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Σκοπός της µελέτης  

Τα αρχέγονα µεσεγχυµατικά κύτταρα µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν δυνητικοί θεραπευτικοί 

παράγοντες για την αντιµετώπιση φλεγµονωδών αυτoάνοσων ασθενειών. Η ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα είναι µια αυτοάνοση νόσος, που χαρακτηρίζεται κυρίως από αρθρικές βλάβες, 

προκαλούµενες από το φλεγµονώδες αρθρικό περιβάλλον. Θεωρητικά τα αρχέγονα 

µεσεγχυµατικά κύτταρα µπορούν να χρησιµοποιηθούν αφενός στην επιδιόρθωση της 

κατεστραµµένης άρθρωσης, βάση των αναγεννητικών ιδιοτήτων τους και αφετέρου για να 

επανα-ρυθµίσουν το ανοσοποιητικό σύστηµα των ασθενών, καθώς διαθέτουν ισχυρές 

ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες. Η παρούσα µελέτη διερευνά τη συχνότητα, τη λειτουργικότητα, το 

µοριακό προφίλ και τη δυνατότητα διαφοροποίησης των αρχέγονων µεσεγχυµατικών κυττάρων 

του µυελού των οστών σε ασθενείς µε ενεργό ρευµατοειδή αρθρίτιδα. 

 

Μεθοδολογία  

Με δοκιµές περιοριστικής αραίωσης υπολογίστηκε η συχνότητα των αρχέγονων µεσεγχυµατικών 

κυττάρων στο κλάσµα των µυελικών µονοπύρηνων κυττάρων, σε ασθενείς και σε υγιή άτοµα. Τα 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των κυττάρων, όπως και τα χαρακτηριστικά επιβίωσης, 

εκτιµήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Το πολλαπλασιαστικό δυναµικό των κυττάρων 

υπολογίστηκε µε δοκιµασίες µέτρησης του χρόνου διπλασιασµού, ενώ το κλωνογονικό δυναµικό 

τους εκτιµήθηκε µε δοκιµασίες σχηµατισµού ινοβλαστικών αποικιών. Η ικανότητα της in vitro 

διαφοροποίησης των κυττάρων προς τρείς κυτταρικές γενεαλογίες, την οστεοβλαστική, τη 

χονδρογονική και τη λιπογονική, µετρήθηκε µε ιστοχηµικές χρώσεις καθώς και µε εκτίµηση 

εξειδικευµένης γονιδιακής έκφρασης. Τα µοριακά χαρακτηριστικά αξιολογήθηκαν όσον αφορά 

την έκφραση φλεγµονωδών κυτταροκινών µε δοκιµές ελέγχου γονιδιακής έκφρασης καθώς και 

µε δοκιµές ELISA, ενώ το σχετικό µήκος του τελοµερούς των κυττάρων µετρήθηκε µε τη 

µεθοδολογία real-time PCR. 

 

Αποτελέσµατα 

Τα αρχέγονα µυελικά µεσεγχυµατικά κύτταρα των ασθενών (n=26) και των υγιών ατόµων (n=21) 
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ήταν παρόµοια όσον αφορά τη συχνότητα στο µυελό, την ικανότητα διαφοροποίησης, την 

επιβίωση και τον φαινότυπο. Εντούτοις τα κύτταρα των ασθενών, παρουσίασαν διαταραγµένο 

αναπτυξιακό δυναµικό, καθώς και πρόωρη για την ηλικία τους ελάττωση στο µήκος των 

τελοµερών στα χρωµοσώµατά τους. ∆ιαπιστώθηκε ότι οι προηγούµενες θεραπείες 

(µεθοτρεξάτη, κορτικοστεροειδή, αντι-κυτταροκίνες και βιολογικοί παράγοντες ή άλλα 

αντιφλεγµονώδη φάρµακα) δεν σχετίζονται µε την διαταραχή του αναπτυξιακού δυναµικού των 

κυττάρων. Το ελαττωµένο αναπτυξιακό δυναµικό πιθανόν οφείλεται σε πρόωρη κυτταρική 

γήρανση, που ενδεχοµένως προκαλείται από το φλεγµονώδες µυελικό µικροπεριβάλλον. 

 

Συµπέρασµα 

Παρά τους περιορισµούς που σχετίζονται µε το ελαττωµένο κλωνογονικό και πολλαπλασιαστικό 

δυναµικό των κυττάρων, τα συνολικά ευρήµατα υποστηρίζουν µάλλον τη χρήση των αυτόλογων 

αρχέγονων µυελικών µεσεγχυµατικών κυττάρων σε θεραπευτικές προσεγγίσεις σε ασθενείς µε 

ρευµατοειδή αρθρίτιδα.  
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2.1 ΑΡΧΕΓΟΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

 Ο όρος αρχέγονα κύτταρα (stem cells) χρησιµοποιείται για µια πληθώρα κυτταρικών 

τύπων. Τα κύτταρα αυτά, ανεξάρτητα από την προέλευση και τον τύπο τους, µοιράζονται δύο 

κοινές χαρακτηριστικές ιδιότητες. Πρώτον, διαθέτουν ικανότητα απεριόριστης ή έστω 

παρατεταµένης αυτό-ανανέωσης και δεύτερον, έχουν την ικανότητα να παράγουν, µέσα από 

διαδικασίες κυτταρικής διαφοροποίησης, µια ποικιλία εξειδικευµένων κυτταρικών τύπων 1-3. Αυτό 

πιστεύεται ότι επιτυγχάνεται µέσω ασύµµετρων µιτωτικών διαιρέσεων. 

 Καταρχάς κατατάσσουµε τα αρχέγονα κύτταρα σε δύο βασικές κατηγορίες, ανάλογα µε 

το αναπτυξιακό στάδιο ενός οργανισµού: στα αρχέγονα κύτταρα των εµβρύων και των ενηλίκων. 

Τα αρχέγονα εµβρυϊκά κύτταρα (embryonic stem cells – ESC) δηµιουργούνται κατά τις πρώτες 

ηµέρες της εµβρυϊκής ανάπτυξης στα θηλαστικά. Στην αρχή είναι ολοδύναµα κύτταρα 

(totipotent), µε δυνατότητα διαφοροποίησης ουσιαστικά σε όλες τις κυτταρικές γενεαλογίες του 

οργανισµού. Στο εµβρυικό στάδιο της βλαστοκύστης απαντώνται στην εσωτερική κυτταρική 

µάζα, τον εµβρυοβλάστη (εικόνα 1) 4. Στη συνέχεια, καθώς προχωρά η εµβρυϊκή ανάπτυξη, 

χάνουν την παντοδυναµία τους, αποκτώντας πιο περιορισµένες ικανότητες διαφοροποίησης και 

γίνονται πολυδύναµα (pluripotent), όπως τα κύτταρα που υπάρχουν στο αµνιακό υγρό, τον 

οµφάλιο λώρο ή και τον πλακούντα. 

 

 

Εικόνα 1: Αρχέγονα κύτταρα στα έµβρυα και τους ενήλικες. 
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Τα αρχέγονα κύτταρα των ενηλίκων γενικά είναι περισσότερο διαφοροποιηµένα από τα 

εµβρυϊκά, παρουσιάζοντας µια πολυδυναµικότητα (multipotency) που εκφράζεται ως ικανότητα 

διαφοροποίησης σε διάφορους εξειδικευµένους κυτταρικούς τύπους 1. Αποµονώνονται από τους 

περισσότερους ιστούς και ανάλογα µε τον ιστό διαφοροποιούνται σε κυτταρικούς τύπους που 

σχετίζονται γενεαλογικά µε τον ιστό προέλευσης. Πιστεύεται ότι κυρίως χρησιµεύουν σαν 

αποθήκες κυττάρων, έτοιµων να κινητοποιηθούν και να διαφοροποιηθούν, ανταποκρινόµενα σε 

µοριακά σήµατα που στοχεύουν στη φυσιολογική αναγέννηση και οµοιόσταση του ιστού 

(πίνακας 1). Λόγω των εντυπωσιακών ιδιοτήτων τους, τα αρχέγονα κύτταρα αποτελούν ένα 

εντατικό πεδίο έρευνας τα τελευταία χρόνια. Ο πλέον χαρακτηρισµένος σήµερα πληθυσµός 

ενήλικων αρχέγονων κυττάρων είναι των αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων (hematopoietic 

stem cells - HSC) του µυελού των οστών 5. 

  

Πίνακας 1: Κατηγορίες αρχέγονων κυττάρων 6  

Κατηγορία Τοποθεσία αποµόνωσης Παραγόµενα κύτταρα ή ιστοί 

Haematopoietic stem cells Bone marrow (ΒΜ), peripheral blood  BM and blood cells 

Mesenchymal stem cells 
BM, synovial membrane / fluid, muscle, 
cartilage, bone, fat, placenta, amniotic 
fluid, umbilical cord  

BM stroma, bone, cartilage, fat 

Neural stem cells Ependymal cells, astrocytes of the 
CNS Neurons, astrocytes, oligodendrocytes 

Hepatic stem cells In or near the terminal bile ductules 
(canals of Hering) 

Oval cells that subsequently generate 
hepatocytes and ductular cells 

Pancreatic stem cells Intraislet, nestin positive cells, oval 
cells, duct cells. Beta cells 

Skeletal-muscle stem cells  
(satellite cells) Muscle fibers Skeletal muscle fibers 

Skin stem cells 
(keratinocytes) 

Basal layer of epidermis, bulge zone of 
the hair follicles. Epidermis, hair follicles 

Lung epithelial stem cells 
Tracheal basal and mucus-secreting 
cells, bronchiolar Clara cells, alveolar 
type II pneumocytes 

Mucous and ciliated cells, type I and II 
pneumocytes 

Intestinal epithelial stem 
cells 

Epithelial cells located around the base 
of each crypt 

Paneth’s cells, brush-border enterocytes, mucus 
secreting goblet cells, enteroendocrine cells of 
villi 
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2.2 ΑΡΧΕΓΟΝΑ ΜΥΕΛΙΚΑ ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

Στον µυελό των οστών εδράζει και ένας άλλος τύπος αρχέγονων κυττάρων, τα αρχέγονα 

µεσεγχυµατικά κύτταρα (mesenchymal stem cells - ΜSC), επίσης γνωστά σαν µεσεγχυµατικά 

στρωµατικά κύτταρα (mesenchymal stromal cells) 7-10. Τα κύτταρα αυτά χαρακτηρίστηκαν αρχικά 

από τον Friedenstein και τους συνεργάτες του, πριν από 30 και πλέον χρόνια 11. Εδράζουν στο 

µυελικό στρώµα, παρέχοντας τα αναγκαία υποστηρικτικά θρεπτικά στοιχεία (κυτταροκίνες, 

εξωκυττάριες ουσίες, αλλά και τα διάφορα κυτταρικά στοιχεία) απαραίτητα για την φυσιολογική 

αιµοποίηση 12;13. Έχουν την ικανότητα διαφοροποίησης σε διάφορα κύτταρα συνδετικού ιστού, 

όπως ινοβλάστες, οστεοβλάστες, χονδροκύτταρα, κύτταρα τένοντα, λιποκύτταρα και κύτταρα 

λείων µυϊκών ινών (εικόνα 2) 11;14-16. Εκτός από το µυελό, τα MSC απαντώνται και σε διάφορους 

άλλους ιστούς, όπως το λίπος, ο χόνδρος, το οστό, κ.ά. 17-22. Τα MSC πιστεύουµε ότι 

συµµετέχουν στη φυσιολογική αναγέννηση/επιδιόρθωση των ιστών. Καθώς εδράζουν σε 

διάφορους ιστούς µπορούν να ανταποκριθούν σε τοπικές οµοιοστατικές ανάγκες ή/και 

τραυµατισµούς και να εισέλθουν σε ένα στάδιο ενεργοποίησης/πολλαπλασιασµού, µε 

αποτέλεσµα τη διατήρηση/αναγέννηση του ιστού. Πιστεύεται ότι καθώς ο αριθµός των MSC 

ελαττώνεται µε την πάροδο του χρόνου 23, η ιστική ανάπλαση/αναγέννηση γίνεται λιγότερο 

αποτελεσµατική σε µεγάλες ηλικίες. 

Τα µυελικά MSC επηρεάζουν το τοπικό περιβάλλον τους εκκρίνοντας αυξητικούς 

παράγοντες, ανάµεσα στους οποίους περιλαµβάνονται οι stem cell factor (SCF), ιντερλευκίνη 

(IL)-6, leukemia inhibitory factor (LIF), granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-

CSF), vascular endothelial growth factor (VEGF) και macrophage colony stimulating factor (M-

CSF). Επίσης παράγουν χηµειοκίνες, όπως IL-6, IL-11, IL-15, LIF, και stromal derived factor-1 

(SDF1). Μόρια συνάφειας, όπως intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), VCAM-1, CD44, 

καθώς και µόρια της εξωκυττάριας ουσίας, όπως φιµπρονεκτίνες, κολλαγόνο και 

γλυκοζαµινοκλυκάνες. Έτσι πιστεύεται ότι κατευθύνουν και επηρεάζουν το κυτταρικό 

πεπρωµένο των γειτονικών αιµοποιητικών κυττάρων 24-26, αλλά και το δικό τους.  
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Σε µια τυπική δυσδιάστατη in vitro καλλιέργεια έχουν ατρακτοειδές σχήµα οµοιάζοντας µε 

ινοβλάστες. Τα αρχέγονα µεσεγχυµατικά κύτταρα (MSC) δεν διαθέτουν εξειδικευµένους και 

µοναδικούς επιφανειακούς κυτταρικούς δείκτες, όπως π.χ. συµβαίνει µε τα αιµοποιητικά, για 

τούτο και βιβλιογραφικά η περιγραφή τους ποικίλει. Η ποικιλία των περιγραφέντων 

χαρακτηριστικών τους µπορεί να εξηγηθεί µε βάση την προέλευση, τη µεθοδολογία 

αποµόνωσης ή τις συνθήκες της in vitro ανάπτυξης στα διάφορα εργαστήρια. Υπάρχουν πάντως 

κάποια κοινά βιβλιογραφικά χαρακτηριστικά των MSC. Γενικά εκφράζουν τα επιφανειακά 

αντιγόνα Stro-1, CD29 (β1-ιντεγκρίνη), CD44 (υποδοχέας υαλουρονικού), CD73 (µεµβρανική 

εκτο-5’-νουκλεοτιδάση), CD90 (Thy-1), CD105 (υποδοχέας του transforming growth factor-β, 

TGFβ-R), CD106 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), CD146 (µόριο συνάφειας) και 

CD166 (activated leukocyte cell adhesion molecule, ALCAM) 27-34, ενώ παράλληλα δεν 

εκφράζουν τους επιφανειακούς δείκτες αιµοποιητικών ή ενδοθηλιακών κυττάρων, CD11b 

(integrin alpha M chain), CD14 (µονοκυτταρικός δείκτης), CD31 (platelet endothelial cell 

adhesion molecule, PECAM-1), CD34 (δείκτης προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων) και CD45 

(παν-λευκοκυτταρικό αντιγόνο) 35. Ο πραγµατικός in vivo φαινότυπος των κυττάρων στο µυελό 

προς το παρόν ερευνάται και δύο ακόµη δείκτες έχουν προκύψει τελευταία, το CD271 (low-

affinity nerve growth factor receptor, LNGFR) και το SSEA-4 (carbohydrate embryonic stem cell 

antigen) 36-38. 

