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Ι. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

1 Μεσέγχυμα - μεσεγχυματικά κύτταρα 

1.1 Ορισμός 

Στα σπονδυλωτά ζώα στα οποία ανήκει και ο άνθρωπος απαντώνται δύο κύριοι τύποι 

ιστών, το επιθήλιο και το μεσέγχυμα, τα οποία παρουσιάζουν σημαντικές 

λειτουργικές και φαινοτυπικές διαφορές μεταξύ τους. (Hay, 2005) (Eικόνα 1.1).  

 

Εικόνα 1.1. Κοινά μορφολογικά χαρακτηριστικά των επιθηλιακών και μεσεγχυματικών 

κυττάρων. 

Η επιθηλιακή μορφολογία χαρακτηρίζεται από κορυφαία-πλαγιοβασική πολικότητα, επαφή με μία 

βασική μεμβράνη και σχηματισμό εκτεταμένων διακυττάριων συνδέσεων συμπεριλαμβανομένων των 

οστενών ενώσεων. Η μεσεγχυματική μορφολογία χαρακτηρίζεται από μια προσθιο-οπίσθια 

πολικότητα, απουσία (πολλές φορές πλήρης) διακυττάριων συνδέσεων και παραμονή σε μια λιγότερο 

δομημένη εξωκυττάρια ουσία. 

[Μετάφραση και τροποποίηση της εικόνας από τους (Turley et al., 2008)] 

 

Από τη μία, τα επιθηλιακά κύτταρα παρουσιάζουν πολωμένο σχήμα με διαφορετική 

(φαινοτυπικά και λειτουργικά) κορυφαία και πλαγιοβασική επιφάνεια ενώ συνδέονται 

μεταξύ τους και με το περιβάλλον τους μέσω εξειδικευμένων μεμβρανικών δομών 

όπως οι αποφρακτικές ενώσεις – στενές ενώσεις, οι ενώσεις πρόσφυσης, οι ενώσεις 

επαφής, τα δεσμοσώματα, τα ημιδεσμοσώματα και οι ενώσεις επικοινωνίας, 

σχηματίζοντας έτσι στιβάδες κυττάρων. Η κορυφαία-πλαγιοβασική πολικότητα των 

κυττάρων αυτών αντανακλάται και στον τρόπο με τον οποίο οργανώνεται ο 

κυτταροσκελετός τους αλλά και τα διάφορα μόρια προσκόλλησης έτσι ώστε, για 

παράδειγμα, οι συνδέσεις με τα γειτονικά κύτταρα να πραγματοποιούνται κατά 

κανόνα μέσω των πλαγίων επιφανειών του κυττάρου ενώ η βασική επιφάνειά του 

είναι ειδικά διαμορφωμένη ώστε να συνδέεται με τη βασική μεμβράνη του ιστού. 
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Υπό φυσιολογικές συνθήκες, τα επιθηλιακά κύτταρα δεν αποκολλώνται από την 

επιθηλιακή στιβάδα αλλά έχουν ωστόσο τη δυνατότητα να μετακινούνται εντός αυτής 

(Schock and Perrimon, 2002; Thiery and Sleeman, 2006).  

Από την άλλη, τα μεσεγχυματικά κύτταρα δε σχηματίζουν κάποια οργανωμένη 

κυτταρική στιβάδα, ούτε παρουσιάζουν κορυφαία-πλαγιοβασική πολικότητα σε ότι 

αφορά τη δομή αλλά και την κατανομή των μορίων προσκόλλησης και του 

κυτταροσκελετού τους. Συνήθως παρουσιάζουν επίμηκες ατρακτοειδές σχήμα (με 

προσθιο-οπίσθια πολικότητα), με εστιακές μονάχα επαφές με τα γειτονικά τους 

κύτταρα ενώ απουσιάζουν οι στενές διακυττάριες συνδέσεις, γεγονός το οποίο τους 

επιτρέπει να έχουν μεγάλη κινητικότητα τόσο in vivo όσο και in vitro (σε 

καλλιέργεια) (Pittenger and Martin, 2004; Thiery and Sleeman, 2006; Thompson et 

al., 2005). Ταυτόχρονα παρουσιάζουν μεγάλη πλαστικότητα ιδίως κατά την κίνησή 

τους είτε αυτή πραγματοποιείται μεμονωμένα είτε σε ομάδες (Friedl, 2004). 

