόφιγγα ώστε να φύγει σιγά – σιγά το νερό από το δοχείο. Έπειτα με τη 
βοήθεια λαβίδας ανασηκώνεται η μήτρα με τα grids προσεκτικά ώστε να μη φύγουν από τη 
θέση  τους  και  τοποθετείται  σε  τριβλίο  Petri  στο  οποίο  προηγουμένως  έχει  τοποθετηθεί 
απορροφητικό χαρτί. Αφού τα grids στεγνώσουν καλά, αφήνονται πάνω στη μήτρα, μέσα 
στο τριβλίο καλυμμένα, ώστε να μη γεμίζουν με σκόνη και υγρασία. 

 
5. Προετοιμασία  των  ιστών  πριν  την  παρατήρηση:  εστίαση  στην  επιθυμητή  περιοχή, 

δημιουργία τομών 
 
Αφού πλέον έχει ολοκληρωθεί η έγκλειση των ιστοτεμαχίων, τα οποία βρίσκονται τώρα 

ένα σε κάθε συμπαγές block, σειρά έχει η κοπή του κάθε block για τη δημιουργία τομών για 
παρατήρηση. Η πάγια τακτική που ακολουθείται και που ακολουθήθηκε και στην παρούσχα 
εργασία είναι η εξής: 

Αρχικά γίνεται  κοπή  του block  κατά  τέτοιο  τρόπο ώστε ο  ιστός  να βρίσκεται στο άκρο 
ακριβώς του block ώστε όσες τομές κι αν προκύψουν να φέρουν και τμήμα ιστού. Ο ιστός 
κεντράρεται ώστε να διευκολύνει  το χρήστη κατά την εργασία του. Αφού δοθεί στο άκρο 
του  block  που  φέρει  τον  ιστό  ένα  συγκεκριμένο,  διακριτό  σχήμα  –  τραπέζιο  συνήθως  – 
λαμβάνονται μερικές τομές πάχους 1mm και τοποθετούνται σε μια σταγόνα ύδατος επάνω 
σε  αντικειμενοφόρο  πλάκα  η  οποία  αφήνεται  επάνω  σε  θερμή  πλάκα(hot  plate).  Όταν 
στεγνώσει  το  νερό,  οι  τομές  βρίσκονται  πάνω  στην  αντικειμενοφόρο  σε  πολύ  κοντινή 
απόσταση  η  μια  από  την  άλλη.  Πάνω  στις  τομές  προστίθεται  μια  σταγόνα  χρωστικής 
methylene  blue  και  αντικειμενοφόρος  αφήνεται  και  πάλι  να  στεγνώσει.  Αν  το  διάλυμα 
χρωστικής δεν είναι αραιωμένο, τότε απλώς προστίθεται μια σταγόνα χρωστικής και αφού 
περάσουν  μερικά  δευτερόλεπτα,  ξεπλένεται  με  απεσταγμένο  νερό.  Οι  τομές  πλέον  είναι 
βαμμένες και παρατηρούνται εύκολα σε οπτικό μικροσκόπιο. 
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Κατά  την  παρατήρηση  γίνεται  προσπάθεια  εντοπισμού  της  επιθυμητής  περιοχής  την 
οποία  θέλουμε  να  μελετήσουμε.  Στην  παρούσα  εργασία  γίνεται  μελέτη  στα  σπειράματα 
του  νεφρού,  επομένως  το  ενδιαφέρον  εστιάζεται  εκεί.  Ο  χρήστης  του  μικροσκοπίου 
σχεδιάζει  την  περιοχή  που  βλέπει  καθώς  και  τις  σχετικές  θέσεις  των  σπειραμάτων.  Στη 
συνέχεια γίνεται αντιστοίχηση του επί χάρτου σχεδίου και του σχήματος του block ώστε να 
εστιαστεί περισσότερο η περιοχή που περιέχει σπειράματα και να μειωθεί ταυτόχρονα και 
το  εμβαδόν  των  τομών  που  θα  προκύψουν  για  την  παρατήρηση  στο  ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο. 

Αφού γίνει η απαραίτητη εστίαση στο block, αρχίζει η διαδικασία του sectioning δηλαδή 
της  κοπής  υπερλεπτών  τομών  πάχους  περίπου  40  –  50nm,  οι  οποίες  συλλέγονται  στην 
επιφάνεια  του  grid.  Αν  το  grid  είναι  επικαλυμμένο  με  μεμβράνη  formvar,  οι  τομές  θα 
πρέπει  να  βρίσκονται  στην  πλευρά  της  μεμβράνης  ώστε  να  σταθεροποιούνται  απ’  αυτή 
κατά την έκθεσή τους στην ηλεκτρονιακή δέσμη. 

 
6. Εντοπισμός πρωτεϊνών νεφρικών κυττάρων με τη μέθοδο του ανοσοχρυσού, σε υγιή 

ποντίκια, με τη χρήση αντισωμάτων για την πρωτεΐνη ποδοσίνη 
 
Διαλύματα 

• 0,5% Bovine Serum Albumin(BSA) σε PBS 0,1Μ με pH=7,4 
• Πρωτογενές αντίσωμα για ποδοσίνη τύπου rabbit – anti – mouse 1:100 σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Δευτερογενές αντίσωμα τύπου goat – anti – rabbit προσδεδεμένο με σωματίδια 

χρυσού 10nm αραίωσης 1:40 σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Απεσταγμένο νερό 

 
6.1 Γενικά 
Η  διαδικασία  του  ανοσοεντοπισμού  για  ηλεκτρονική  μικροσκοπία  αφορά  τα  τμήματα 

ιστού που βρίσκονται  πάνω στην  επιφάνεια  των grid.  Επειδή αυτά  είναι  πολύ μικρές  και 
ευαίσθητες  δομές,  όλη  η  διαδικασία  γίνεται  σε  ειδικά  δισκία(plates)  τα  οποία  περιέχουν 
πηγαδάκια  σε  κάθε  ένα  από  τα  οποία  εισάγεται  το  αντίστοιχο  διάλυμα  και  τα  grids 
τοποθετούνται  διαδοχικά στα πηγαδάκια με  τα αντίστοιχα διαλύματα.  Το  κάθε πηγαδάκι 
χωράει  μια  σταγόνα  διαλύματος,  δηλαδή  40μl,  επομένως  είναι  δυνατόν  να  υπολογιστεί 
κάθε  φορά  ο  συνολικός  όγκος  διαλυμάτων  που  είναι  απαραίτητος  ανάλογα  με  το  πόσα 
δείγματα υπάρχουν και με το πόσες διαφορετικές συγκεντρώσεις αντισωμάτων μελετώνται. 