  

 

Εικόνα 2: Τα µυελικά MSC µπορούν να διαφοροποιηθούν σε περιορισµένους κυτταρικούς τύπους. 

Τα MSC (κυτταρική χρώση Giemsa), υπό την επίδραση των κατάλληλων σηµάτων µπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε λιποκύτταρα (χρώση Oil Red O), χονδροκύτταρα (χρώση Alcian blue) και 

οστεοβλάστες (χρώση αλκαλικής φωσφατάσης-νιτρικού αργύρου). 
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Εκτός από την ικανότητα διαφοροποίησης τα MSC διαθέτουν και άλλες εντυπωσιακές 

ιδιότητες. ∆ιαφεύγουν από την αλλογενή αναγνώριση των T-κυττάρων. Το προνόµιο αυτό 

οφείλεται στο ότι δεν εκφράζουν καθόλου επιφανειακά αντιγόνα τάξης ΙΙ του κυρίου συµπλόκου 

ιστοσυµβατότητας (επαγώµενη έκφραση µετά από διέγερση µε INFγ), ή κάποιο άλλο µόριο συν-

διεγέρτη, παρότι εκφράζουν αντιγόνα τάξης Ι 39-42. Έτσι δυνητικά µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

ακόµα και σε ετερόλογες µεταµοσχεύσεις. 

 Τα MSC επίσης διαθέτουν εντυπωσιακές ανοσοκατασταλτικές/ανοσορυθµιστικές 

ιδιότητες. Συνοπτικά: καταστέλλουν τον πολλαπλασιασµό των Τ και Β-λεµφοκυττάρων, 

προάγουν λειτουργικά τα Τ-ρυθµιστικά κύτταρα, ελέγχουν την παραγωγή  TNFα από τα τύπου 1 

δενδριτικά κύτταρα (DC-1), αυξάνουν την παραγωγή IL-10 από τα DC-2, ελαττώνουν την 

απελευθέρωση INFγ από τα βοηθητικά TH1 κύτταρα και τους φυσικούς φονιάδες (Natural Killer 

cells, NK) και επάγουν την παραγωγή IL-4 από τα ΤΗ2 κύτταρα 43;44. Επίσης εµποδίζουν την 

αποτελεσµατική ωρίµανση των αντιγονο-παρουσιαστικών κυττάρων καταστέλλοντας την 

έκφραση των συν-διεγερτικών µορίων CD40 και CD86 44-47. ∆εν είναι απαραίτητη η άµεση 

κυτταρική επαφή για να επιτευχθούν όλα τα παραπάνω. Οι ανοσορυθµιστικές ιδιότητες των 

MSC κυρίως επιτυγχάνονται µέσω διαλυτών παραγόντων: των hepatocyte growth factor (HGF), 

IL10, TGFβ1, indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), προσταγλανδινών και νιτρικού οξειδίου (ΝΟ) 

45;48-53. 

 Ο πλέον συνηθισµένος τρόπος αποµόνωσης των µυελικών MSC είναι µε µυελική 

αναρρόφηση από την οπίσθια λαγόνιο ακρολοφία. Καθώς αντιπροσωπεύουν ένα µικροσκοπικό 

κλάσµα των εµπύρηνων µυελικών κυττάρων (περίπου 1 στα 105 εµπύρηνα µυελικά κύτταρα) 54 

είναι αναγκαίο να αναπτυχθούν και να εµπλουτισθούν µε συνήθεις τεχνικές in vitro ανάπτυξης. 

Συνήθως το µυελικό δείγµα υπόκειται σε κλασµάτωση σε διαβάθµιση συγκέντρωσης φικόλης, 

από την οποία λαµβάνεται το κλάσµα των µυελικών µονοπύρηνων κυττάρων, που απλώνεται σε 

τρυβλία. Γενικά τα MSC αναπτύσσονται σε κάποιο βασικό θρεπτικό µέσο εµπλουτισµένο µε 10% 

v/v ορό εµβρύου αγελάδος (FCS). Στην καλλιέργεια τα κύτταρα έχουν µορφολογία ινοβλάστη και 

προσκολλώνται στο πλαστικό. Συνήθως µέσα στις πρώτες 15 µέρες της in vitro ανάπτυξης, τα 



 13 

αιµοποιητικά κύτταρα, που δεν είναι προσκολλώµενα, αποµακρύνονται πλήρως από την 

καλλιέργεια µετά από διαδοχικές ανανεώσεις του θρεπτικού µέσου. 

 Τα MSC, όπως προαναφέρθηκε, διαθέτουν την ικανότητα να διαφοροποιηθούν σε 

κύτταρα συνδετικού ιστού in vitro. Όσον αφορά την οστεογονική διαφοροποίηση, απαιτείται 

επώαση των κυττάρων µε φωσφο-γλυκερόλη, ασκορβικό οξύ και δεξαµεθαζόνη. Κάτω από 

αυτές τις συνθήκες τα κύτταρα αποκτούν µορφολογία οστεοβλαστών, µε αυξηµένη ενεργότητα 

αλκαλικής φωσφατάσης και εναποθέτουν µεταλλοποιηµένη εξωκυττάρια ουσία πλούσια σε 

ασβέστιο. Για την χονδρογονική διαφοροποίηση απαιτείται τρισδιάστατη καλλιέργεια και 

θρεπτικό που περιέχει κάποιο µέλος της υπερ-οικογένειας του TGFβ (συνήθως TGFβ1, TGFβ3 

ή BMP2). Τότε τα κύτταρα χάνουν την ατρακτοειδή µορφολογία τους και σύντοµα εκφράζουν 

στοιχεία εξωκυττάριας ουσίας του περιαρθρικού χόνδρου, όπως aggrecan και κολλαγόνο τύπου 

ΙΙ. Όταν τα MSC αναπτύσσονται παρουσία iso-butyl-methyl xanthine διαφοροποιούνται σε 

λιποκύτταρα, παράγοντας µεγάλα κυστίδια µε ουδέτερα λίπη.  

 Η µη-εµβρυϊκή προέλευση αυτών των κυττάρων, καθώς και η ελαττωµένη πιθανότητα 

εξαλλαγής, σε συνδυασµό µε το δυναµικό διαφοροποίησης, τα κάνουν θελκτικούς υποψήφιους 

για επικείµενες εφαρµογές της αναπλαστικής ιατρικής 7;55;56. Λόγω του πιθανολογούµενου ρόλου 

τους στην ιστολογική αναγέννηση, τα MSC µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως εργαλεία της 

ιστολογικής µηχανικής (tissue engineering), είτε χορηγώντας στον δέκτη αυτόλογα ή και 

ετερόλογα MSC, είτε ακόµα παρέχοντας τους κατάλληλους επαγωγικούς παράγοντες που θα 

ενεργοποιήσουν τα ενδογενή MSC 57-66. Επιπρόσθετα καθώς τα MSC διαθέτουν 

ανοσοκατασταλτικές/ανοσορυθµιστικές ιδιότητες, θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σε 

θεραπείες αυτοάνοσων νοσηµάτων, όπου η απορρύθµιση του ανοσοποιητικού συστήµατος 

προκαλεί ιστικές βλάβες, συχνά µε ταυτόχρονη ύπαρξη φλεγµονής. Εντυπωσιακά ενθαρρυντικά 

αποτελέσµατα υπάρχουν ήδη από τη θεραπευτική χρήση των MSC στη νόσο του µοσχεύµατος 

έναντι ξενιστή (graft versus host disease, GvHD) 67;68. Αυτήν την περίοδο υπάρχει µεγάλο 

ενδιαφέρον διερεύνησης της πιθανής χρήσης των MSC στην αναπλαστική ιατρική και ιδιαίτερα 

στην επιδιόρθωση κατεστραµµένου οστού και χόνδρου 7;55;69-71. Μέσα στα πλαίσια αυτού του 

γενικού ενδιαφέροντος, µελετήσαµε τα µυελικά MSC σε ασθενείς που πάσχουν από ρευµατοειδή 
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αρθρίτιδα, ένα αυτοάνοσο νόσηµα µε παράλληλες ιστολογικές βλάβες σε οστό και χόνδρο. 
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2.3 ΡΕΥΜΑΤΟΕΙ∆ΗΣ ΑΡΘΡΙΤΙ∆Α 

 

2.3.1 ΓΕΝΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ 

 Η ρευµατοειδής αρθρίτιδα (ΡΑ) είναι µία χρόνια αυτοάνοση συστηµατική νόσος που 

εκδηλώνεται κυρίως µε φλεγµονή του αρθρικού υµένα, που έχει ως αποτέλεσµα βλάβες στον 

αρθρικό χόνδρο και το υποκείµενο οστό. Προσβάλλει περίπου το 1% του γενικού πληθυσµού, µε 

τις γυναίκες να προσβάλλονται κατά κύριο λόγο, σε αναλογία 3:1 σε σχέση µε τους άνδρες 72.  

 

 

Εικόνα 3: Ρευµατοειδής αρθρίτιδα. Στο αριστερό κοµµάτι της εικόνας αναπαρίσταται σχηµατικά η 

ρευµατοειδής άρθρωση, ενώ στο δεξί κοµµάτι της εικόνας σηµειώνονται οι περιοχές εκδήλωσης της 

νόσου. 

 

 Η νόσος συνήθως εκδηλώνεται σαν µια συµµετρική πολυ-αρθρίτιδα, προσβάλλοντας 

κυρίως τις περιφερικές αρθρώσεις των άνω και κάτω άκρων (εικόνα 3). Εκτός από τις αρθρικές 

εκδηλώσεις στη ΡΑ, παρατηρούνται και εξω-αρθρικές επιπλοκές, όπως βλάβες στο δέρµα 

(ρευµατοειδή οζίδια ή νεκρωτική δερµατική αγγειίτιδα), στα µάτια (σύνδροµο Sjögren µε έντονα 

συµπτώµατα ξηρότητας των βλεννογόνων), στους πνεύµονες (διάµεση πνευµονική νόσος, 

νόσος του Caplan, πλευρίτιδα) και στην καρδιά µε κύρια εκδήλωση περικαρδίτιδα. Μπορεί 

επίσης να προσβληθούν πολλά όργανα λόγω συστηµατικής αγγειίτιδας ή λόγω δευτεροπαθούς 
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αµυλοείδωσης. Γενικά η πρόγνωση και η έκβαση των ασθενών µε ΡΑ δεν είναι καλή, καθώς η 

µέση προσδόκιµη διάρκεια ζωής είναι ελαττωµένη στους ασθενείς 73. 

 Οι µηχανισµοί που συντελούν στην έναρξη της παθογένειας της νόσου ουσιαστικά 

παραµένουν άγνωστοι µέχρι και σήµερα. Έχουν ενοχοποιηθεί τόσο περιβαλλοντικοί (λοιµώξεις), 

όσο και γενετικοί παράγοντες. Έχει προταθεί ότι µπορεί να οφείλεται σε τροφικές αλλεργίες ή σε 

διάφορους παθογόνους µικρο-οργανισµούς, όπως το mycoplasma, ο ιός Epstein-Barr, o 

παρβοϊός B19, η rubella κ.ά., αλλά ποτέ δεν αποδείχθηκε µε επιδηµιολογικές µελέτες. Όπως και 

σε άλλες αυτοάνοσες ασθένειες, έχει προταθεί η θεωρία της λανθασµένης ταυτότητας (mistaken 

identity), σύµφωνα µε την οποία στη συγκεκριµένη περίπτωση κάποιος µολυσµατικός 

παράγοντας διεγείρει ανοσολογική απόκριση, αλλά καθώς τα παραχθέντα αντισώµατα δεν είναι 

αρκετά εξειδικευµένα, αναγνωρίζουν και επιτίθενται στον αρθρικό υµένα, καθώς κάποιο από τα 

µόρια του υµένα «οµοιάζει» µε µόριο του λοιµογόνου παράγοντα. 

 Εκτός από τους περιβαλλοντικούς παράγοντες που προαναφέρθηκαν, φαίνεται πως 

ιδιαίτερη σηµασία στην ανάπτυξη της νόσου διαδραµατίζει το γενετικό υπόβαθρο. H εµφάνιση 

της νόσου σχετίζεται µε κάποια συγκεκριµένα αλληλόµορφα των τάξης ΙΙ αντιγόνων 

ιστοσυµβατότητας HLA-DR, που έχουν ονοµαστεί «ρευµατοειδείς επίτοποι». Ο ρευµατοειδής 

επίτοπος εντοπίζεται στην τρίτη υπερµεταβλητή περιοχή της DRβ αλυσίδας 74, κάτι που υπονοεί 

έναν πιθανό ρόλο στη δέσµευση και παρουσίαση «αρθριτογονικών» πεπτιδίων στους υποδοχείς 

των Τ-λεµφοκυττάρων (T-cell receptors, TcR). Πιστεύεται ότι τα συγκεκριµένα αλληλόµορφα 

εµπλέκονται στην αντιγονική παρουσίαση αρθριτογονικών πεπτιδίων, οδηγώντας στην 

ενεργοποίηση και τον πολλαπλασιασµό Τ-λεµφοκυττάρων ειδικών για συγκεκριµένα αυτό-

αντιγόνα 72. Τα άτοµα που διαθέτουν τα συγκεκριµένα αλληλόµορφα, όχι µόνο έχουν 

προδιάθεση να αναπτύξουν τη νόσο, αλλά εκφράζουν πιο βαριά και περισσότερο καταστροφική 

νόσο 75. Το 90% των ασθενών διαθέτει τον ρευµατοειδή επίτοπο, εν αντιθέσει προς τον υγιή 

πληθυσµό όπου το ποσοστό των ατόµων που διαθέτει τους συγκεκριµένους απλοτύπους 

ανέρχεται σε 40%.  
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2.3.2 ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΤΗΣ ΑΡΘΡΩΣΗΣ 

 Ο αρθρικός υµένας στην προσβεβληµένη άρθρωση αποτελείται κυρίως από αρθρικούς 

ινοβλάστες (fibroblast-like synoviocytes, FLS) και φλεγµονώδη κύτταρα, όπως 

µονοκύτταρα/µακροφάγα, λεµφοκύτταρα, πολυµορφοπύρηνα και δενδριτικά κύτταρα. Τα 

παραπάνω κύτταρα πιστεύεται ότι διεισδύουν στον (φυσιολογικά ακυτταρικό) αρθρικό υµένα, 

µεταναστεύοντας διαµέσου του αγγειακού ενδοθηλίου, µε τη βοήθεια µορίων συνάφειας (όπως η 

Ε-σελεκτίνη, ICAM-1 και VCAM) και χηµειοτακτικών παραγόντων (όπως η IL-8 και παράγοντες 

του συµπληρώµατος). Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την υπερπλασία του υµένα (παθολογικός 

πάννος) 75.  

 Στο αρθρικό υγρό της παθολογικής άρθρωσης εγκαθίσταται σταδιακά µια πληθώρα 

φλεγµονωδών κυττάρων, όπως ενεργοποιηµένα Τ- και Β-λεµφοκύτταρα, µονοκύτταρα/ 

µακροφάγα και αρθρικοί ινοβλάστες. Τα Τ-λεµφοκύτταρα θεωρούνται ως οι κύριοι µεσολαβητές 

της αυτοανοσίας στη ΡΑ 76. Πιο συγκεκριµένα, τα ενεργοποιηµένα CD4+ T-κύτταρα διεγείρουν 

την παραγωγή προ-φλεγµονωδών κυτταροκινών στα µακροφάγα, στα µονοκύτταρα, καθώς και 

στους αρθρικούς ινοβλάστες. Έτσι παράγονται και εκκρίνονται οι IL-1β, IL-6, tumor necrosis 

factor-α (TNFα), όπως και µεταλλοπρωτεϊνάσες της εξωκυττάριας ουσίας (matrix 

metalloproteinases, MMP). Ο TNFα προκαλεί αύξηση της έκφρασης των µορίων συνάφειας στα 

αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα και έτσι έλκονται περισσότερα φλεγµονώδη κύτταρα στην 

προσβεβληµένη άρθρωση. Οι παράγοντες IL-1β και TNFα επάγουν την έκφραση φλεγµονωδών 

κυτταροκινών (όπως IL-6), χηµειοκινών (όπως IL-8), αυξητικών παραγόντων (όπως GM-CSF) 

και MMP από τους αρθρικούς ινοβλάστες. Ως απόρροια, η φλεγµονή εγκαθίσταται στην 

άρθρωση και προσβάλει τον υποκείµενο χόνδρο και το οστό. Επιθετικοί και ταχέως 

πολλαπλασιαζόµενοι αρθρικοί ινοβλάστες, εισβάλουν και καταστρέφουν τον χόνδρο, 

παράγοντας κυρίως MMP 77. Παράλληλα oι ενδογενείς οστεοκλάστες ενεργοποιούνται από τον 

TNFα, προκαλώντας επιπλέον βλάβες στο χόνδρο και το οστό 76. Επιπρόσθετα η IL-1β 

διαµεσολαβεί στην καταστροφή του χόνδρου επάγοντας άµεσα την έκφραση MMP στα 

χονδροκύτταρα. 

 Φαίνεται πως ο συνδυασµός της επιταχυνόµενης ιστολογικής βλάβης λόγω του 
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φλεγµονώδους περιβάλλοντος και ενός ανεπαρκούς επιδιορθωτικού µηχανισµού, είναι 

υπεύθυνος για την καταστροφή των αρθρώσεων. Ο παθογενετικός µηχανισµός της ΡΑ φαίνεται 

συνοπτικά στην εικόνα 4. 

 

 

Εικόνα 4: Μοντέλο καταστροφής της άρθρωσης στη ΡΑ. Σε αυτό το απλοποιηµένο σχήµα, ένας 

άγνωστος αντιγονικός διεγέρτης ενεργοποιεί ανοσολογική απόκριση, κυρίως µέσω των Τ αυτο-ενεργών 

κυττάρων, που διεγείρουν περεταίρω την απόκριση ενεργοποιώντας Β-κύτταρα και ελκύοντας 

µονοκύτταρα (ΜΝ) και µακροφάγα (ΜΦ).Τα ενεργοποιηµένα Τ-κύτταρα συντηρούν τη φλεγµονή και 

προκαλούν έµµεσες βλάβες στον ιστό, επάγοντας στα ΜΝ, MΦ και τους αρθρικούς ινοβλάστες (FLS), την 

παραγωγή των προ-φλεγµονωδών κυτταροκινών IL1β, TNFα, αλλά και MMP. Τα χονδροκύτταρα (CH) 

επίσης παράγουν MMP, συνεισφέροντας στην αποδόµηση του χόνδρου. ∆ιεγερµένοι οστεοκλάστες (OC) 

προκαλούν διαβρώσεις στο οστό. Τα MSC του αρθρικού υγρού γίνονται επιθετικά και ίσως µετατρέπονται 

σε FLS. Τα µυελικά MSC µπορούν να συνεισφέρουν  στην επιδιόρθωση οστού και χόνδρου, αλλά το 

πολλαπλασιαστικό τους δυναµικό επηρεάζεται από το φλεγµονώδες µυελικό µικροπεριβάλλον.  
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2.3.3 ΤΑ ΑΡΧΕΓΟΝΑ ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΤΗΝ ΑΡΘΡΩΣΗ 

Στον παθολογικό αρθρικό υµένα αποµονώνονται MSC σε αφθονία 78;78. Αν και αυτό θα 

µπορούσε κάλλιστα να είναι το αποτέλεσµα της φυσιολογικής προσπάθειας του οργανισµού να 

ανταποκριθεί στο τοπικό τραύµα (χόνδρου και οστού), µπορεί και να υποδηλώνει µια 

συνεισφορά των MSC στην παθολογία της νόσου 79. Ειδικότερα έχει προταθεί ότι µυελικά MSC 

φθάνουν στη φλεγµαίνουσα άρθρωση µέσω καναλιών που ενώνουν το οστό µε την άρθρωση 

και εγκαθίστανται στον αρθρικό υµένα. Τα MSC στην παθολογική άρθρωση εκφράζουν τους 

εµβρυϊκούς αναπτυξιακούς παράγοντες wingless (wnt) και frizzled (fz), που φυσιολογικά 

ενέχονται στην οργάνωση του εκβλαστήµατος των άκρων (limb bud) κατά την εµβρυική 

ανάπτυξη, καθώς και στην ανάπτυξη των µυελικών αρχέγονων κυττάρων. Το σηµατοδοτικό 

µονοπάτι wnt/fz εµπλέκεται τόσο στο µεταγραφικό έλεγχο της αυτοανανέωσης/διαφοροποίησης 

των αρχέγονων κυττάρων, όσο και στην επαγωγή της φλεγµονής µέσω ενεργοποίησης της 

πρωτεϊνικής κινάσης C 80;81;81;82;82-85. Έχει επίσης διατυπωθεί η υπόθεση ότι οι αρθρικοί 

ινοβλάστες είναι µετασχηµατισµένα µεσεγχυµατικά κύτταρα, που κάτω από την επίδραση του 

φλεγµονώδους περιβάλλοντος, µετασχηµατίζονται και «παγώνουν» σε πρώιµα στάδια 

διαφοροποίησης. Σε ένα ζωικό µοντέλο της ΡΑ, δείχτηκε ότι οι αρθρικοί ινοβλάστες (FLS) 

περιέχουν µυελικά MSC µε διαταραγµένη δυνατότητα λιπογονικής και οστεογονικής 

διαφοροποίησης, οφειλόµενη στο φλεγµονώδες µικροπεριβάλλον (IL-1β) και µάλιστα µέσω 

ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ 86. 

  Σε ζωικά µοντέλα αρθρίτιδας (collagen-induced arthritis, CIA), τα ΜSC αποµονώνονται 

σε πρώιµα στάδια της νόσου στο περιόστεο, στο φλοιό, στην επίφυση, στον αρθρικό υµένα, 

αλλά και σε κανάλια σύνδεσης οστού-άρθρωσης. Η θεραπεία µε anti-TNFα έχει ως αποτέλεσµα 

την ελάττωση του πλήθους των MSC στην άρθρωση, υποδηλώνοντας έναν άµεσο ρόλο αυτής 

της κυτταροκίνης στη στρατολόγηση των MSC στη φλεγµαίνουσα άρθρωση 79. Είναι λοιπόν 

πιθανό η σταδιακή εγκατάσταση και ο επακόλουθος πολλαπλασιασµός αυτών των άωρων MSC, 

να αυξάνει περαιτέρω την κυτταρική υπερπλασία, καθώς και τις καταστροφικές διεργασίες µε 

αυτοκρινή ή/και παρακρινή τρόπο (παραγωγή κυτταροκινών, χηµειοκινών, ρυθµιστών του 

κυτταρικού κύκλου, µορίων συναφείας και MMP) 82;86;87. 
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  Συνολικά, φαίνεται πως µυελικά MSC σε µια προσπάθεια επιδιόρθωσης της τοπικής 

ιστολογικής βλάβης στη ΡΑ εγκαθίστανται στην άρθρωση, αλλά κάτω από το φλεγµονώδες 

µικροπεριβάλλον παραµένουν σε άωρη κατάσταση και συνεισφέρουν στη διατήρηση της 

φλεγµονής. 
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2.4 ΣΚΕΠΤΙΚΟ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 Συνοπτικά, η ΡA είναι µια συστηµατική αυτοάνοση νόσος, που χαρακτηρίζεται από  την 

αυξηµένη παραγωγή φλεγµονωδών παραγόντων (όπως ο TNFα και η IL-1β) στις 

προσβεβληµένες αρθρώσεις, η οποία έχει σαν κύρια επίπτωση βλάβες στο χόνδρο και το οστό. 

Όπως προαναφέρθηκε, τα κύτταρα που κυριαρχούν στην παθογένεια της άρθρωσης είναι τα 

µακροφάγα, τα Τ- και Β-λεµφοκύτταρα και οι αρθρικοί ινοβλάστες. Η µέχρι τώρα θεραπευτική 

προσέγγιση στοχεύει σε κάποιο από παραπάνω κύτταρα. Για παράδειγµα η µεθοτρεξάτη 

καταστέλλει τα µακροφάγα, η κυκλοσπορίνη-Α καταστέλλει τα CD4+ Τ-λεµφοκύτταρα. Οι πιο 

πρόσφατες και πλέον αποτελεσµατικές θεραπευτικές προσεγγίσεις µε µονοκλωνικά αντισώµατα 

στοχεύουν στους κύριους φλεγµονώδεις παράγοντες, TNFα και IL-1β. Εν τούτοις είναι 

αποτελεσµατικές µόνο στο 40-70% των ασθενών και όταν σταµατά η αγωγή, η νόσος 

επανέρχεται, κάτι που υποδηλώνει ότι αυτής της µορφής η θεραπεία είναι µάλλον κατασταλτική, 

παρά πραγµατικά θεραπευτική.  

 Σε προηγούµενες µελέτες έχει προταθεί ότι τα MSC µπορεί να σχετίζονται πρωτογενώς 

µε την καταστροφή της άρθρωσης στη ΡΑ 82;88. Επίσης έχει δειχθεί ότι η αυξηµένη τοπική 

παραγωγή TNFα µπορεί να αλλοιώσει το µυελικό µικροπεριβάλλον και να επηρεάσει τα 

αρχέγονα αιµοποιητικά κύτταρα 89. Συνεπώς, ένα κρίσιµο υπό εξέταση ζήτηµα είναι εάν και τα 

µυελικά MSC ελαττώνονται επίσης ή/και αλλάζουν λειτουργικά στους ασθενείς. Επιπροσθέτως, 

καθώς τα µυελικά MSC αποτελούν ένα υποσχόµενο µελλοντικό εργαλείο για την ανάπλαση του 

χόνδρου και του οστού που καταστρέφονται στους ασθενείς, θεωρήθηκε αναγκαία η µελέτη τους 

στους ασθενείς, ώστε να διευκρινιστεί η πιθανότητα µελλοντικής χρήσης τους σε αυτόλογες 

µεταµοσχεύσεις που θα στοχεύουν στην ανάπλαση του κατεστραµµένου ιστού.  

 Αυτή η µελέτη αξιολογεί τη συχνότητα και τη λειτουργικότητα των µυελικών MSC σε 

ασθενείς µε ενεργό ΡA, όσον αφορά την πολλαπλασιαστική και κλωνογονική τους ικανότητα, 

καθώς και τη δυνατότητα της in vitro διαφοροποίησης. Επιπλέον µελετήθηκαν τα µοριακά 

χαρακτηριστικά των κυττάρων, µε ιδιαίτερη εστίαση στην γονιδιακή και πρωτεϊνική έκφραση 

φλεγµονωδών παραγόντων. 
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3.  

ΑΣΘΕΝΕΙΣ,  

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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3.1 ΑΣΘΕΝΕΙΣ 

 Μελετήσαµε µυελικά δείγµατα 26 ασθενών µε ενεργό ρευµατοειδή αρθρίτιδα 90;91, καθώς 

και 21 υγιών µαρτύρων, αναλόγου φύλου και ηλικίας µε τους ασθενείς. Τα κλινικά και 

εργαστηριακά στοιχεία των ασθενών υπάρχουν στον πίνακα 2. Για την πραγµατοποίηση των 

δειγµατοληψιών µυελού των οστών πάρθηκε η γραπτή συγκατάθεση κάθε ασθενούς, σύµφωνα 

µε τη διακήρυξη του Ελσίνκι.  
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3.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ IN VITRO ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΩΝ ΜΥΕΛΙΚΩΝ MSC 

 Αναρροφήµατα µυελικών κυττάρων λαµβάνονταν από την οπίσθια λαγόνιο ακρολοφία µε 

παρακέντηση. Τα αναρροφήµατα επιστρώνονταν σε διάλυµα Histopaque-1077 (Sigma, Saint 

Louis MO) και φυγοκεντρούντο για να παρθούν τα µυελικά µονοπύρηνα κύτταρα (BMMC). 

Ακολούθως τα µονοπύρηνα απλώνονταν σε καλλιεργητικές φλάσκες των 25-cm2 µε αρχική 

συγκέντρωση 200.000 BMMC/cm2 και αναπτύσσονταν σε Dulbecco’s Modified Eagle Medium-

Low Glucose (DMEM-LG; Gibco/Invitrogen, Paisley Scotland) / 10% ορό εµβρύου αγελάδος 

(FCS; Hyclone, Logan-Utah, USA) / 100 IU/ml πενικιλίνη-στρεπτοµυκίνη (Pen-Strep, Gibco), 

όπως έχει περιγραφεί 54;92. Το αναλυτικό πρωτόκολλο αποµόνωσης και καλλιέργειας µυελικών 

MSC περιγράφεται παρακάτω: 

 

3.2.1 Αποµόνωση και ανάπτυξη ανθρώπινων µυελικών MSC  

1. Αναρρόφηµα µυελικών κυττάρων λαµβάνεται από την οπίσθια λαγόνιο ακρολοφία µε 

παρακέντηση (5-10 ml). 

2. Το δείγµα αραιώνεται 1:1 σε MSC-medium (DMEM-LG / 10% FCS / 1% Pen-Strep). 

3. Επιστοίβαση δείγµατος σε Histopaque-1077, µε αναλογία όγκου 4:3. 

4. Φυγοκέντρηση στις 1700 rpm, για 30 min, χωρίς φρένο. 

5. Αποµόνωση της µεσόφασης του µυελικού µονοπυρηνικού κλάσµατος (BMMC). 