Στη  συγκεκριμένη  περίπτωση  ανοσοεντοπισμού,  στην  οποία  οι  τομές  προέκυψαν  από 
ποντικό  που  ήταν  υγιής,  σε  αντίθεση  με  την  επόμενη  περίπτωση  όπου  ο  ποντικός  ήταν 
ασθενής, δε θα χρησιμοποιηθούν καθόλου συστήματα blocking(αναλύεται παρακάτω) διότι 
στους  νεφρούς  υγιών  ποντικών  δεν  παρατηρούνται  ανοσοεναποθέσεις,  άρα  η  μη  ειδική 
πρόσδεση των πρωτογενών αντισωμάτων θα πρέπει κανονικά να είναι ελάχιστη. Βέβαια το 
BSA  που  χρησιμοποιείται  για  εκπλύσεις  και  για  την  αρχική  «προσαρμογή»  των  τομών 
διαθέτει και δράση blocking κάτι που όμως δεν είναι αρνητικό. 

 
6.2 Μέθοδος 
Αφού έχουν ελεγχθεί προσεκτικά τα grids που θα χρησιμοποιηθούν ώστε να μην είναι 

τσακισμένα,  να  μην  έχουν  διπλωμένες  τομές  και  να  έχουν  κάλυμμα  formvar,  ξεκινάει  η 
διαδικασία  του  ανοσοεντοπισμού.  Αρχικά  οι  τομές  επωάζονται  σε  BSA  για  μισή  ώρα  σε 
θερμοκρασία  δωματίου  και  αφού  αφαιρεθεί  η  περίσσεια  διαλύματος  με  τη  βοήθεια 
διηθητικού  χαρτιού,  τοποθετούνται  στο  διάλυμα  του  πρωτογενού  αντισώματος  για  την 
ποδοσίνη. Κατά τη μεταφορά των τομών από το ένα διάλυμα στο άλλο απαιτείται ιδιαίτερη 
προσοχή  ώστε  με  ένα  απορροφητικό  χαρτί  να  αφαιρεθεί  από  τα  grids  η  περίσσεια  του 
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προηγούμενου διαλύματος διότι αν δε γίνει αυτό, το επόμενο διάλυμα σε κάθε στάδιο θα 
αραιώνεται σημαντικά ή θα επιμολύνεται από το προηγούμενο. Σε αυτό το στάδιο το plate 
με τις τομές τοποθετείται σε κουτί στον πυθμένα του οποίου έχει επιστρωθεί νωπό χαρτί 
ώστε να υπάρχει υγρασία. Ολόκληρη η διάταξη τοποθετείται σε ψυγείο στους 4οC για ένα 
βράδυ για να δράσει το πρωτογενές αντίσωμα επί των πρωτεϊνών των ιστών. Την επόμενη 
μέρα οι τομές εκπλύνονται 3 φορές με διάλυμα BSA σε PBS από 30 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου υπό ανάδευση. Επωάζονται, εν συνεχεία, στο δευτερογενές αντίσωμα για 1 ώρα 
σε  θερμοκρασία  δωματίου  με  ανάδευση.  Εκπλύνονται  με BSA  3  φορές  από 30  λεπτά  σε 
θερμοκρασία  δωματίου  υπό  ανάδευση  και  τέλος  γίνονται  δύο  πλύσεις  με  απεσταγμένο 
νερό από 5 λεπτά έκαστη. 

Τα grids αφήνονται να στεγνώσουν και μπορούν να παρατηρηθούν την επόμενη μέρα. 
 
7. Εντοπισμός  πρωτεϊνών  νεφρικών  κυττάρων  με  τη  μέθοδο  του  ανοσοχρυσού,  σε 

ασθενή  ποντίκια,  με  τη  χρήση  αντισωμάτων  για  τις  πρωτεΐνες  ποδοσίνη  και 
φωσφορυλιωμένη akt στη θέση 308(p‐aktthr308) 

 
Διαλύματα 

• Goat Serum(GS) 5% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Fab goat – anti – mouse 0,1mg/ml σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• PBS 0,1M με pH=7,4 
• Πρωτογενές  αντίσωμα  για  ποδοσίνη  τύπου  rabbit – anti – mouse 1:50  σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Πρωτογενές αντίσωμα για ποδοσίνη τύπου rabbit – anti – mouse 1:100 σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Πρωτογενές  αντίσωμα  για p‐aktthr308  τύπου  rabbit  –  anti  – mouse 1:50  σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Πρωτογενές αντίσωμα για p‐aktthr308  τύπου  rabbit – anti – mouse 1:100 σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Δευτερογενές αντίσωμα τύπου goat – anti – rabbit προσδεδεμένο με σωματίδια 

χρυσού 10nm αραίωσης 1:50 σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Δευτερογενές αντίσωμα τύπου goat – anti – rabbit προσδεδεμένο με σωματίδια 

χρυσού 10nm αραίωσης 1:100 σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Απεσταγμένο(nanopure) νερό 

 
7.1 Γενικά 
Τα διαλύματα GS και Fab που χρησιμοποιούνται καλούνται κοινώς συστήματα blocking 

ακριβώς  επειδή  μπλοκάρουν  αντιγονικούς  επιτόπους.  Τα  ποντίκια  με  νεφρικές  παθήσεις 
παρουσιάζουν υψηλές συγκεντρώσεις ανοσοεναποθέσεων στα νεφρά, επομένως θα πρέπει 
να καλυφθούν όλες οι μη ειδικές θέσεις πρόσδεσης πριν γίνει η επώαση των δειγμάτων στα 
πρωτογενή αντισώματα. 

Το GS επιτυγχάνει κάλυψη των λεγόμενων παρατόπων, δηλαδή αντιγονικών επιτόπων οι 
οποίοι είναι μεν μη ειδικοί για το πρωτογενές αντίσωμα, λόγω υψηλής συγκέντρωσής τους 
όμως μπορεί αυτό να προσδεθεί πάνω τους μη ειδικά. 

Το δε Fab χρησιμοποιείται προκειμένου να καλυφθούν επιπλέον αντιγονικές θέσεις μη 
ειδικής πρόσδεσης. Το διάλυμα Fab είναι τύπου goat – anti – mouse και περιέχει μόνο τις 
υπερμεταβλητές περιοχές ανοσοσφαιρίνης(εξ’ ου και η ονομασία), οι οποίες συνδέονται σε 
διάφορες  αντιγονικές  επικράτειες  ώστε  να  περιοριστεί  η  μη  ειδική  πρόσδεση  του 
πρωτογενούς  αντισώματος  που  θα  χρησιμποιηθεί.  Ουσιαστικά,  η  δράση  του  Fab  είναι 
συμπληρωματική προς αυτή του GS. 
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7.2 Μέθοδος 
Αρχικά τα grids τοποθετούνται   στο διάλυμα 5% goat serum σε PBS 0,1Μ για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία  περιβάλλοντος.  Έπειτα  γίνεται  αλλαγή  του  διαλύματος  επώασης,  το  οποίο 
είναι  το  διάλυμα  Fab  0,1mg/ml  στο  οποίο  οι  τομές  παραμένουν  για  1,5  ώρες  ξανά  σε 
θερμοκρασία  δωματίου.  Μετά  την  επώαση  στο  Fab  τα  grids  εκπλένονται  3  φορές  επί  5 
λεπτά έκαστη με διάλυμα PBS ώστε να ξεπλυθούν μόρια τα οποία δεν προσδέθηκαν πάνω 
στον  ιστό.  Οι  εκπλύσεις  γίνονται  σε  θερμοκρασία  δωματίου  με  συνεχή  ανάδευση  του 
δισκίου που περιέχει τις τομές. 

Μετά τις εκπλύσεις, τα grids τοποθετούνται στις δυο αραιώσεις του κάθε πρωτογενούς 
αντισώματος, δηλαδή για την ποδοσίνη και για την p‐aktthr308. Την επόμενη μέρα γίνονται 3 
εκπλύσεις με PBS για 30 λεπτά το καθένα σε θερμοκρασία δωματίου με ανάδευση και στη 
συνέχεια προστίθενται οι συγκεντρώσεις του δευτερογενούς αντισώματος το οποίο πρώτα 
φυγοκεντρείται  προκειμένου  να  κατακρημνιστούν  τυχόν  συσσωματώματα  σωματιδίων 
χρυσού. Η  επώαση στις αραιώσεις  του δευτερογενούς αντισώματος  γίνεται  για 1 ώρα με 
συνεχή  ήπια  ανάδευση  σε  θερμοκρασία  περιβάλλοντος.  Έπειτα  οι  τομές  εκπλένονται  και 
πάλι  3  φορές  από  30  λεπτά  καθεμία  σε  θερμοκρασία  περιβάλλοντος  σε  θερμοκρασία 
περιβάλλοντος και τέλος για να ελευθερωθούν οι τομές από άλατα και σκόνες υφίστανται 
δυο  εκπλύσεις  με  απεσταγμένο  νερό,  από  5  λεπτά  η  καθεμία  με  ανάδευση,  σε 
θερμοκρασία περιβάλλοντος. 

Αφού οι τομές στεγνώσουν μπορούν να παρατηρηθούν στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. 
 
8. Εντοπισμός πρωτεϊνών νεφρικών κυττάρων με τη μέθοδο του ανοσοχρυσού, σε υγιή 

ποντίκια, με τη χρήση αντισωμάτων για την πρωτεΐνη p‐aktthr308 
 
Διαλύματα 

• BSA 0,5% σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Πρωτογενές αντίσωμα για p‐aktthr308  τύπου  rabbit – anti – mouse 1:800 σε PBS 

0,1M με pH=7,4 
• Δευτερογενές αντίσωμα τύπου goat – anti – rabbit προσδεδεμένο με σωματίδια 

χρυσού 10nm αραίωσης 1:40 σε PBS 0,1M με pH=7,4 
• Απεσταγμένο νερό 

 
8.1 Γενικά 
Η συγκεκριμένη μέθοδος  έγινε,  όπως αναφέρεται  και στον  τίτλο,  σε υγιή ποντίκια  και 

για το λόγο αυτό δε θα χρησιμοποιουθούν συστήματα blocking μια και τα ποντίκια δε θα 
φέρουν κανονικά στα νεφρά τους ανοσοεναποθέσεις. 

Μια σημαντική διαφορά στη συγκεκριμένη περίπτωση είναι πως αυτή τη φορά γίνεται 
προσπάθεια  εντοπισμού  της  φωσφορυλιωμένης  μορφής  της  κινάσης  akt.  Πιο  ειδικά,  θα 
χρησιμοποιηθεί αντίσωμα για την akt που είναι φωσφορυλιωμένη στη θέση Thr308. 

Η  μέθοδος  που  θα  περιγραφεί  είναι  η  ίδια  με  αυτή  του  χωρίου  6  με  τη  διαφορά  ότι 
αλλάζουν οι χρόνοι των πλύσεων προς τα κάτω αλλά αυξάνονται οι επαναλήψεις τους ώστε 
να λαμβάνεται πιο ειδικό σήμα. 

 
8.2 Μέθοδος 
Αρχικά οι τομές επωάζονται σε διάλυμα BSA για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και 

έπειτα μεταφέρονται στο διάλυμα του πρωτογενούς αντισώματος για όλη νύχτα στους 4οC 
στη διάταξη που έχει ήδη περιγραφεί. Ακολουθούν 4 εκπλύσεις των 20 λεπτών η καθεμία 
με BSA με ανάδευση. Σειρά έχει το δευτερογενές αντίσωμα, στο οποίο επωάζονται οι τομές 
για 1  ώρα  σε  θερμοκρασία  δωματίου  αναδευόμενες.  Ακολουθούν  και  πάλι 4  πλύσεις  με 
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BSA  με  ανάδευση  για 20  λεπτά  η  καθεμία  σε  θερμοκρασία  δωματίου  και  τέλος  οι  τομές 
τοποθετούνται σε απεσταγμένο νερό και να ξεπλυθούν από υπολείμματα BSA. 