6. Επαναιώρηση των κυττάρων σε MSC-medium. 

7. Μέτρηση των κυττάρων σε Neubauer. 

8. Άπλωµα 200,000 BMMC/cm2 σε φλάσκες των 25cm2 και επώαση σε 37oC / 5% CO2  / 

90% υγρασία. 

9. Τις πρώτες 24-48 ώρες, αφαίρεση των µη-προσκολλώµενων αιµοποιητικών κυττάρων, 

πλύσιµο των κυττάρων µε PBS. Προσθήκη φρέσκου MSC-medium. 

10. Πλήρης ανανέωση MSC-medium κάθε 3-4 ηµέρες, µέχρι κάλυψη τάπητα κατά 70-90%. 

 

3.2.2 Ανάπτυξη ανθρώπινων µυελικών MSC σε P1-P2-P3-... κ.λπ. 

1. Τρυψινοποίηση των κυττάρων µε 0.25% trypsin-1mM EDTA για 5min στους 37oC. 
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2. Προσθήκη ίσου όγκου MSC-medium για απενεργοποίηση της δράσης της τρυψίνης. 

3. Πλύσιµο των κυττάρων και επαναιώρηση σε κατάλληλο όγκο MSC-medium. 

4. Μέτρηση των κυττάρων σε  Neubauer. 

5. Επανακαλλιέργεια 2000 κύτταρα/cm2 σε φλάσκες των 75cm2. 

6. Πλήρης ανανέωση MSC-medium κάθε 3-4 ηµέρες, µέχρι κάλυψη τάπητα κατά 70-90%. 

 

 ∆είγµατα από τα υπερκείµενα των κυτταροκαλλιεργειών φυλάσσονταν (-72oC) για 

περαιτέρω µετρήσεις των επιπέδων των κυτταροκινών µε τη µέθοδο ELISA (Quantikine; R&D 

Systems, Minneapolis,MN). Τρυψινοποιηµένα κύτταρα από κυτταρικό πέρασµα (passage - P) 2 

επάγωντο προς διαφοροποίηση µε το κατάλληλο θρεπτικό µέσο. 
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3.3 IN VITRO ∆ΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΕΙΣ 

 Πραγµατοποιήθηκαν διαφοροποιήσεις σε τρείς κυτταρικές γενεαλογίες: λιποκυττάρων, 

οστεοκυττάρων και χονδροκυττάρων. Όλα τα υλικά των διαφοροποιητικών θρεπτικών 

προέρχονταν από την εταιρεία Sigma, εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά. 

 

3.3.1 Επαγωγή λιπογονικής διαφοροποίησης 

 Η επαγωγή της λιπογονικής διαφοροποίησης έγινε χρησιµοποιώντας θρεπτικό µέσο για 

MSC εµπλουτισµένο µε  

 10%FCS  

 0.5mM 1-methyl-3-butylisoxanthine (ΙΒΜΧ)  

 1µM dexamethasone (Dex)  

 0.2µM indomethacin  

 10µg/ml insulin 

 Aπλώνονταν 80.000 MSC/cm2 σε τρυβλία των 60-mm. Το θρεπτικό µέσο ανανεώνονταν 

δύο φορές την εβδοµάδα και τα κύτταρα παρέµεναν στην καλλιέργεια για 21 µέρες σε 37oC / 

5%CO2/ 90% υγρασία.  

 

3.3.2 Επαγωγή οστεογονικής διαφοροποίησης 

 Η επαγωγή της οστεογονικής διαφοροποίησης έγινε σε θρεπτικό µέσο για MSC 

εµπλουτισµένο µε  

 0.1µM Dex  

 0.15mM ascorbate-2-phosphate  

 3mM NaH2PO4 

 Τα κύτταρα απλώνονταν σε τρυβλία των 60-mm µε συγκέντρωση 15.000 κύτταρα/cm2 

και παρέµεναν στην καλλιέργεια για 21 µέρες σε 37oC / 5%CO2/ 90% υγρασία. Το θρεπτικό µέσο 

ανανεώνονταν δύο φορές την εβδοµάδα. 

 

3.3.3 Επαγωγή χονδρογονικής διαφοροποίησης 
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 Για την επαγωγή της χονδρογονικής διαφοροποίησης εφαρµόστηκε η τεχνική του 

κυτταρικού µικρο-ιζήµατος (micro-pellet). Τα κύτταρα κατακρηµνίζονταν στα 350g για 5 min, σε 

σωληνάρια των 15ml (250.000 ΜSC/ίζηµα) και εν συνεχεία αναπτύσσονταν σε θρεπτικό µέσο 

DMEM-High Glucose (Gibco), εµπλουτισµένο µε: 

 6.25µg/ml insulin 

 6.25µg/ml transferrin 

 1.33µg/ml linoleic acid 

 1.25mg/ml bovine serum albumin 

 1mM sodium pyruvate 

 0.17mM ascorbate-2-phosphate  

 1µM Dex  

 0.35mM L-proline  

 6.25ng/ml selenous acid  

 0.01µg/ml TGFβ3 

 H ανάπτυξη των κυττάρων γινόταν για 21 µέρες σε 37oC / 5% CO2 / 90% υγρασία, µε πλήρη 

ανανέωση θρεπτικού 2 φορές την εβδοµάδα.  

 



 29 

3.4 ΚΥΤΤΑΡΟΧΗΜΙΚΕΣ ΧΡΩΣΕΙΣ 

 Η ανίχνευση των διαφοροποιηµένων κυττάρων έγινε και µε κυτταροχηµικές χρώσεις. Όλα 

τα υλικά των κυτταροχηµικών χρώσεων προέρχονταν από την εταιρεία Sigma, εκτός αν 

αναφέρεται διαφορετικά. 

 

3.4.1 Χρώση Oil Red O (χρώση ουδέτερων λιπών)  

1. Αφαιρούµε το θρεπτικό µέσο από τα κύτταρα και τα ξεπλένουµε 2x µε PBS. 

2. Μονιµοποίηση των κυττάρων σε 10%NBF (neutral-buffer formalin) για 15 min. 

3. Αφαίρεση µονιµοποιητικού και πλύσιµο των κυττάρων 2Χ µε PBS.  

4. Παρασκευή working solution του Oil Red O αναµιγνύοντας 6ml από το stock sol. ORO 

(0.5% σε 99% isopropanol) µε 4ml dH2O. Φιλτράρισµα από διηθητικό χαρτί και 

φιλτράρισµα από 0,45 µm syringe filter. 

5. Προσθήκη του ORO στα κύτταρα για 15-20 min. 

6. Ξέπλυµα κυττάρων 2-3X µε dH2O.  

 

3.4.2 Χρώσεις αλκαλικής φωσφατάσης και Von Kossa 

1. Αφαίρεση θρεπτικού µέσου και ξέπλυµα των κυττάρων µε PBS. 

2. Μονιµοποίηση των κυττάρων σε 10%NBF για 15 min. 

3. Αφαίρεση µονιµοποιητικού και ξέπλυµα των κυττάρων µε dH2O για 1 min και άλλη µία 

φορά µε dH2O για 15 min. 

4. Παρασκευή φρέσκου υποστρώµατος αλκαλικής φωσφατάσης: 

(α) 10mg naphthol AS MX-PO4 διαλυµένο σε 400µl  N,N,-DMF (N,N,-dimethylformamide) 

(β) Προσθήκη του (α) σε 99.6ml Tris-HCl pH 8.3 

(γ) Ανάδευση και προσθήκη 30-60mg Red Violet LB salt. 

Το παρασκευασθέν διάλυµα  φιλτράρεται σε 0.45µm syringe filter. 

5. Προσθήκη του υποστρώµατος της αλκαλικής φωσφατάσης στα τρυβλία. Επώαση 45 min 

σε θερµοκρασία δωµατίου. 

6. Ξέπλυµα 3-4Χ µε νερό βρύσης. 
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7. Χρώση κυττάρων µε Von Kossa reagent (0.25gr/ml silver nitrate σε dH2O) για 30 min. 

8. Αφαίρεση διαλύµατος νιτρικού αργύρου και ξέπλυµα 3X µε dH2O. 

 
 
3.4.3 Χρώση Αlcian blue (Σε τοµές παραφίνης) 

1. Τοποθετούµε τις αντικειµενοφόρους σε φούρνο 56oC για 50min. 

2. Εµβαπτίζουµε σε xylol για 5min. Επαναλαµβάνουµε X2. 

3. 96% ethanol για 3min. Επαναλαµβάνουµε X2. 

4. 80% ethanol για 1min. Επαναλαµβάνουµε X2. 

5. 70% ethanol για 1min. Επαναλαµβάνουµε X2. 

6. Ξεπλένουµε µε νερό βρύσης. 

7. Ξεπλένουµε µε dH2O. 

8. Εµβαπτίζουµε σε Haematoxylin Harris για 20min. 

9. Ξεπλένουµε µε νερό βρύσης. 

10. Εµβαπτίζουµε σε 1% HCl σε 70% ethanol. 

11. Ξεπλένουµε µε νερό βρύσης. 

12. Παρασκευάζουµε υδατικό διάλυµα 3% w/v Alcian blue. Παρασκευάζουµε διάλυµα 3% w/v 

CH3COOH. Αναµιγνύουµε 1:1 v/v τα δύο διαλύµατα και εµβαπτίζουµε τις 

αντικειµενοφόρους για 10min. 

13. Ξεπλένουµε µε νερό βρύσης. 

14. Εµβαπτίζουµε X2 σε 96% ethanol. 

15. Εµβαπτίζουµε X2 σε 100% ethanol. 

16. Εµβαπτίζουµε X2 σε xylol. 

17. Τοποθέτηση καλυπτρίδας. 

 

3.4.4 Χρώση Giemsa 

 Για να γίνουν ευδιάκριτες οι αποικίες CFU-F ακολουθούσε κυτταρική χρώση Giemsa: 

1. Πλύσιµο των κυττάρων X2 µε PBS. 

2. Μονιµοποίηση των κυττάρων σε µεθανόλη για 5min. 
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3. Αφαίρεση της µεθανόλης και στέγνωµα των τρυβλίων. 

4. Προσθήκη διαλύµατος Giemsa (3ml Giemsa + 20ml 1Χ Giemsa buffer) και χρώση για 

10min. 

5. Αφαίρεση διαλύµατος Giemsa και εκτενές ξέπλυµα µε νερό βρύσης. 

6. Στέγνωµα των τρυβλίων. 

 

Παρασκευή 1X Giemsa buffer από συµπυκνωµένο 10X buffer µε προσθήκη 10N NaOH για να 

ρυθµιστεί το pH 7.0 

10X Giemsa buffer: 66,3gr KH2PO4 

 25,6gr Na2HPO4 

  Μέχρι 1Lt απιονισµένο νερό  
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3.5 ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΩΝ MSC ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

 Τρυψινοποιηµένα MSC από P1-P6 χαρακτηρίστηκαν φαινοτυπικά µε κυτταροµετρία 

ροής, χρησιµοποιώντας ειδικά µονοκλωνικά αντισώµατα: anti-CD29 (4B4; Cyto-Stat/Beckman-

Coulter, Florida, USA), anti-CD44 (J173; Immunotech/Coulter, Marseille, France), anti-CD73 

(AD2; Pharmingen, San Diego, CA), anti-CD90 (F15.42; Immunotech/Coulter), anti-CD105 

(SN6; Caltag, Burlingame, CA), anti-CD146 (P1H12; Pharmingen), anti-CD45 (IMMU19.2; 

Immunotech/Coulter), anti-CD14 (RMO52; Immunotech/Coulter) και anti-CD34 (QBend10; 

Beckman-Coulter). Αναλυτικά: 

 

3.5.1 Ανοσο-ανίχνευση επιφανειακών αντιγόνων µε χρήση κυτταροµέτρου ροής 

 Σε κάθε κυτταρικό πέρασµα έγινε ανάλυση των κυττάρων για τα εξής επιφανειακά 

αντιγόνα: CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD14, CD34 και CD45. 

1. Πλένουµε τα κύτταρα σε διάλυµα κυτταροµετρίας (PBS / 0.5% FCS / 0.04% sodium 

azide). 

2. Φυγοκεντρούµε στις 1700rpm, για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

3. Αφαίρεση υπερκειµένου και προσθήκη 40µl διαλύµατος 20mg/ml human γ-globulins, για 

την ελαχιστοποίηση της µη-ειδικής πρόσδεσης αντισώµατος. Επώαση 10min στον πάγο. 

4. Προσθήκη φθορίζοντος µονοκλωνικού αντισώµατος (η ποσότητα δίδεται από την 

παρασκευαστική εταιρεία). Επώαση στον πάγο. 

5. Πλένουµε τα κύτταρα σε διάλυµα κυτταροµετρίας για να αποµακρύνουµε την 

πλεονάζουσα ποσότητα αντισώµατος. 

6. Φυγοκεντρούµε στις 1700rpm, για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

7. Αφαίρεση υπερκειµένου και µονιµοποίηση κυττάρων µε 200µl διαλύµατος 2% 

παραφορµαλδεϋδης (paraformaldehyde, PFA). 

8. ∆ιατήρηση δειγµάτων στους 4oC, µέχρι την ανάλυση στο κυτταρόµετρο ροής. 

 

3.5.2 Μέτρηση αποπτωτικών κυττάρων µε χρώση 7-AAD 

 Η απόπτωση των κυττάρων µελετήθηκε επίσης µε κυτταροµετρία ροής, 
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χρησιµοποιώντας τη χρώση µε 7-actinoaminomycin-D (7-AAD; Calbiochem-Novabiochem, La 

Jolla, CA) 89;93. Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως 7-AADneg (ζωντανά κύτταρα), 7-AADdim 

(πρώιµα αποπτωτικά) και 7-AADbrigh (όψιµα αποπτωτικά) κύτταρα. Αναλυτικά: 

 Μετά την επώαση µε το πρώτο αντίσωµα και το πλύσιµο των κυττάρων, προχωρούµε µε 

τα ακόλουθα βήµατα: 

1. Επωάζουµε τα κύτταρα µε διάλυµα 20µg/ml 7-AAD.  

2. Επωάζουµε 15 min στον πάγο. 

3. Φυγοκεντρούµε στις 1700rpm, για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

4. Αφαίρεση υπερκειµένου και προσθήκη 300µl διαλύµατος 2% PFA. 

5. Άµεση µέτρηση των κυττάρων στο κυτταρόµετρο ροής. 

 

 Η ποσοτική ανάλυση έγινε σε κυτταρόµετρο ροής Epics Elite (Coulter, Miami, FL). 
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3.6 ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ MSC ΣΤΟ ΚΛΑΣΜΑ ΤΩΝ ΜΥΕΛΙΚΩΝ ΜΟΝΟΠΥΡΗΝΩΝ  

 Χρησιµοποιήσαµε µια τεχνική περιοριστικής αραίωσης (limiting dilution assay - LDA) 

προκειµένου να υπολογίσουµε τη συχνότητα των MSC στο κλάσµα των µυελικών µονοπύρηνων 

κυττάρων. Χρησιµοποιήσαµε εφτά διαφορετικές συγκεντρώσεις BMMC (250-10.000 

κύτταρα/πηγάδι) που απλώθηκαν σε ταψιά των 96-πηγαδιών 54. Μετά από ανάπτυξη 6 

εβδοµάδων, τα πηγάδια που είχαν >50 προσκολλώµενα ατρακτοειδή κύτταρα, θεωρούντο θετικά 

και η συχνότητα των MSC αντιστοιχούσε στην αραίωση που θα έδιδε 37% αρνητικά πηγάδια 94. 