 
9. Χρώση  τομών που έχουν υποστεί ανοσοεντοπισμό με διάλυμα οξικού ουρανυλίου 

για δημιουργία αντίθεσης 
 
Υλικά και διαλύματα 

• Διάλυμα οξικού ουρανυλίου 7% 
• Απεσταγμένο νερό 

 
9.1 Γενικά 
Όπως  έχει  αναφερθεί  και  στην  έγκλειση  με  εποξική  ρητίνη,  το  οξικό  ουρανύλιο 

χρησιμοποιείται για να αυξάνεται η αντίθεση στο βιολογικό παρασεκύασμα. Στην έγκλειση 
με AFS η χρήση οξικού ουρανυλίου είναι απαραίτητη καθώς ο ιστός δεν έχει υποστεί άλλου 
είδους χρώση επομένως η παρατήρηση θα είναι δύσκολη. Για το λόγο αυτό πρέπει να γίνει 
επώαση των τομών σε οξικό ουρανύλιο για 5 λεπτά το πολύ. 

 
9.2 Μέθοδος 
Μια  κέρινη  πλάκα,  αρχικά,  καλύπτεται  με  parafilm  η  καθαρή  πλευρά  του  οποίου  να 

βρίσκεται  προς  τα  πάνω.  Πάνω  στην  επιφάνεια  του  parafilm  τοποθετούνται  6  διακριτές 
σταγόνες  διαλύματος  οξικού  ουρανυλίου  σε  κάποια  απόσταση  μεταξύ  τους  και 
σκεπάζονται  με  κάποιο  ειδικό  αυτοσχέδιο  κάλυμμα  από  αλουμινόχαρτο  ώστε  να  μην 
έρχεται  σε  συνεχή  επαφή  ο  χρήστης  με  την  ακτινοβολία  από  το  οξικό  ουρανύλιο. 
Τοποθετείται πρώτα το πρώτο grid πάνω στην πρώτη σταγόνα με τις τομές προς τα κάτω(να 
ακουμπάνε δηλαδή στην επιφάνεια του διαλύματος) και αφού παρέλθει χρόνος 1 λεπτού 
τοποθετείται και δεύτερο grid στη δεύτερη σταγόνα διαλύματος και ούτω καθεξής μέχρι να 
καλυφθούν και οι έξι σταγόνες. 

Αφού τοποθετηθεί και το έκτο grid στην έκτη σταγόνα, τότε το πρώτο grid θα έχει μείνει 
στο οξικό ουρανύλιο για 5 λεπτά, το δεύτερο για 4 κλπ. Επομένως το πρώτο αφαιρείται από 
το  διάλυμα  και  ξεπλένεται  με  απεσταγμένο  νερό  για  να  φύγουν  υπολείμματα  οξικού 
ουρανυλίου. Ύστερα από ένα λεπτό που διαρκεί το ξέπλυμα του πρώτου grid,  το δεύτερο 
θα έχει συμπληρώσει 5 λεπτά στο διάλυμα επομένως αφαιρείται και ξεπλένεται κατά τον 
ίδιο  τρόπο.  Η  ίδια  διαδικασία  ακολουθείται  και  για  τα  υπόλοιπα  grids  τα  οποία  στη 
συνέχεια αφήνονται στο grid box  για να στεγνώσουν πριν  την παρατήρηση. Αν υπάρχουν 
επιπλέον grids, ακολουθείται ακόμα ένας κύκλος επωάσεων στο οξικό ουρανύλιο. 

Ιδιαίτερη  προσοχή  απαιτείται  ώστε  οι  τομές  να  μη  μένουν  επί  μακρόν  στο  οξικό 
ουρανύλιο γιατί υπερβολική έκθεσή τους σε αυτό προκαλεί υπερχρώση και η τελική εικόνα 
που θα προκύπτει  στο μικροσκόπιο  είναι μια όπου όλες οι περιοχές  είναι πολύ σκούρες, 
επομένως χάνεται η επιθυμητή πληροφορία. 
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Αποτελέσματα 
 

1. Έγκλειση ιστού με εποξική ρητίνη 
Η έγκλειση ιστού από νεφρό ποντικού με την κλασσική μέθοδο της έγκλεισης με εποξική 

ρητίνη  χρησιμοποιείται  για  παρατήρηση  της  δομής  και  της  μορφολογίας  του  ιστού  Οι 
εικόνες που προκύπτουν τόσο σε φωτονική όσο και ηλεκτρονική μικροσκοπία απεικονίζουν 
αρκετά καλά τη διαμερισματοποίηση των κυττάρων του ιστού. 

 
Εικόνα φωτονικού μικροσκοπίου όπου απεικονίζεται ξεκάθαρα ένα αγγειώδες σπείραμα 

σε  μεγέθυνση  600x.  Φαίνονται,  επίσης,  το  έλυτρο  Bowman  καθώς  και  τα  σωληναριακά 
κύτταρα  που  το  περιβάλλουν  και  ενδοκυτταρικά  οργανίδια  των  κυττάρων  αυτών.  Η 
φωτογραφία  προέρχεται  από  νεφρό  ποντικού  με  κωδικό  Ν21,  που  υπέστη  έγκλειση  με 
εποξική ρητίνη. 

 
Ακολουθούν  δύο  ακόμα  εικόνες  φωτονικού  μικροσκοπίου  που  απεικονίζουν  ιστό  από 

νεφρό ποντικού με κωδικό Ν28 σε μεγέθυνση 600x, όπως η παραπάνω. Η  έγκλειση έγινε 
και  πάλι  με  εποξική  ρητίνη  και  η  μονιμοποίηση  όπως  αναφέρεται  στο  χωρίο  «Έγκλειση 
ιστού ποντικού για παρατήρηση σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο με εποξική ρητίνη Durcupan 
ACMm  Fluca(κλασσική  έγκλειση)».  Φαίνεται  πόσο  καλά  διατηρείται  η  μορφολογία  και  η 
δομή του ιστού καθώς και η άριστη απεικόνιση των κυτταρικών διαμερισμάτων. 

Στις δυο αυτές φωτογραφίες παρατηρούνται γραμμώσεις στην επιφάνεια  της τομής οι 
οποίες  θα  μπορούσαν  να  παρερμηνευθούν  ως  αποτυχία  της  έγκλεισης.  Ουσιαστικά 
πρόκεται για κακής ποιότητας μαχαίρι που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή των τομών. 
Δεν επηρρεάζεται, εν τούτοις, σε μεγάλο βαθμό η εικόνα που είναι επιθυμητή. 
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Ακολουθούν φωτογραφίες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο από  τομές  ιστού από ποντίκι 
Ν19.  Οι  εικόνες  απεικονίζουν  το  αγγειώδες  σπείραμα,  ποδικές  εκβλαστήσεις  και 
ποδοκύτταρα.  

 
Στη φωτογραφία φαίνονται  οι  ποδικές  εκβλαστήσεις  καθώς  και  βασική μεμβράνη  του 

σπειράματος, καθώς και ο αυλός του τριχοειδούς του σπειράματος με ερυθρά αιμοσφαίρια 
στο εσωτερικό. Ομοίως και στην επόμενη εικόνα. 
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Στη φωτογραφία που ακολουθεί, σε μεγαλύτερη μεγέθυνση, φαίνεται και πάλι η βασική 
μεμβράνη του σπειράματος και η πολυπλοκότητα με  την οποία περιπλέκονται οι ποδικές 
εκβλαστήσεις επί της βασικής μεμβράνης. 

 
Σε  μεγαλύτερη,  ακόμα,  μεγέθυνση  στην  κατωτέρω  φωτογραφία  φαίνεται  και  πάλι  η 

βασική μεμβράνη με τις ποδικές εκβλαστήσεις. 
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Άλλη  μια  γενική  άποψη  ενός  ποδικού  κυττάρου  και  της  βασικής  μεμβράνης  με  τις 
ποδοκυτταρικές εκβλαστήσεις. Στην εικόνα αυτή φαίνεται επίσης και τμήμα αγκύλης. 

 
Όπως  προκύπτει  από  τις  ανωτέρω  φωτογραφίες,  είναι  φανερό  πως  η  εποξική  ρητίνη 

είναι  ιδανική για πειράματα παρατήρησης της δομής και της μορφολογίας ενός  ιστού και 
μπορεί  να  χρησιμοποιηθεί ως μια αρχική  εκτίμηση  για πιθανές παθολογικές  καταστάσεις 
του ιστού. 

Ένα  άλλο  σημνατικό  πλεονέκτημα  της  εποξικής  ρητίνης  είναι  η  ανθεκτικότητα  και  η 
αντίστασή της κατά το βομβαρδισμό από την ηλεκτρονιακή δέσμη, κάτι που φαίνεται από 
το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκαν ασυνέχειες στις τομές λόγω υπερέκθεσης στη δέσμη. 
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2. Έγκλειση ιστού με AFS ύστερα από μονιμοποίηση για 1 ώρα σε μονιμοποιητή 2% 
PFA, 0,5% GDA σε 0,1M PBS με pH=7,4 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η έγκλειση σε χαμηλή θερμοκρασία έχει το πλεονέκτημα της 
μέγιστης  δυνατής  διατήρησης  των  αντιγονικών  επιτόπων  και  είναι  κατάλληλη  για 
πειράματα  ανοσοεντοπισμού.  Αρχικά,  λοιπόν,  είναι  σκόπιμο  να  διαπιστωθεί  το 
απεικονιστικό αποτέλεσμα αυτού του είδους της έγκλεισης. 

 
Στην  εικόνα  αυτή  φαίνεται  σε  μεγέθυνση  400x  ένα  σπείραμα  από  ιστό  που  έχει 

εγκλειστεί σε ρητίνη Lowicryl με τη βοήθεια συσκευής AFS. Η μορφολογία διατηρείται πολύ 
καλά  σε  επίπεδο φωτονικού  μικροσκοπίου,  είναι  όμως φανερή  η  μικρότερη  αντίθεση  εν 
συγκρίσει με αυτή που παρέχει η εποξική ρητίνη. Επίσης, φαίνεται πως η τομή παρουσιάζει 
ζάρες σε διάφορες περιοχές άσχετα με το αν υπάρχει ιστός ή όχι. Αυτό ίσως οφείλεται στο 
ότι  κατά  την  παραγωγή  των  τομών  έρχεται  σε  επαφή  η  υδρόφιλη  ρητίνη  προσωρινά  με 
νερό και αυτό έχει το προαναφερόμενο αποτέλεσμα. 

Το ποντίκι που αποτελεί την πηγή του ιστού είναι Ν21. 
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Στη συνέχεια ακολουθούν φωτογραφίες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου σε τομές από ιστό 
ποντικού Ν19 που έχει εγκλειστεί σε Lowicryl. 

 
Η  παραπάνω  εικόνα  παρουσιάζει  μια  άποψη  των  ποδικών  εκβλαστήσεων  ενός 

ποδοκυττάρου.  
Αξίζει να σημειωθεί ότι κατά την παρατήρηση, η ρητίνη Lowicryl τείνει να καίγεται και να 

δημιουργεί  έντονες  ασυνέχειες  στην  τομή  λόγω  υπερβολικής  έκθεσης  στην  ακτινοβολία. 
Αυτό παρατηρήθηκε σε τομές οι οποίες τοποθετήθηκαν σε grids  χωρίς μεμβράνη  formvar 
και οι οποίες καταστράφηκαν εξ’ ολοκλήρου. 

Συμπερασμτικά λοιπόν, προκύπτει ότι  και η ρητίνη Lowicryl  δίνει  καλή απεικόνιση  της 
μορφολογίας, όχι όμως όπως η εποξική. Παρ’ολα αυτά το αποτέλεσμα είναι ικανοποιητικό 
μια  και  ο  σκοπός  που  εξυπηρετεί  είναι  περισσότερο  ο  εντοπισμός  πρωτεϊνικών  μορίων, 
παρά η μελέτη της δομής. 