Αναλυτικά: 

1. Την ηµέρα-0 ετοιµάζουµε κυτταρικό εναιώρηµα 100,000 BMMC/ml αναµιγνύοντας 

1.1x106 κύτταρα σε 11ml MSC-medium. 

2.  Ετοιµάζουµε τις παρακάτω αραιώσεις: 

 
Αρχικό κυτταρικό 

εναιώρηµα 
MSC-medium 

Συγκέντρωση BMMC / 100µl 

τελικού εναιωρήµατος 

1 4ml - 10.000 

2 3ml 1ml 7.500 

3 2ml 2ml 5.000 

4 1ml 3ml 2.500 

5 0.4ml 3.6ml 1.000 

6 0.2ml 3.8ml 500 

7 0.1ml 3.9ml 250 

 

3. Χρησιµοποιούµε 7 πλάκες των 96-πηγαδιών και προσθέτουµε dH2O στα ακριανά 

πηγάδια. 

4. Για κάθε αραίωση, χρησιµοποιούµε 30 πηγάδια από την πλάκα, στα οποία προσθέτουµε 

100µl από την αντίστοιχη αραίωση. 

5. Πλήρης ανανέωση θρεπτικού MSC-medium µία φορά την εβδοµάδα, για 6 εβδοµάδες. 

6. Ανίχνευση και ποσοτικοποίηση θετικών και αρνητικών πηγαδιών σε κάθε αραίωση. 

Ανάλυση µε στατιστική κατανοµής Poisson.  
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3.7 ΚΛΩΝΟΓΟΝΙΚΗ ΚΑΙ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΤΩΝ MSC 

 Η κλωνογονική ικανότητα των κυττάρων µετρήθηκε µε τη γνωστή δοκιµασία σχηµατισµού 

ινοβλαστικών αποικιών, ενώ η πολλαπλασιαστική τους ικανότητα µετρήθηκε µε µια 

χρωµοµετρική δοκιµασία βασισµένη στο ΜΤΤ, καθώς και χρησιµοποιώντας τον απλό τύπο: 

2n=Nx/N0 (όπου, Nx = κυτταρικός πληθυσµός µετά την τρυψινοποίηση, N0 = αρχικός κυτταρικό 

πληθυσµός, n = αριθµός κυτταρικών πολλαπλασιασµών). 

  

3.7.1 ∆οκιµασία σχηµατισµού ινοβλαστικών αποικιών (colony forming unit-fibroblastic 

assay - CFU-F) 

 Η δοκιµασία CFU-F χρησιµοποιήθηκε για να εκτιµηθεί η αναλογία των MSC στα µυελικά 

µονοπύρηνα: κύτταρα ηµέρας-0 απλώνονταν σε τρυβλία 60-mm σε τρείς διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (10000 - 20000 - 30000 BMMC) και καλλιεργούντο για 14 ηµέρες µε θρεπτικό για 

MSC. Ο αριθµός των CFU-F υπολογίστηκε µε ανάλυση γραµµικής παλινδρόµησης (linear 

regression). 

 Η δοκιµασία CFU-F χρησιµοποιήθηκε και για τον υπολογισµό της κλωνογονικής 

ικανότητας των in vitro αναπτυσσόµενων κυττάρων. Τρυψινοποιηµένα κύτταρα P1-P6 

απλώνονταν µε τρείς διαφορετικές συγκεντρώσεις σε τρυβλία 60-mm (50 – 100 – 150 

κύτταρα/τρυβλίο). Ο αριθµός των CFU-F υπολογιζόταν µε ανάλυση γραµµικής παλινδρόµησης.  

 Για να γίνουν ευδιάκριτες οι κυτταρικές αποικίες ακολουθούσε κυτταρική χρώση Giemsa. 

 

3.7.2 Χρωµοµετρική δοκιµή MTT  

 Η πολλαπλασιαστική ικανότητα των MSC υπολογίστηκε µε µία τεχνική βασιζόµενη στο  

Methyl Triazolyl Tetrazolium (MTT) σε P2 κύτταρα, καθώς και µε την εκτίµηση του χρόνου 

διπλασιασµού των κυττάρων για τα περάσµατα P1-P6.  

1. Ξεκινάµε µε 52,500 κύτταρα σε 21ml MSC-medium. Τελική συγκέντρωση 2,500 

κύτταρα/ml. 

2. Χρησιµοποιούµε 7 πλάκες των 24-πηγαδιών, και σε κάθε µία από αυτές χρησιµοποιούµε 

τρία πηγάδια, σε καθένα από τα οποία προσθέτουµε 2500 MSC (1ml/πηγάδι). 
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3. Ανανέωση θρεπτικού 2 φορές την εβδοµάδα. 

4. Επιτελούµε τη χρωµοµετρική δοκιµή ΜΤΤ τις µέρες 1, 3, 5, 7, 9, 11 και 13:  

•••• Αφαιρούµε όλο το θρεπτικό και προσθέτουµε 0.5ml 1mg/ml MTT /πηγάδι. 

•••• Επωάζουµε για 4 ώρες στους 37oC / 5% CO2. 

•••• Προσθέτουµε 0.5ml 2-propanol σε κάθε πηγάδι. 

•••• Ανακατεύουµε ώστε να διαλυθεί το παραγόµενο formazan. 

•••• Σε πλάκα των 96-πηγαδιών προσθέτουµε 200µl από κάθε δείγµα και µετράµε σε 

φωτόµετρο την οπτική πυκνότητα στα 630nm (OD630). 

 



 37 

3.8 ΕΛΕΓΧΟΣ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ  

3.8.1 RT-PCR  

 Αποµονώθηκε ολικό RNA από MSC P2, καθώς και από διαφοροποιηµένα κύτταρα, αλλά 

και από κλώνους MSC κυττάρων. Το ολικό RNA αποµονώθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας µε το σύστηµα RNeasy Mini Kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany). 

Σε όλες τις κατεργασίες δειγµάτων περιελήφθη το στάδιο επώασης των νουκλεϊκών οξέων µε 

DNAse, ώστε να µην υπάρχουν προσµίξεις γενωµικού DNA στα τελικά δείγµατα. Για την 

αποµόνωση RNA ειδικά από τα χονδροκύτταρα, εισήχθη ένα αρχικό στάδιο προ-επώασης των 

κυττάρων µε Proteinase K πάλι σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ακολούθως 0.5µg 

RNA από κάθε δείγµα µετεγγράφηκε αντίστροφα σε cDNA (SUPERSCRIPT II; Gibco), 

επιλέγοντας ως εκκινητές της αντίστροφης µεταγραφής (RT), ολιγονουκλεοτίδια τυχαίας 

αλληλουχίας. Το προϊόν της αντίδρασης RT πολλαπλασιάστηκε στη συνέχεια ειδικά σε 

αντιδράσεις PCR (RT-PCR). Οι αντιδράσεις PCR έγιναν µε το 1/20 του προϊόντος της RT µε τις 

συνθήκες: 1.5mM MgCl2, 0.2mM dNTPs, 1µM ειδικούς εκκινητές, 5U Taq DNA polymerase 

(Invitrogen) σε 1Χ PCR buffer (Invitrogen). Τα τελικά προϊόντα κανονικοποιήθηκαν σύµφωνα µε 

την έκφραση της β2-µικροσφαιρίνης (β2m), χρησιµοποιώντας το software πυκνοµετρικής 

ανάλυσης ImageJ. Οι αλληλουχίες των ειδικών εναρκτών για τις αντιδράσεις PCR αναφέρονται 

στον πίνακα 3. 

 

3.8.2 Real-Time Quantitative PCR 

 Γονιδιακή έκφραση των IL1β και TNFα: Ολικό RNA αποµονώθηκε από κύτταρα P1-P6 

και µετεγγράφη αντίστροφα, όπως συνοπτικά περιγράφεται στην προηγούµενη παράγραφο. Για 

την ταυτοποίηση της έκφρασης των γονιδίων IL-1β, TNFα και GAPDH χρησιµοποιήθηκαν τα 

συστήµατα Platinum qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) και TaqMan Gene Expression Assays 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Οι µετρήσεις έγιναν µε το ABI Prism 7000 Sequence 

Detection System software (Applied Biosystems). Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων 

ποσοτικοποιήθηκαν διαιρώντας τη µέση ποσότητα του γονιδίου-στόχου προς τη µέση ποσότητα 
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του γονιδίου-αναφοράς (GAPDH). 

 Μέτρηση του τελοµερούς: Αποµονώθηκε γενωµικό DNA από P2 MSC (QIAGEN). Το 

γονίδιο της β-σφαιρίνης χρησιµοποιήθηκε σαν εσωτερικό control µονογονιδιακού τόπου (single-

copy-gene). 95;96. Για τις αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκε έτοιµο µίγµα iTaq SYBR Green Supermix 

with ROX (Biorad, Hercules, CA). Οι αλληλουχίες των ειδικών εναρκτών παρατίθενται στον 

πίνακα 3. Το µήκος του τελοµερούς αντικατοπτρίζεται από το σχετικό πηλίκο τελοµερές/single-

copy-gene (T/S): T/S=2-∆CΤ, όπου ∆CΤ=CΤτελοµερούς-CΤβ-σφαιρίνης. 
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3.9 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ 

 Η ανάλυση των δεδοµένων από την τεχνική περιοριστικής αραίωσης έγινε µε χρήση της 

κατανοµής Poisson, στο στατιστικό πρόγραµµα Fig.P (Fig.P Software Corporation, Durham, 

NC).  

 Όλα τα υπόλοιπα δεδοµένα αναλύθηκαν είτε µε Mann-Whitney, είτε µε one-way ANOVA 

tests στο στατιστικό πρόγραµµα GraphPAd (GraphPad Software, San Diego, CA). Τα 

οµαδοποιηµένα δεδοµένα εκφράζονται ως µέσες τιµές ± απόκλιση από το µέσο (SEM). 
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4.1 ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ ΣΤΟ ΜΥΕΛΟ 

  Η εκτίµηση της συχνότητας των MSC στο µυελό των ασθενών έγινε χρησιµοποιώντας 

δύο µεθοδολογίες. Με την τεχνική περιοριστικής αραίωσης, η συχνότητα των MSC στο κλάσµα 

των µυελικών µονοπύρηνων κυττάρων (BMMC) υπολογίστηκε και βρέθηκε παρόµοια στους 

ασθενείς (20.74±12.41 / 105 BMMC) και τους υγιείς µάρτυρες (23.90±15.65 / 105 BMMC; 

P=0.8894). Τα συνολικά αποτελέσµατα φαίνονται στο αριστερό τµήµα της εικόνας 5. 

  Η συχνότητα των µυελικών MSC υπολογίστηκε και µε µια δεύτερη µέθοδο, αυτή της 

δοκιµασίας σχηµατισµού ινοβλαστικών αποικιών (CFU-F) από µυελικά µονοπύρηνα κύτταρα 

ηµέρας-0. Τα αποτελέσµατα (εικόνα 5) συµφωνούσαν µε την προαναφερθείσα τεχνική 

περιοριστικής αραίωσης. Οι ασθενείς δίνουν 18.42±13.75 CFU-F / 105 BMMC και οι µάρτυρες 

19.85±18.96 CFU-F / 105 BMMC (P=0.3464).  

 

 
Εικόνα 5: Συχνότητα των ΜSC στο µυελό. Αριστερό ραβδόγραµµα: Συνολικά δεδοµένα (µέση 

συχνότητα + SEM) από την τεχνική περιοριστικής αραίωσης, σε ασθενείς και υγιείς µάρτυρες. ∆εξί 

ραβδόγραµµα: Συνολικά δεδοµένα (µέση συχνότητα + SEM) από τη δοκιµασία σχηµατισµού ινοβλαστικών 

αποικιών από κύτταρα ηµέρας-0, σε ασθενείς και υγιείς µάρτυρες. 
 

  Συγκρίνοντας τις δύο µεθόδους που χρησιµοποιήθηκαν για την εκτίµηση της συχνότητας 

των MSC, δεν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στις παρατηρούµενες συχνότητες 

στους ασθενείς (P=0.210) ή τους υγιείς µάρτυρες (P=0.199). Συνολικά τα παραπάνω δεδοµένα 

προτείνουν ότι η συχνότητα των MSC είναι σε φυσιολογικά επίπεδα στο µυελό των ασθενών. 
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4.2 ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

  Πραγµατοποιήθηκε ανοσοφαινοτυπική ανάλυση στο πέρας κάθε κυτταρικού περάσµατος 

(passage, Ρ), η οποία κατέδειξε ότι τα in vitro ανεπτυγµένα κύτταρα των ασθενών, όπως και των 

υγιών µαρτύρων, αποτελούσαν έναν οµοιογενή πληθυσµό θετικό για τα αντιγόνα επιφανείας 

CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 και CD146. Ταυτοχρόνως τα κύτταρα ήταν αρνητικά για τα 

αντιγόνα CD45, CD14 και CD34. Τα αποτελέσµατα (εικόνα 6) καταδεικνύουν ότι τα κύτταρα των 

ασθενών έχουν φυσιολογικό φαινότυπο. 

 

 

Εικόνα 6: Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των MSC. Στο ανώτερο γράφηµα παρουσιάζονται οι συνολικές 

αναλύσεις που έγιναν στο σύνολο των δειγµάτων για τρία κυτταρικά περάσµατα P1-P2-P3 (µέσες τιµές + 

SEM). Στο κατώτερο γράφηµα παρουσιάζεται µια τυπική εικόνα ανοσοφαινοτύπων κυττάρων ασθενούς 

από Ρ2. Τα κόκκινα και µπλε ιστογράµµατα δείχνουν τα θετικά και τα αρνητικά επιφανειακά αντιγόνα 

αντίστοιχα, συγκρινόµενα µε τα ισοτυπικά κοντρόλ (ανοικτά ιστογράµµατα). 
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4.3  ∆ΥΝΑΜΙΚΟ IN VITRO ∆ΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ 

  Ελέγχθηκε ακολούθως η ικανότητα των κυττάρων των ασθενών να διαφοροποιούνται in 

vitro στις κυτταρικές γενεαλογίες των λιποκυττάρων, των οστεοβλαστών και των 

χονδροκυττάρων. Όλες οι διαφοροποιήσεις έγιναν σε κύτταρα Ρ2. Επιλέχθηκε το συγκεκριµένο 

κυτταρικό πέρασµα, καθώς από τα δεδοµένα της φαινοτυπικής ανάλυσης, κρίθηκε ότι τότε ο 

κυτταρικός πληθυσµός ήταν οµοιογενής, απαλλαγµένος πλέον από µικροπροσµίξεις 

αιµοποιητικών κυττάρων. Οι κυτταροχηµικές χρώσεις έδειξαν ότι τα κύτταρα των ασθενών, 

όπως και των µαρτύρων, ήταν ικανά να διαφοροποιηθούν in vitro. Φωτογραφία από τις σχετικές 

κυτταροχηµικές χρώσεις από ένα δείγµα ασθενούς φαίνεται στην εικόνα 7.  