 
3. Έγκλειση  ιστού  με  AFS  ύστερα  από  μονιμοποίηση  σε  4%  PFA  για  1  ώρα  και 

ανοσοεντοπισμός για την πρωτεΐνη ποδοσίνη με αραίωση αντισώματος 1:100 με 
βάση τη μέθοδο 6 

Οι φωτογραφίες που θα ακολουθήσουν από το σημείο και έπειτα αφορούν μόνο εικόνες 
από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο αφού πλέον το ενδιαφέρον εστιάζεται καθαρά και μόνο στο 
μικροσκοπικό  επίπεδο  εντοπισμού  πρωτεϊνών.  Το  χωρίο  αυτό  καθώς  και  το  επόμενο(4) 
είναι άμεσα σχετιζόμενα καθώς η μόνη τους διαφορά είναι η διάρκεια μονιμοποίησης των 
ιστοτεμαχίων.  Όλες  οι  εικόνες  παρουσιάζουν  αγγειώδη  σπειράματα,  βασικές  μεμβράνες, 
λεπτό διάφραγμα και η  τάξη μεγέθους φαίνεται σε  κάθε φωτογραφία.  Το σωματίδιο  του 
κολλοειδούς χρυσού φαίνεται ως ένα σημείο εντονότερο οπτικά σε σχέση με το περιβάλλον 
του. 
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Επειδή  το  σωματίδιο  του  κολλοειδούς  χρυσού  έχει  ένα  σημαντικό  όγκο,  σε  μερικές 
φωτογραφίες μπορεί το σωματίδιο να φαίνεται ξεκάθαρα και το υπόβαθρο να είναι ολίγον 
θολό είτε και το αντίστροφο. Αυτό είναι απολύτα φυσιολογικό διότι λόγο της μάζας του, το 
σωματίδιο χρυσού βρίσκεται σε κατά τι υψηλότερο επίπεδο εστίασης από αυτό του ιστού. 
Επομένως,  ανάλογα  με  το  που  γίνεται  κάθε  φορά  η  εστίαση,  η  προκύπτουσα  εικόνα  θα 
παρουσιάζει διαφορές στην ευκρίνειά της. 

Όλες οι φωτογραφίες έχουν προκύψει από τομές ιστών υγιών balb – c ποντικών. 

 
Στην  παραπάνω  φωτογραφία  φαίνονται  οι  ποδοκυτταρικές  προεκβολές  πάνω  στη 

βασική μεμβράνη  του σπειράματος  και με μικρή προσοχή μπορεί  κανείς  να παρατηρήσει 
και  λεπτό  διάφραγμα  που  φαίνεται  αχνά.  Στη  συγκεκριμένη  τομή  λίγοι  κόκκοι  χρυσού 
έχουν προσδεθεί στη μια πλευρά του λεπτού διαφράγματος που ενώνει δύο προεκβολές. 
Με βάση την ισχύουσα γνώση, όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, στη συγκεκριμένη 
τομή η ποδοσίνη έχει εντοπιστεί επιτυχώς. Με δεδομένο το πάχος της τομής(40nm) και τον 
αριθμό  των  μορίων  ποδοσίνης  εκατέρωθεν  κάθε  ενός  λεπτού  διαφράγματος  μεταξύ  δύο 
ποδοκυττάρων,  είναι λογικό να ειπωθεί πως οι  κόκκοι  χρυσού είναι μάλλον πολλοί. Αυτό 
πιθανότατα  οφείλεται  στην αραίωση  του αντισώματος  η  οποία  να  οδήγησε  σε  μη  ειδική 
πρόσδεση  λόγω  αυξημένης  συγκέντρωσης.  Παρατηρείται  ακόμα  πως  η  διατήρηση  της 
μορφολογίας είναι αρκετά καλή όπως έχει ήδη αναφερθεί στην προηγούμενη ενότητα. 
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Η  φωτογραφία  αυτή  δείχνει  ακριβώς  τη  θέση  της  ποδοσίνης  στο  σημείο  που  είναι 
γνωστό ότι  βρίσκεται  με  βάση  τη βιβλιογραφία.  Παρατηρούνται  οι  ποδικές  εκβλαστήσεις 
και ένα μόριο ποδοσίνης κοντά σε μια αχνή δομή που είναι προφανώς το λεπτό διάφραγμα. 

Η  επόμενη φωτογραφία  δείχνει  μια  γενικότερη  άποψη  ποδοκυττάρων  στα  οποία  έχει 
γίνει επιτυχής εντοπισμός μορίων ποδοσίνης. 
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Συμπερασματικά  μπορεί  να  ειπωθεί  ότι  με  τις  συνθήκες  έγκλεισης  που  προηγήθηκαν, 
προέκυψαν αποτελέσματα τα οποία ήταν αναμενόμενα με βάση τη βιβλιογραφία. 

 
4. Έγκλειση  ιστού  με  AFS  ύστερα  από  μονιμοποίηση  σε  4%  PFA  και 

ανοσοεντοπισμός για την πρωτεΐνη ποδοσίνη με αραίωση αντισώματος 1:100 με 
βάση τη μέθοδο 6 

Εδώ παρατίθενται τα αποτελέσματα από ιστό που υπέστη την ίδια διαδικασία έγκλεισης 
και  ανοσοεντοπισμού  όπως  στο  προηγούμενο  υποκεφάλαιο  με  τη  διαφορά  ότι  η 
μονιμοποίηση  διήρκεσε  2  ώρες  αντί  για  1.  Με  τον  τρόπο  αυτό  γίνεται  προσπάθεια  να 
επιτευχθεί η βέλτιστη ποιότητα εικόνας και σήματος. 

 

Η  παρακάτω  φωτογραφία  δείχνει  προεκβολές  ποδοκυττάρων  επί  της  βασικής 
μεμβράνης καθώς και τον εντοπισμό μορίων ποδοσίνης. 
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Ομοίως  και  στη  φωτογραφία  που  ακολουθεί,  όπου  φαίνεται  ξεκάθαρα  και  η  βασική 
μεμβράνη. 

 
Στις δύο τελευταίες φωτογραφίες φαίνονται και πάλι ποδικές εκβλαστήσεις επάνω στη 

βασική  μεμβράνη.  Στην  κάτω  φωτογραφία  παρατηρείται  μια  υψηλή  συγκέντρωση 
σωματιδίων  κολλοειδούς  χρυσό  σε  ένα  σημείο.  Κατά  πάσα  πιθανότητα  πρόκειται  για  μη 
ειδική πρόσδεση λόγω υψηλής συγκέντρωσης αντισώματος. 
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5. Έγκλειση  ιστού  με  AFS  ύστερα  από  μονιμοποίηση  σε  4%  PFA  και 

ανοσοεντοπισμός για  την πρωτεΐνη aktthr308 με αραίωση αντισώματος 1:800 με 
βάση τη μέθοδο 8 

Μετά  τον  καθορισμό  των  συνθηκών  που  είναι  οι  βέλτιστες  για  την  έγκλειση  και  τον 
ανοσοεντοπισμό  νεφρικού  ιστού  από  ποντικό,  αυτές  εφαρμόστηκαν    για  την  έρευνα  της 
φωσφορυλιωμένης μορφής της πρωτεΐνης akt στη θέση 308, σε κατάλοιπο θρεονίνης, ώστε 
να βρεθεί που εντοπίζεται στο σπείραμα του νεφρού. Ακολουθούν τα αποτελέσματα που 
προέκυψαν. 

 
Φωτογραφία  όπου  απεικονίζονται  ποδικές  εκβλαστήσεις  επί  της  βασικής  μεμβράνης. 

Φαίνονται  κάπως  και  τα  λεπτά  διαφράγματα  μεταξύ  των  εκβλαστήσεων  καθώς  και  ένα 
μόριο πρωτεΐνης φωσφορυλιωμένης akt στη μια πλευρά του λεπτού διαφράγματος. 
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Άλλη μια φωτογραφία βασικής μεμβράνης με τις ποδικές εκβλαστήσεις όπου φαίνονται 
να εντοπίζονται δύο μόρια πρωτεΐνης φωσφορυλιωμένης akt πολύ κοντά το ένα στο άλλο. 
Δε  φαίνεται  ξεκάθαρα  αν  στην  περιοχή  βρίσκονται  δύο  ποδικές  εκβλαστήσεις  που 
ενώνονται με λεπτό διάφραγμα, εκτός αν στη συγκεκριμένη περιοχή η τομή είναι εγκάρσια 
επί του λεπτού διαφράγματος. 

 
Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι προέκυψαν και εικόνες(δεν έχουν παρατεθεί) οι οποίες 

παρουσίασαν  έντονο  σήμα  σωματιδίων  χρυσού  σε  σημεία  που  είναι  μάλλον  απίθανο  να 
εντοπίζεται η υπό μελέτη πρωτεΐνη(akt, εν προκειμένω). Αυτό μπορεί αν διορθωθεί με την 
περαιτέρω  αύξηση  της  αραίωσης  του  αντισώματος,  ώστε  το  διάλυμα  να  μην  είναι  πολύ 
πυκνό  από  τα  σωματίδια  χρυσού,  καθώς  η  μεμβράνη  formvar  που  χρησιμοποιείται  στα 
grids  ώστε  να  μην  καίγονται  οι  τομές,  προκαλεί    η  ίδια  τη  μη  ειδική  πρόσδεση  των 
σωματιδίων χρυσού πάνω της(και όχι των αντισωμάτων που φέρουν τα σωματίδια χρυσού).
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Συμπεράσματα 
 
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν, προκύπτουν τα εξής συμπεράσματα: 
1. Η  αντικατάσταση  και  η  έγκλειση  με  εποξικές  ρητίνες  παρέχει  σε  γενικές  γραμμές 

καλύτερη απεικόνιση της δομής και της μορφολογίας του ιστού. 
2. Από την άλλη, η ακρυλική ρητίνη δίνει  επίσης πολύ καλή εικόνα της δομής καθώς 

και δυνατότητα ανοσοεντοπισμού, παρά τη δυσκολία στο χειρισμό και  την ανάγκη 
για γνώση ειδικών τεχνικών χειρισμού σε χαμηλή θερμοκρασία. 

3. Όσον  αφορά  στο  συγκεκριμένο  είδος  κυττάρων,  λαμβάνοντας  υπόψιν  τη 
μορφολογία αλλά και το ποσοστό επιτυχίας του ανοσοεντοπισμού, προκύπτει ότι: 

a. Μονιμοποίηση  με  4%  PFA  παρέχει  καλή  εικόνα  της  μορφολογίας  και  δε 
δείχνει να επηρρεάζει αρνητικά τον ανοσοεντοπισμό. Η χρονική διάρκεια, 1 
ή 2 ώρες,  δε φάνηκε  να  έχει  ένα  ιδιαίτερα έντονο οπτικό αποτέλεσμα στη 
δομή. 

b. Η συγκέντρωση 1:800 της φωσφορυλιωμένης μορφής της πρωτεΐνης akt στη 
θέση  308,  έδωσε  ενθαρρυντικά  αποτελέσματα,  ενώ  πιθανή  μη  ειδική 
πρόσδεση  του  δευτερογενούς  αντισώματος  ελαχιστοποιείται  με  επιπλέον 
εκπλύσεις των grids με buffer έκπλυσης. 

c. Με βάση  τα παραπάνω,  η  μέθοδος που περιγράφεται  στο υποκεφάλαιο 8 
μπορεί με ασφάλεια να χαρακτηριστεί πάγια για χρήση σε  ιστό από νεφρό 
υγιών ποντικών για εντοπισμό πρωτεϊνών με τη μέθοδο του ανοσοχρυσού. 

4. Απαιτούνται επιπλέον πειράματα για να μελετηθεί ο εντοπισμός των πρωτεϊνών του 
σπειράματος  σε  ποντίκια  που  πάσχουν  από  κάποια  νόσο  καθώς  επίσης  και  να 
μελετηθούν  περιπτώσεις  όπου  ως  μονιμοποιητικά  χρησιμοποιούνται  συνδυασμοί 
χημικών, όπως αυτοί που αναφέρονται στο υποκεφάλαιο 3. 
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Συζήτηση 
 
Οι  τεχνικές  της  αντικατάστασης,  της  έγκλεισης  και  του  ανοσοεντοπισμού  για 

ηλεκτρονική  μικροσκοπία  βρίσκονται  σε  διαρκή  εξέλιξη  τα  τελευταία  πενήντα  χρόνια.  Το 
είδος  των  χημικών  και  το  εκάστοτε  πρωτόκολο  εξαρτώνται  από  το  είδος  του  ιστού  που 
ενδιαφέρει το μελετητή καθώς και ο  σκοπός για τον οποίο προορίζεται ο ιστός. 