 

 
Εικόνα 7: Ιn vitro διαφοροποιήσεις των MSC. Στην εικόνα παρουσιάζονται αδιαφοροποίητα MSC από 

P2 (A) και in vitro διαφοροποιηµένα κύτταρα προς τη λιπογονική (B και C), οστεογονική (D) και τη 

χονδρογονική κυταρική γενεαλογία (E και F) από έναν αντιπροσωπευτικό ασθενή µε ΡΑ. Οι κυτταρικές 

διαφοροποιήσεις ταυτοποιήθηκαν µε χρώση Oil red O (C), ALP/Von Kossa (D), Masson (E) και Alcian 

blue (F). 

 

  Επιπρόσθετα µετρήθηκε η σχετική έκφραση εξειδικευµένων γονιδίων για τις τρεις 

συγκεκριµένες κυτταρικές γενεαλογίες, µε σκοπό να υπολογιστεί κατά κάποιο τρόπο η ικανότητα 

της in vitro διαφοροποίησης των κυττάρων. Χρησιµοποιήθηκαν δύο τέτοια γονίδια/δείκτες της 

διαφοροποίησης για κάθε κυτταρική γενεαλογία.  
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  Το σχετικό δυναµικό της in vitro οστεοβλαστικής διαφοροποίησης των MSC µετρήθηκε µε 

την έκφραση των γονιδίων της αλκαλικής φωσφατάσης (ALP), ενός γονιδίου µε ιδιαίτερα 

αυξηµένη ενεργότητα στους οστεοβλάστες και του µεταγραφικού παράγοντα core binding protein 

factor-1 (CBF-1), που θεωρείται επαγωγέας της οστεοβλαστικής διαφοροποίησης. Όσον αφορά 

το δυναµικό διαφοροποίησης των MSC προς λιποκύτταρα, µετρήθηκε η έκφραση των γονιδίων 

adipose fatty acid-binding protein (aP2), που συντελεί στο µεταβολισµό των λιπιδίων και είναι 

ιδιαίτερα ενεργό στα λιποκύτταρα και του µεταγραφικού παράγοντα peroxisome proliferator 

activated receptor-γ (PPAR-γ), ενός επαγωγέα της λιπογένεσης. Τέλος για το δυναµικό της 

χονδρογονικής διαφοροποίησης των MSC, µετρήθηκε η έκφραση των γονιδίων του κολλαγόνου 

τύπου ΙΙ (COLLII) και της πρωτεογλυκάνης aggrecan (AGR), τα οποία αποτελούν βασικά 

στοιχεία του χόνδρου. Η έκφραση όλων των παραπάνω γονιδίων κανονικοποιήθηκε ως προς 

την έκφραση του γονιδίου της β2-µικροσφαιρίνης.  

  Μετά από ανάλυση των δεδοµένων µας δεν διαπιστώθηκε στατιστική διαφορά του 

δυναµικού διαφοροποίησης ανάµεσα στα κύτταρα των ασθενών και των υγιών µαρτύρων 

(εικόνα 8). Τα αποτελέσµατα υποδηλώνουν ότι τα κύτταρα των ασθενών έχουν φυσιολογικό 

δυναµικό διαφοροποίησης. 
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Εικόνα 8: ∆υναµικό in vitro διαφοροποίησης των MSC. Στο αριστερό τµήµα της εικόνας 

παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα του ελέγχου της έφρασης εξειδικευµένων γονιδίων σε µυελικά P2 MSC, 

µετά από επαγωγή διαφοροποίησης στην οστεογονική, χονδρογονική και λιπογονική γενεαλογία σε 

αντιπροσωπευτικά δείγµατα ασθενών (n=3) και υγιών (n=3) ατόµων. Στο δεξί τµήµα παρουσιάζονται τα 

συνολικά δεδοµένα (µέσες σχετικές τιµές + SEM) εξειδικευµένης γονιδιακής έκφρασης όλων των ασθενών 

µε ΡΑ (n) και των υγιών µαρτύρων (�) που µελετήθηκαν. Η σύγκριση έγινε µε το µη-παραµετρικό Mann-

Whitney test. 
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4.4  ΑΝΑΠΤΥΞΙΑΚΟ ∆ΥΝΑΜΙΚΟ 

  Μελετήθηκε το αναπτυξιακό δυναµικό των µυελικών MSC στους ασθενείς, εκτιµώντας 

την κλωνογονικότητα των κυττάρων, καθώς και το χρόνο διπλασιασµού των κυττάρων στην 

πάροδο του χρόνου.  

  H κλωνογονικότητα εκφράζεται από τον αριθµό των κυττάρων που µπορούν να 

σχηµατίσουν ινοβλαστικές αποικίες (CFU-F) και κατ’ επέκταση είναι ικανά µιτωτικά. Μπορεί έτσι 

να χρησιµοποιηθεί σαν δείκτης της πολλαπλασιαστικής ικανότητας, αλλά και της αωρότητας των 

κυττάρων. ∆ιαπιστώθηκε ότι η απόδοση των in vitro αναπτυσσόµενων κυττάρων σε CFU-F ήταν 

αισθητά χαµηλότερη στους ασθενείς σε σχέση µε τους µάρτυρες, καθόλη την πάροδο των 

κυτταρικών περασµάτων P1-P6 (P<0.01) (εικόνα 9Α), υποδηλώνοντας ελαττωµατική ανάπτυξη 

και πιθανόν πρόωρη γήρανση των κυττάρων.  

  Το παραπάνω εύρηµα ενισχύθηκε από τα δεδοµένα υπολογισµού του χρόνου 

κυτταρικού διπλασιασµού στα P1-P6, όπου φαίνεται ότι τα κύτταρα των ασθενών 

πολλαπλασιάζονται πιο αργά από των µαρτύρων (P<0.001) (εικόνα 9Β). Στην ύπαρξη 

ελαττωµατικού πολλαπλασιαστικού δυναµικού συνηγορούν και τα δεδοµένα από τη 

χρωµοµετρική δοκιµη ΜTT, που αποτελεί µια τεχνική εκτίµησης του αριθµού των κυττάρων. 

Αναλυτικότερα, η δοκιµή ΜΤΤ έγινε σε όλα τα πειράµατα ξεκινώντας µε έναν σταθερό σε 

µέγεθος αρχικό κυτταρικό πληθυσµό και εκτιµώντας την ανάπτυξη των κυττάρων για 2 

εβδοµάδες. Όπως φαίνεται στην εικόνα 9C, για το κυτταρικό πέρασµα P2 η ανάπτυξη των 

κυττάρων στους ασθενείς παρέµενε σε σηµαντικά χαµηλότερα επίπεδα σε σχέση µε τους 

µάρτυρες (P<0.001). Συνολικά λοιπόν διαπιστώθηκε ελαττωµατική ανάπτυξη στα κύτταρα των 

ασθενών σε σχέση µε τα κύτταρα των υγιών µαρτύρων. 

  Καθώς η πλειοψηφία των ασθενών είχε προηγουµένως υποβληθεί σε θεραπείες µε 

κυτταροτοξικούς και/ή ανοσοκατασταλτικούς ή αντι-κυτταροκινικούς παράγοντες και µε σκοπό 

να ελεγχθεί η πιθανότητα πρόκλησης κάποιας βλάβης στα MSC συνέπεια αυτής της θεραπείας, 

έγινε µια νέα ανάλυση των δεδοµένων σε δύο υπο-οµάδες: η µια αφορούσε τους ασθενείς που 

είχαν υποβληθεί σε κάποια θεραπεία (n=20) και η άλλη τους ασθενείς που δεν είχαν (n=6). Οι 

ασθενείς που δεν είχαν υποβληθεί σε θεραπεία φαίνονται στον πίνακα 2 µε κίτρινο χρώµα. Και 
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οι δύο υπο-οµάδες των ασθενών, συγκρινόµενες µε τους υγιείς µάρτυρες, εµφάνιζαν ελαττωµένη 

κλωνογονικότητα κατά την πάροδο των P1-P6 (εικόνα 9D, P<0.001 για τους ασθενείς µε 

θεραπεία και P<0.05 για τους ασθενείς χωρίς θεραπεία). Παρόµοια, και οι δύο υπο-οµάδες 

εµφάνιζαν αυξηµένο χρόνο διπλασιασµού (P<0.001 για τους ασθενείς µε θεραπεία και P<0.05 

για τους ασθενείς χωρίς θεραπεία), καθώς και ελαττωµατικό πολλαπλασιαστικό δυναµικό µε την 

τεχνική MTT (P<0.001 και P<0.05, αντίστοιχα), συγκρινόµενες µε τους µάρτυρες (εικόνα 9Ε). 

Τέλος δεν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των δύο υπο-οµάδων, όσον αφορά 

τις προηγούµενες παραµέτρους. Κατ’ επέκταση, συµπεραίνουµε ότι είναι απίθανο να ευθύνεται 

για την ελαττωµατική ανάπτυξη η προηγούµενη θεραπεία των ασθενών. 
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Εικόνα 9: Αναπτυξιακό δυναµικό στα µυελικά MSC. (Α): Μέσος (± SEM) αριθµός των λαµβανοµένων 

CFU-F, σε ασθενείς (•) και µάρτυρες (ο). (Β): Ηµέρες που απαιτούνται για έναν πληθυσµιακό διπλασιασµό 

στην πάροδο των P1-P6, σε ασθενείς (•) και µάρτυρες (ο). (C): Μέση (± SEM) οπτική πυκνότητα, που 

µετρήθηκε στη δοκιµασία ΜΤΤ, η οποια αντιπροσώπευε το πλήθος των ζωντανών κυττάρων, σε κλειστή in 

vitro ανάπτυξη 13 ηµερών, P2 MSC.  (D) και (E): αναλύσεις των δεδοµένων, µε διαχωρισµό των ασθενών 

σε αυτούς που είχαν υποβληθεί σε προηγούµενη θεραπεία (RA treated) και αυτούς που δεν είχαν (RA 

untreated). Στο διάγραµµα (D) αναλύεται το κλωνογονικό δυναµικό, ενώ στο (E) το πολλαπλασιαστικό 

δυναµικό των κυττάρων. ∆εν διαπιστώθηκαν σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στις δύο υπο-οµάδες των 

ασθενών. Οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε 2-way AΝΟVA. 
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4.5  ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

  Μια υπόθεση που εξετάστηκε στη συνέχεια, ήταν ενδεχοµένως η ελαττωµένη ανάπτυξη 

των κυττάρων των ασθενών να  οφείλεται σε αυξηµένη κυτταρική απόπτωση αυτών. Έτσι 

µελετήθηκαν τα χαρακτηριστικά επιβίωσης των κυττάρων χρησιµοποιώντας κυτταροµετρία ροής 

και τη χρωστική 7-AAD.   

 

 
Εικόνα 10: Χαρακτηριστικά επιβίωσης των MSC. Για τη µελέτη της κυτταρικής απόπτωσης, MSC από 

P1-P6 επωάστηκαν µε 7-AAD και αναλύθηκαν σε κυτταρόµετρο ροής. Στο νεφελόγραµµα (Β) φαίνεται η 

αναλογία των 7-AADlow ζωντανών κυττάρων (R2), 7-AADdim πρώιµα αποπτωτικών κυττάρων (R3) και 7-

AADbright όψιµα αποπτωτικών κυττάρων (R4) στο παράθυρο R1 (νεφελόγραµµα A), ενός 

αντιπροσωπευτικού δείγµατος από Ρ2 MSC. Οι ράβδοι στο κατώτερο διάγραµµα αντιπροσωπεύουν τη 

µέση (+SEM) αναλογία ζωντανών, πρώιµων και όψιµων αποπτωτικών κυττάρων σε ασθενείς (C) και 

υγιείς µάρτυρες (D) αναλυµένων ως ανωτέρω. ∆εν διαπιστώθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

ανάµεσα στις δύο οµάδες µε ανάλυση 2-way AΝΟVA. 
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  ∆ιαπιστώθηκε ότι το συνολικό ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων κυµαινόταν από 

7.68%±3.70% στο P1, µέχρι 8.24±2.01 στο P6 στους ασθενείς και από 8.25%±4.15% στο P1, 

µέχρι 8.24±2.85 στο P6 στους µάρτυρες (εικόνα 10). Συνολικά, δεν βρέθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στους ασθενείς και τους µάρτυρες στο ποσοστό των πρώιµα 

αποπτωτικών (F=0.8206<F1
84, N.S.) ή των όψιµα αποπτωτικών κυττάρων (F=0.9977<F1

84, N.S.) 

κατά την αναπτυξιακή περίοδο P1-P6.  

  Τα παραπάνω δεδοµένα συνολικά υποστηρίζουν ότι η ελαττωµένη ανάπτυξη των 

κυττάρων των ασθενών δεν οφείλεται σε αυξηµένη κυτταρική απόπτωση (εικόνα 10). 
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4.6 ΠΑΡΑΓΟΜΕΝΕΣ ΚΥΤΤΑΡΟΚΙΝΕΣ 

 Ακολούθως ερευνήθηκε το ενδεχόµενο τα κύτταρα των ασθενών να παρουσιάζουν 

ανώµαλη παραγωγή κυτταροκινών, όπως έχει ήδη αναφερθεί για τους ινοβλάστες της 

προσβεβληµένης άρθρωσης στους ασθενείς 97. Ο έλεγχος των κυτταροκινών παρουσιάζει 

ενδιαφέρον για δύο λόγους: από τη µια τα MSC µπορεί να παράγουν αναστολείς του 

πολλαπλασιασµού, που να επιδρούν στα ίδια και θα µπορούσε να αποτελεί µια εξήγηση της 

ελαττωµένης πολλαπλασιαστικής ικανότητας και από την άλλη τα MSC πιθανόν θα µπορούσαν 

να συµβάλλουν στην ίδια την παθογένεια της νόσου παράγοντας φλεγµονώδεις κυτταροκίνες 

στον µυελό, όπου παρατηρούνται αυξηµένα επίπεδα IL-1β και TNFα. 