Ειδικά  για  τον  ανοσοεντοπισμό  υπάρχουν  πολλές  και  διαφορετικές  μέθοδοι,  η 
φιλοσοφία  της  κάθε  μιας  από  τις  οποίες  μπορεί  να  έρχεται  σε  αντίφαση  με  αυτή  των 
υπολοίπων.  Ένα  τέτοιο  παράδειγμα  αποτελεί  η  χρήση  γλουταραλδεΰδης  κατά  τη 
μονιμοποίηση.  Σε  σειρά  πειραμάτων  που  διεξήχθησαν  για  την  παρούσα  εργασία  δε 
διαπιστώθηκε κάποιο αξιοσημείωτο αποτέλεσμα σε ιστό που υπέστη ανοσοεντοπισμό ενώ 
είχε μονιμοποιηθεί με ποσότητα GDA(ποντίκια Ν21). Άλλοι μελετητές όμως υποστηρίζουν 
πως η γλουαραλδεΰδη "είναι καταστροφική για τον ανοσοχρυσό"(Γιαννακάκης, προσωπική 
επικοινωνία). 

Άλλες  μέθοδοι  ανοσοεντοπισμού  περιλαμβάνουν  τη  χρήση  απορρυπαντικών  ενώσεων 
όπως  το  Triton  X  ‐  100,  το  οποίο  δε  χρησιμοποήθηκε  σε  καμία  σειρά  πειραμάτων  που 
αναφέρονται στην παρούσα εργασία. Οι απορρυπαντικές ενώσεις χρησιμοποιούνται για να 
δημιουργούνται  ανοίγματα  στις  κυτταρικές  μεμβράνες  ώστε  να  αυξάνεται  η 
διεισδυτικότητα  των  αντισωμάτων  στα  κύτταρα  και  να  είναι  πιο  επιτυχής  ο 
ανοσοεντοπισμός(Χαβάκη, προσωπική επικοινωνία), από την άλλη όμως, στις οδηγίες  της 
ρητίνης  αναφέρεται  ότι  αφού  δημιουργηθεί  το  block  δεν  κινδυνεύει  από  κάποια 
επιφανειοδραστική ουσία εκτός αν αυτή είναι ο ίδιος της ο διαλύτης. 

Σε  κάθε  περίπτωση  πάντως  θα  πρέπει  να  γίνουν  εκτενή  πειράματα  και  δοκιμασίες 
τεχνικών οι οποίες θα αφορούν τη χρησιμοποίηση ενός και μόνο είδους ζώου το οποίο θα 
υποστεί  ένα σύνολο  εγκλείσεων με διαφορετικές παραμέτρους  και στη συνέχεια  το  κάθε 
δείγμα  που  θα  προκύψει  θα  πρέπει  να  υποστεί  ανοσοεντοπισμό  με  κάθε  πιθανό 
διαφορετικό πρωτόκολο ώστε  με σιγουριά  να μπορεί  να πει  κανείς  ποια διαδικασία από 
όλες είναι η πιο σωστή και πλήρης για το συγκεκριμένο είδος ιστού. 

 
Όσον  αφορά  στην  εντόπιση  της  πρωτεΐνης Akt,  θα  έλεγε  κανείς  ότι  τα  αποτελέσματα 

που προέκυψαν από την παρούσα εργασία ήταν αρκετά ενθαρρυντικά. Για να υπάρχει μια 
ολοκληρωμένη  εικόνα  θα  πρέπει  ο  αριθμός  των  δοκιμασιών  να  αυξηθεί  και  να 
συμπεριληφθούν και περιπτώσεις στις οποίες το ζώο είναι ασθενές ή έχει θεραπευθεί ώστε 
να  ελεγχθούν  και  οι  παθολογικές  καταστάσεις.  Η  ακριβής  θέση  της  φωσφορυλιωμένης 
μορφής  της  Akt  στη  θέση  308,  με  βάση  πειράματα  ανοσοεντοπισμού  στο  οπτικό 
μικροσκόπιο  φαίνεται  σε  γενικές  γραμμές  να  είναι  η  σωστή,  μια  και  η  akt  φαίνεται  να 
βρίσκεται στην ψυκτροειδή παρυφή αλλά και στα σπειράματα. 

Όπως  φαίνεται  και  στην  εικόνα  που  ακολουθεί,  η  φωσφορυλιωμένη  μορφή  της 
πρωτεΐνης akt φαίνεται με πράσινο χρώμα, ενώ με κόκκινο φαίνονται οι πυρήνες. 
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Αυτή  είναι  και  η  μοναδική  διαθέσιμη  πληροφορία  σχετικά  με  τον  εντοπισμό  της 

πρωτεΐνης  akt  αφού  σε  γενικότερο  επίπεδο  δεν  έχουν  γίνει  μελέτες  γύρω  από  το  θέμα 
αυτό.  Σε προηγούμενα πειράματα ανοσοφθορισμού ήμασταν σε θέση  να ανακαλύψουμε 
ότι  η  akt  εκφράζεται  επίσης  και  στο  σπείραμα  αλλά  δεν  γνωρίζαμε  σε  ποιο  ακριβώς 
κυτταρικό διαμέρισμα του σπειράματος. 

 Φαίνεται  ξεκάθαρα  πλέον  από  τα  πειράματα  ανοσοεντόπισης  στο  Ηλεκτρονικό 
Μικροσκόπιο  ότι  η  akt  εκφράζεται  στις  ποδικές  εκβλαστήσεις  των  ποδοκυττάρων  και 
μάλιστα σε περιοχή πλησίον του διαφράγματος της σχισμής διήθησης. Ενδέχεται επομένως 
η κινάση αυτή να υφίσταται φωσφορυλίωση από άλλες πρωτεϊνες του διαφράγματος όπως 
η νεφρίνη και ποδοσίνη. 
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