   

 

Εικόνα 11: Έκφραση των φλεγµονωδών παραγόντων IL-1β και TNFα. (Α): Συνολικά αποτελέσµατα 

από τη σχετική γονιδιακή έκφραση των IL-1β και TNFα, όπως αναλύθηκε µε real-time PCR, σε ασθενείς 

και υγιείς µάρτυρες (µέσες τιµές + SEM). (Β): Συνολικά δεδοµένα µέτρησης των παραγοµένων 

παραγόντων IL-1β και TNFα στα υπερκείµενα των κυτταροκαλλιεργειών στα Ρ2-Ρ4-Ρ6 (µέσες τιµές + 

SEM).  
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  Έτσι, κατ’ αρχάς εκτιµήθηκε η παραγωγή IL-1β και TNFα. Τα σχετικά επίπεδα του mRNA 

των IL-1β και TNFα (κανονικοποιηµένα ως προς τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της 

GAPDH) στο P2 δεν διέφεραν σηµαντικά ανάµεσα στους ασθενείς και τους µάρτυρες 

(0.059±0.029 και 0.040±0.022, αντίστοιχα). Παρόµοια µε τα επίπεδα του mRNA, ήταν και τα 

επίπεδα των αντίστοιχων παραγόντων στα υπερκείµενα των κυτταροκαλλιεργειών, όπως αυτά 

καθορίστηκαν µε χρήση της τεχνικής ELISA. ∆εν διέφεραν σηµαντικά ανάµεσα στους ασθενείς 

και τους µάρτυρες κατά την αναπτυξιακή περίοδο P2-P6 (F=0.1474<F1
48 και F=1.2373<F1

48, 

αντίστοιχα). Κατά συνέπεια δεν διαπιστώθηκε σηµαντική διαφορά στην έκφραση των 

παραγόντων IL-1β και TNFα ανάµεσα σε ασθενείς και µάρτυρες (εικόνα 11). Τα δεδοµένα µας 

υποδηλώνουν ότι είναι µάλλον απίθανο τα MSC των ασθενών να συµβάλλουν στην παθογένεια 

της ΡΑ, όσον αφορά την ανάπτυξη φλεγµονής στο µυελικό µικροπεριβάλλον. 

Ακολούθως ερευνήθηκαν τα επίπεδα κυτταροκινών που προάγουν την ανάπτυξη των 

MSC στα υπερκείµενα των κυτταροκαλλιεργειών µε την τεχνική ELISA. Συγκεκριµένα 

ερευνήθηκαν τα επίπεδα των VEGF και SDF-1, καθώς και τα επίπεδα παραγωγής των 

ανασταλτικών/φλεγµονωδών κυτταροκινών IL-6 και TGFβ1 στα P2-P6. Σε όλους τους 

παραπάνω παράγοντες δεν βρέθηκαν σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στα δείγµατα των ασθενών 

και των µαρτύρων (εικόνα 12). Τέλος µελετήσαµε τη γονιδιακή έκφραση των IL-8 και IL-15 σε 

κύτταρα Ρ2, χωρίς πάλι να διαπιστωθούν σηµαντικές διαφορές ανάµεσα σε ασθενείς και 

µάρτυρες (εικόνα 12). 

  Συνολικά και αφού δεν διαπιστώθηκαν διαφορές ανάµεσα σε ασθενείς και µάρτυρες, τα 

προηγούµενα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η παραγωγή κυτταροκινών αφ’ εαυτή δεν είναι 

υπεύθυνη για τις παρατηρούµενες διαταραχές στο αναπτυξιακό δυναµικό των MSC στους 

ασθενείς. 
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Εικόνα 12: Έκφραση αυξητικών παραγόντων και φλεγµονωδών κυτταροκινών. Τα δεδοµένα για 

τους παράγοντες IL-8 και  IL-15, αφορούν τη σχετική γονιδιακή έκφρασή τους, κανονικοποιηµένη ως προς 

το γονίδιο της β2-µικροσφαιρίνης (µέσες τιµές + SEM). Για τους υπόλοιπους παράγοντες, παρουσιάζονται 

τα συνολικά δεδοµένα µέτρησης των παραγοµένων παραγόντων στα υπερκείµενα των 

κυτταροκαλλιεργειών στα Ρ2-Ρ4-Ρ6 (µέσες τιµές + SEM).  
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4.7 ΜΗΚΟΣ ΤΕΛΟΜΕΡΟΥΣ 

 Το µήκος των τελοµερών αποτελεί έναν δείκτη κυτταρικής γήρανσης, καθώς γενικά το 

µέγεθός του είναι αντιστρόφως ανάλογο της ηλικίας. Έχει περιγραφεί ελαττωµένη κυτταρική 

ανάπτυξη συνυφασµένη µε πρόωρη απώλεια τελοµερούς για τους περιαρθρικούς οστεοβλάστες 

στη ΡΑ 98. Με σκοπό να διαπιστωθεί κατά πόσο κάτι ανάλογο ισχύει και για τα µυελικά MSC 

στους ασθενείς, υπολογίσαµε το σχετικό µήκος του τελοµερούς (relative telomere length, RTL) 

σε Ρ2 MSC, σε 12 ασθενείς και 12 ηλικιακά και φυλετικά ταιριαστούς υγιείς µάρτυρες. Η 

ανάλυση έγινε µε µεθοδολογία real-time PCR, όπου µε ειδικούς εκκινητές µετρήθηκαν τα 

τελοµερή (Τ) και η β-σφαιρίνη ως γονίδιο µονού αντιγράφου (single-copy-gene, S). Το σχετικό 

µήκος του τελοµερούς υπολογίσθηκε από το πηλίκο RTL=T/S.  

  Παρατηρήθηκε µια αντιστρόφως ανάλογη µε την ηλικία ελάττωση στο RTL και στους 

ασθενείς (r=-0.899, P<0.001), όπως και στους µάρτυρες (r=-0.906, P<0.001) (εικόνα 13). Για να 

χαρακτηρισθούν τα RTL των κυττάρων των ασθενών σαν πρέποντα ή µη-πρέποντα για µια 

δεδοµένη ηλικία, καθορίσαµε το πηλίκο παρατηρούµενο/προβλεπόµενο RTL 

(observed/predicted, O/P) για κάθε ηλικιακό δείγµα, σύµφωνα µε την εξίσωση που απορρέει από 

την ανάλυση γραµµικής παλινδρόµησης συσχετίζοντας τα RTL και την ηλικία (χρόνια) των 

µαρτύρων. Βρήκαµε ότι το µέσο πηλίκο O/P των ασθενών (0.83±0.20) ήταν εκτός των ορίων 

αξιοπιστίας 95% των µαρτύρων (µέσο πηλίκο O/P 0.67±0.17, P=0.0226), υπονοώντας µη-

πρέπουσα απώλεια τελοµερούς για τη δεδοµένη ηλικία. Με µια διαφορετική ανάλυση, όπου 

αναλύθηκε το µέσο RTL ανά δεκαετία, σε ασθενείς και µάρτυρες παρατηρήθηκε πάλι στατιστικά 

σηµαντική διαφορά (P<0.001) (εικόνα 13C), επιπρόσθετα δείχνοντας πρόωρη απώλεια 

τελοµερούς στα MSC των ασθενών.  

  Η ελάττωση του τελοµερούς στα κύτταρα των ασθενών, καθώς σχετίζεται µε την 

κυτταρική γήρανση, αποτελεί µια ένδειξη πρόωρης κυτταρικής γήρανσης των κυττάρων  των 

ασθενών συγκρινοµένων µε τα κύτταρα των µαρτύρων. Τα παραπάνω δεδοµένα δεν αντιτίθενται 

στο ελαττωµατικό αναπτυξιακό δυναµικό των κυττάρων.  
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Εικόνα 13: Σχετικό µήκος του τελοµερούς στα µυελικά MSC. Στα διαγράµµατα (Α) και (Β) 

αναπαριστάται η συσχέτιση της ηλικίας και του λόγου T/S στα MSC (ευθεία γραµµικής παλινδρόµησης ± 

95% όρια αξιοπιστίας), στα ΡA (•) και τα φυσιολογικά (ο) άτοµα. Στο διάγραµµα (C) αναπαριστάται το 

µέσο (+SEM) σχετικό µήκος του τελοµερούς ανά δεκαετία στα ΡA (n) και τα φυσιολογικά (�) άτοµα. Οι 

στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε 2-way AΝΟVA. 
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4.8 ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑΤΙΚΑ ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ 

 Παρουσιάζονται δεδοµένα που συµπληρώνουν τη µελέτη των µυελικών MSC στους 

ασθενείς, τα οποία δεν έγιναν από την υποψήφια διδάκτορα, αλλά δηµοσιεύτηκαν στην 

ολοκληρωµένη ερευνητική εργασία. 

 

4.8.1 ΠΡΩΤΕΟΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

Έγινε ηλεκτροφόρηση 2 διαστάσεων (2-D) σε κυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από Ρ2 

κύτταρα ασθενών (n=10) και υγιών µαρτύρων (n=6) (εικόνα 14Α-B). Μετά από κατάλληλη 

επεξεργασία των πηκτωµάτων και χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της ιεραρχικής οµαδοποίησης 

(Hierarchical Clustering) δεν ήταν δυνατός ο διαχωρισµός σε ξεχωριστές οµάδες, των κυττάρων 

των ασθενών και των µαρτύρων (εικόνα 14C). Ο συντελεστής συσχέτισης Pearson δεν διέφερε 

σηµαντικά ανάµεσα στα κύτταρα ασθενών και µαρτύρων (r=0.933±0.022 και r=0.929±0.020, 

αντίστοιχα). Τα παραπάνω δεδοµένα συµφωνούν µε την έλλειψη σηµαντικών αλλαγών στην 

παραγωγή κυτταροκινών ανάµεσα στα κύτταρα ασθενών και µαρτύρων. 

 

 
Εικόνα 14: Πρωτεοµική ανάλυση των MSC. Hλεκτροφόρηση 2-D µε κυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

από Ρ2 MSC ασθενών (n=10) (A) και µαρτύρων (n=6) (B). ∆εν διαπιστώθηκε κλασµάτωση των ασθενών 

και των µαρτύρων σε ξεχωριστές οµάδες (C).  
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4.8.2 ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΟΥ ΠΡΟΦΙΛ 

Έγινε ανάλυση γονιδιακού προφίλ µε την τεχνική micro-array, µε ιδιαίτερη διερεύνηση σε 

γονίδια που κωδικοποιούν για µόρια επιφανείας, κυτταροκίνες και δείκτες διαφοροποίησης. Η 

επιλογή γονιδίων που εκφράζονται διαφορικά στους ασθενείς και τους µάρτυρες, επέτρεψε την 

ξεχωριστή οµαδοποίηση των δειγµάτων των ασθενών και των υγιών µαρτύρων µε τη µέθοδο της 

ιεραρχικής οµαδοποίησης (εικόνα 15). Μετά τη συλλογή και ανάλυση των δεδοµένων και 

χρησιµοποιώντας τη βάση δεδοµένων Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), 

αναζητήθηκαν γονίδια που συµµετέχουν σε κανονικά κυτταρικά σηµατοδοτικά µονοπάτια 

(canonical pathways). Τα γονίδια µε την πλέον διαφορική έκφραση, κωδικοποιούν για πρωτεΐνες 

που συµµετέχουν στην κυτταρική προσκόλληση (focal adhesion) µε την εξωκυττάρια ουσία. Πιο 

συγκεκριµένα, αρκετά γονίδια που εµπλέκονται στη ρύθµιση του κυτταροσκελετού και κατ’ 

επέκταση συνδέονται µε κυτταρική κινητικότητα, πολλαπλασιασµό και επιβίωση, βρέθηκαν να 

έχουν διαφορετική έκφραση ανάµεσα σε ασθενείς και µάρτυρες. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η ελαττωµένη έκφραση της κυκλίνης-D στα κύτταρα των ασθενών και η αυξηµένη 

έκφραση των αναστολέων της κυκλίνης-D, Ink4a-d και Kip1,2, καθώς και των επαγωγέων των 

τελευταίων Smad2/3 και TGF-β. Η κυκλίνη-D διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη µετάβαση  από 

τη G1 στην S-φάση του κυτταρικού κύκλου (εικόνα 16). 
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Εικόνα 15: Ανάλυση γονιδιακού προφίλ των MSC. Χρησιµοποιήθηκε RNA από P2 MSC από ασθενείς 

(n=3) και υγιείς µάρτυρες (n=6).  Η επιλογή για γονίδια που εκφράζονται διαφορετικά στους ασθενείς και 

στους µάρτυρες επέτρεψε το διαχωρισµό των δειγµάτων των ασθενών από των υγιών µαρτύρων µε τη 

µέθοδο της ιεραρχικής οµαδοποίησης.  
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Εικόνα 17: Από την ανάλυση γονιδιακού προφίλ, εντοπίστηκαν διαφορές σε γονίδια που σχετίζονται µε 

τον κυτταρικό κύκλο. Με πράσινο αναπαριστάται η ελαττωµένη γονιδιακή έκφραση, ενώ µε κόκκινο η 

αυξηµένη. 
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5. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Η παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε, αφενός µε στόχο τη διερεύνηση πιθανής 

παθολογίας στα µυελικά MSC των ασθενών που πιθανόν θα µπορούσε να συµβάλλει στην 

παθογένεια της νόσου, αλλά και αφετέρου µε στόχο την δυνητική µελλοντική χρήση των 

αυτόλογων µυελικών MSC για επιδιόρθωση οστού και χόνδρου στη ρευµατοειδή αρθρίτιδα, µια 

νόσο υποψήφια για µελλοντική εφαρµογή των MSC στην επιδιόρθωση των περιαρθρικών 

δοµών, οστού και χόνδρου. Η µελέτη των κυττάρων των ασθενών µπορεί να φανεί σηµαντική και 

για έναν ακόµη λόγο, καθώς υπάρχουν κάποια δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι τα ετερόλογα 

MSC µπορεί να µην είναι τόσο προνοµιούχα ανοσολογικά, όπως πιστευόταν 47. Εκτιµήθηκε η 

συχνότητα των κυττάρων στο µυελό, µελετήθηκαν τα λειτουργικά και µοριακά χαρακτηριστικά 

τους, καθώς και το δυναµικό διαφοροποίησης.  

 ∆ιαπιστώθηκε ότι η συχνότητα των MSC στο µυελό δεν διέφερε ανάµεσα σε ασθενείς και  

µάρτυρες. Χρησιµοποιήθηκαν δύο ανεξάρτητες µεθοδολογίες για την εκτίµηση της µυελικής 

συχνότητας των κυττάρων, που από κοινού κατέληξαν σε αυτό το συµπέρασµα. Καθώς τα 

δεδοµένα µας συµφωνούν και µε προγενέστερες µελέτες που αφορούν τη συχνότητα των MSC 

σε φυσιολογικούς µυελούς, υποστηρίζουν ότι οι ασθενείς διαθέτουν φυσιολογικές στον αριθµό 

αποθήκες µυελικών MSC 16;54. Επιπρόσθετα διαπιστώθηκε ότι τα in vitro ανεπτυγµένα κύτταρα 

των ασθενών ήταν φαινοτυπικά πανοµοιότυπα µε τα αντίστοιχα των µαρτύρων. Συνοπτικά 

χαρακτηρίστηκαν ως  CD29+/CD44+/CD73+/CD90+/CD105+/CD146+ και CD45-/CD14-/CD34-. 

 Ένα ακόµη φυσιολογικό στοιχείο των in vitro ανεπτυγµένων κυττάρων των ασθενών είναι 

η ικανότητά τους να διαφοροποιηθούν. Μελετήθηκε η ικανότητα διαφοροποίησης σε τρείς 

κυτταρικές γενεαλογίες: την λιπογονική, την οστεογονική και την χονδρογονική. Η αξιολόγηση 

του δυναµικού διαφοροποίησης έγινε µε τη βοήθεια των αντίστοιχων κυτταροχηµικών χρώσεων, 

αλλά και µε ηµι-ποσοτική εκτίµηση (RT-PCR) της γονιδιακής έκφρασης εξειδικευµένων γονιδίων 

για κάθε γενεαλογία. Τα κύτταρα των ασθενών παρουσίασαν φυσιολογικό δυναµικό 

διαφοροποίησης για όλες τις προαναφερθείσες κυτταρικές γενεαλογίες. Είναι γνωστό ότι οι 

παρατηρούµενες βλάβες σε οστό και χόνδρο, στην προσβεβληµένη άρθρωση στους ασθενείς, 

είναι αποτέλεσµα φλεγµονώδους διάβρωσης και καταστροφής των ιστών. Ωστόσο είναι πιθανό 

να συνυπάρχει και ένας αναποτελεσµατικός µηχανισµός επιδιόρθωσης. Για παράδειγµα, έχει 
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αναφερθεί από άλλες ερευνητικές οµάδες ελαττωµένη χονδρογονική ενεργότητα στα µυελικά 

MSC σε ασθενείς µε οστεοαρθρίτιδα, που συσχετίστηκε µε τη διαταραχή του οµοιοστατικού 

µηχανισµού επιδιόρθωσης του περιαρθρικού χόνδρου 99. Τα δεδοµένα µας, καθώς 

υποστηρίζουν ότι η διαφοροποιητική ικανότητα των κυττάρων των ασθενών είναι µέσα στα 

φυσιολογικά επίπεδα, υποδηλώνουν ότι µπορούν να συνεισφέρουν ικανοποιητικά στην 

ιστολογική επιδιόρθωση.  

 Επιπρόσθετα τα in vitro ανεπτυγµένα κύτταρα των ασθενών παρουσίασαν φυσιολογική 

παραγωγή διάφορων κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων (IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8, IL-15, 

TGFβ1, VEGF και SDF-1). Στο παραπάνω συµπέρασµα καταλήγουµε µετά και από εκτιµήσεις µε 

τη µέθοδο ELISA από τα υπερκείµενα των in vitro ανεπτυγµένων κυττάρων, καθώς και µετά την 

εκτίµηση γονιδιακής έκφρασης µε RT-PCR. Βιβλιογραφικά έχει αναφερθεί ανώµαλη παραγωγή 

φλεγµονωδών κυτταροκινών από τους ινοβλάστες της προσβεβληµένης άρθρωσης και 

υπάρχουν δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι οι ινοβλάστες της ρευµατικής άρθρωσης είναι 

µυελικά MSC µε διαταραγµένες ιδιότητες που εγκαθίστανται στον αρθρικό υµένα των ασθενών 

82;97. Η διαταραχή αυτή θα µπορούσε να είναι αποτέλεσµα είτε του φλεγµονώδους αρθρικού 

περιβάλλοντος, είτε να οφείλεται σε ενδογενή διαταραχή των µυελικών MSC των ασθενών. 

Καθώς από τα πειράµατά  µας δεν διαπιστώθηκε διαφορά ανάµεσα στους ασθενείς και τους 

µάρτυρες στην έκφραση των φλεγµονωδών κυτταροκινών, συµπεραίνουµε ότι δεν υπάρχει 

κάποια ενδογενής διαταραχή στα κύτταρα των ασθενών. Εκτός από το αρθρικό υγρό οι IL-1β και 

TNFα έχουν αναφερθεί υπερ-εκφρασµένες και σε υπερκείµενα µυελικών στρωµατικών 

καλλιεργειών των ασθενών 89;100. Εντούτοις τα δεδοµένα από τα πειράµατά µας καταδεικνύουν 

ότι τα κύτταρα των ασθενών δεν φαίνονται υπεύθυνα για την αυξηµένη έκφραση των παραπάνω 

κυτταροκινών στο µυελό των ασθενών. Έτσι αυτή θα µπορούσε να αποδοθεί στα µακροφάγα 

κύτταρα, που επίσης είναι παρόντα στις µυελικές µακρόχρονες στρωµατικές καλλιέργειες. 

 Παρόλα αυτά, το αναπτυξιακό δυναµικό των in vitro ανεπτυγµένων κυττάρων των 

ασθενών βρέθηκε διαταραγµένο συγκρινόµενο µε των υγιών µαρτύρων. ∆ιαπιστώθηκε ότι κατά 

την πάροδο των κυτταρικών περασµάτων ο µέσος χρόνος διπλασιασµού των κυττάρων ήταν 
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σηµαντικά ελαττωµένος στα κύτταρα των ασθενών. Επιπροσθέτως ελαττωµένο βρέθηκε και το  

κλωνογονικό δυναµικό των κυττάρων των ασθενών. Οι παραπάνω διαταραχές στην ανάπτυξη 

των κυττάρων δεν οφείλονται σε αύξηση του κυτταρικού θανάτου, καθώς το ποσοστό των 

αποπτωτικών κυττάρων δεν διέφερε ανάµεσα σε ασθενείς και µάρτυρες. Επίσης δεν φαίνεται να 

οφείλονται και σε κάποια διαταραχή στην έκφραση των ενδογενών κυτταροκινών ή αυξητικών 

παραγόντων, εφόσον δεν διαπιστώθηκε αλλοιωµένη παραγωγή αυτών. 

  Η πλειοψηφία των ασθενών που συµµετείχαν στη µελέτη είχε υποβληθεί σε κάποια 

προηγούµενη θεραπεία: µεθοτρεξάτη, κορτικοστεροειδή, αντι-κυτταροκίνες ή αντι-φλεγµονώδεις 

παράγοντες. Προγενέστερες µελέτες αναφέρουν ότι η µεθοτρεξάτη δεν επηρεάζει την επιβίωση 

και τα λειτουργικά χαρακτηριστικά των MSC, ενώ τα κορτικοστεροειδή µπορεί να καταστρέφουν 

το πολλαπλασιαστικό δυναµικό τους 101. ∆εν έχουν αναφερθεί δεδοµένα για την επίδραση αντι-

κυτταροκινών, ούτε και αντι-φλεγµονωδών παραγόντων στα MSC. Για να αποκλειστεί η 

πιθανότητα µιας επαγόµενης βλάβης λόγω θεραπείας στα κύτταρα των ασθενών, αναλύθηκαν 

τα συνολικά δεδοµένα που σχετίζονταν µε το αναπτυξιακό δυναµικό χωριστά στους ασθενείς 

που είχαν υποβληθεί σε κάποια θεραπεία και στους ασθενείς χωρίς θεραπεία. Βρέθηκε ότι και 

στις δύο υπο-οµάδες το αναπτυξιακό δυναµικό ήταν σηµαντικά ελαττωµένο. Επίσης δεν 

διαπιστώθηκαν σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στις δύο υπο-οµάδες. Τα παραπάνω ευρήµατα 

προτείνουν ότι οι θεραπείες µε τους διάφορους αντι-ρευµατικούς παράγοντες στο σύνολό τους, 

δεν αποτελούν την αιτία της παρατηρούµενης αναπτυξιακής διαταραχής των µυελικών MSC των 

ασθενών. 

 Έχει δειχθεί ότι η γήρανση µπορεί να επηρεάζει το αναπτυξιακό δυναµικό των MSC 102. 

Καθώς οι ασθενείς και οι υγιείς µάρτυρες ήταν αναλόγου ηλικίας, µοιάζει απίθανο οι διαταραχές 

στο αναπτυξιακό δυναµικό των κυττάρων να είναι απόρροια της ηλικίας. Εντούτοις τα κύτταρα 

των ασθενών παρουσίασαν πρόωρη, δυνανάλογη προς την ηλικία,  ελάττωση τελοµερούς στα 

χρωµοσώµατά τους. Καθώς υπάρχουν ενδείξεις που υποστηρίζουν ότι το πολλαπλασιαστικό 

δυναµικό του κυττάρου σχετίζεται µε το αρχικό µήκος του τελοµερούς 103;104, διατυπώνουµε την 

υπόθεση ότι η πρόωρη ελάττωση τελοµερούς, ως δείκτη πρόωρης κυτταρικής γήρανσης, µπορεί 

να εξηγεί το ελαττωµατικό αναπτυξιακό δυναµικό των κυττάρων των ασθενών. Αν και δεν 
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διερευνήθηκε η ενεργότητα του ενζύµου της τελοµεράσης, υποθέτουµε ότι κάτω από την 

επίδραση του φλεγµονώδους περιβάλλοντος στον µυελό των ασθενών 89, τα MSC υπόκεινται σε 

αυξηµένη ανάπτυξη, µε αποτέλεσµα την πρόωρη απώλεια τελοµερούς και την πρόωρη γήρανση 

των κυττάρων. Παροµοίως ελαττωµένο αναπτυξιακό δυναµικό έχει περιγραφεί στους 

περιαρθρικούς οστεοβλάστες στους ασθενείς ΡΑ 98.  

  Η συµπληρωµατική ανάλυση γονιδιακού προφίλ έδειξε ότι υπήρχαν διαφορές ανάµεσα 

στα κύτταρα των ασθενών και των υγιών µαρτύρων. ∆ιαπιστώθηκε διαφορικότητα στην έκφραση 

γονιδίων, που ενέχονται σε διεργασίες κυτταρικής προσκόλλησης και σύνθεσης εξωκυττάριας 

ουσίας (κολλαγόνου), όπως επίσης διαπιστώθηκε υπο-έκφραση της κυκλίνης-D και υπερ-

έκφραση καταστολέων της. Το τελευταίο υποδεικνύει µια κατασταλτική επίδραση στη µετάβαση  

από τη G1 στην S-φάση του κυτταρικού κύκλου στα κύτταρα των ασθενών. Αυτό αποτελεί µια 

πιθανή άµεση µοριακή εξήγηση της διαταραχής στο πολλαπλασιαστικό δυναµικό των κυττάρων 

των ασθενών. Η υπο-έκφραση της κυκλίνης-D ίσως σχετίζεται µε την αυξηµένη τοπική 

παραγωγή TGF-β στο µυελικό µικροπεριβάλλον των ασθενών (µη δηµοσιευµένα δεδοµένα του 

εργαστηρίου µας, από υπερκείµενα µυελικών µακρόχρονων καλλιεργειών), που είναι πιθανόν να 

διεγείρει το σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β και µια συνακόλουθη αυξηµένη έκφραση 

καταστολέων της κυκλίνης-D στα κύτταρα των ασθενών. Η ανάλυση γονιδιακού προφίλ έδειξε 

ότι είναι πιθανόν τα MSC των ασθενών να εµφανίζουν έναν φαινότυπο περισσότερο 

προσκολλώµενων κυττάρων, µε αυξηµένη σύνθεση εξωκυττάριας ουσίας και λιγότερο ενεργών 

πολλαπλασιαστικά. 

  Εν κατακλείδι, τα δεδοµένα µας αποδεικνύουν ότι τα αρχέγονα µυελικά µεσεγχυµατικά 

κύτταρα των ασθενών εµφανίζουν φυσιολογικό αριθµό, φαινοτυπικά και µοριακά χαρακτηριστικά 

και δυναµικό διαφοροποίησης, υποστηρίζοντας εν γένη τη χρήση τους σε αυτόλογες 

µεταµοσχεύσεις για να επιδιορθωθούν βλάβες στο οστό και το χόνδρο των ασθενών, κάτι που 

συχνά απαιτείται µετά από τη µακρόχρονη νόσο. Παρά ταύτα το αναπτυξιακό δυναµικό των 

κυττάρων είναι ελαττωµένο συγκρινόµενο µε τα κύτταρα υγιών ατόµων και το διαπιστωµένο 

πρόωρα ελαττωµένο µήκος του τελοµερούς πιθανόν να σχετίζεται µε αυτή τη διαταραχή. Ως εκ 

τούτου δεν µπορεί να αποκλεισθεί το ενδεχόµενο αυτές οι διαταραγµένες ιδιότητες των 



 66 

κυττάρων να επηρεάζουν τη χρήση τους σε θεραπευτικές προσεγγίσεις στους ασθενείς. 

Συνολικά, αυτή είναι η πρώτη περιγραφείσα µελέτη χαρακτηρισµού των αρχέγονων µυελικών 

µεσεγχυµατικών κυττάρων στη ρευµατοειδή αρθρίτιδα, κάτω από καθορισµένες αναπτυξιακές 

συνθήκες, µε στόχο τη µελλοντική δυνητική κλινική χρήση των κυττάρων για επιδιορθωτική 

θεραπεία της νόσου.  
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6. 

ΕΠΙΛΟΓΟΣ 

 

  Τα αρχέγονα µεσεγχυµατικά κύτταρα θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σε µια ποικιλία 

σύγχρονων θεραπευτικών προσεγγίσεων στη ρευµατοειδή αρθρίτιδα: 

• Με στόχο την αναγέννηση/επιδιόρθωση χόνδρου και οστού, αυτόλογα ή ετερόλογα 

κύτταρα µπορούν να χρησιµοποιηθούν µε τοπική χορήγηση σε συνδυασµό µε τα 

κατάλληλα τρισδιάστατα βιο-υλικά (biomaterials) 105;106. 

• Σε µια εναλλακτική προσέγγιση µε στόχο πάλι την επιδιόρθωση της ιστολογικής βλάβης, 

γίνεται προσπάθεια να ενεργοποιηθούν τα ενδογενή κύτταρα του ασθενούς µε 

εµφύτευση στον κατεστραµµένο ιστό των κατάλληλων βιο-υλικών σε συνδυασµό µε 

διεγερτικούς παράγοντες 107-109. 

• Βάση των ανοσοκατασταλτικών ιδιοτήτων τους µπορούν πιθανόν να χρησιµοποιηθούν 

µε συστηµατική ή και τοπική χορήγηση για να ανακουφίσουν από τη συµπτωµατολογία 

της νόσου. Ετερόλογα MSC έχουν ήδη  χρησιµοποιηθεί θεραπευτικά µε επιτυχία σε 

ζωικό µοντέλο της νόσου 110. 

Εν κατακλείδι, η χρήση των αρχέγονων µεσεγχυµατικών κυττάρων στην επιδιόρθωση 

οστού και χόνδρου είναι ένα πολλά υποσχόµενο πεδίο έρευνας, αν και υπάρχουν ακόµη πολλά 

ανοικτά ερωτήµατα που αφορούν π.χ. την ανάπτυξη πρακτικών αποµόνωσης και εµπλουτισµού 

των κυττάρων, την αποσαφήνιση των µονοπατιών διαφοροποίησης οστού και χόνδρου, ή την 

ανάπτυξη των κατάλληλων βιο-υλικών που θα χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε τα κύτταρα. 
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