 

1.2 Εμβρυική προέλευση του μεσεγχύματος και των μεσεγχυματικών 

κυττάρων και ιστών 

Το μεσέγχυμα δημιουργείται κατά τα πρώτα στάδια της εμβρυογένεσης από το 

βλαστίδιο μέσω ενός μηχανισμού που ονομάζεται Επιθηλιακή–Μεσεγχυματική 

Μετάβαση (Epithelial-Mesenchymal Transition). Κατά την διαδικασία αυτή, κύτταρα 

της επιβλάστης υφίσταται διάφορες βιοχημικές και δομικές αλλαγές με αποτέλεσμα 

να χάνουν τα αρχικά χαρακτηριστικά τους και να αποκτούν χαρακτηριστικά 

μεσεγχυματικού κυττάρου όπως αυτά που αναφέραμε παραπάνω (Kalluri and 

Neilson, 2003; Kalluri and Weinberg, 2009). Έπειτα, κατά τη διαδικασία της 

γαστριδίωσης και με την υποχώρηση της αρχικής ταινίας, το μεσέγχυμα αυτό 

συμπυκνώνεται ώστε να σχηματίσει το μεσόδερμα και το ενδόδερμα του εμβρύου 

(Εικόνα 1.2) (Bellairs, 1986; Ferrer-Vaquer et al., 2010; Hay, 2005; Stern, 2004). 
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Εικόνα 1.2.  

A) Επιθηλιακή –Μεσεγχυματική Μετάβαση 

(i) Φυσιολογικό επιθήλιο. Τα φυσιολογικά επιθηλιακά κύτταρα περιλαμβάνουν ενώσεις επαφής που 

αποτελούνται από Ε-καδχερίνη σε συνεργασία με δακτυλίους κατενίνης και ακτίνης. Επίσης, στην 

κορυφαία επιφάνεια των κυττάρων απαντώνται και οι αποφρακτικές ενώσεις. Τέλος, οι ιντεγκρίνες στη 

βάση του κυττάρου αλληλεπιδρούν με συστατικά της βασικής μεμβράνης. (ii) Απώλεια τη 

διακυττάριας πρόσφυσης. Τα μόρια τα οποία προάγουν την επιθηλιακή –μεσεγχυματική μετάβαση 

καταστέλλουν τη μεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούν για συστατικά τόσο των ενώσεων επαφής 

όσο και των αποφρακτικών ενώσεων, προκαλώντας έτσι απώλεια της πολικότητας του κυττάρου. (iii) 

Διάσπαση της βασικής μεμβράνης και κορυφαία συστολή. Η εκτεταμένη αναμόρφωση του 

κυτταροσκελετού ευνοεί την αποκόλληση του κυττάρου επάγοντας τη συστολή των ενώσεων στην 

κορυφαία επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων και την αποδιοργάνωση της βασικής μεμβράνης. (iv) 

Κυτταρική αποκόλληση και εισβολή. Η έκφραση υποδοχέων της ιντεγκρίνης και η διαρκής 

ενεργοποίηση μεταλλοπρωτεασών ευνοεί τη μετανάστευση μέσω της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας 

και την εισβολή στους παρακείμενους ιστούς. 
B) Ο σχηματισμός των βλαστικών δερμάτων κατά τη διαδικασία της γαστριδίωσης. 

Σχηματική αναπαράσταση εμβρύου κότας, αντιπροσωπευτική για όλους τους αμνιωτικούς 

οργανισμούς (πτηνά, ερπετά και θηλαστικά). Η ραχιαία και η εγκάρσια διατομή ελήφθησαν στο 

επίπεδο που υποδεικνύουν οι διακεκομμένες γραμμές. Το μεσόδερμα (πράσινο) και το ενδόδερμα 

(ροζ) στρέφονται προς το εσωτερικό της αρχικής ταινίας μέσω της διαδικασίας της Επιθηλιακής-

Μεσεγχυματικής Μετάβασης ενώ τα κύτταρα του εκτοδέρματος παραμένουν επιθηλιακά (κίτρινα). 

[Μετάφραση και τροποποίηση της εικόνας από τους (Acloque et al., 2009)] 

 

Από τις δομές αυτές αναπτύσσονται εν συνεχεία, μέσω διαφόρων σταδίων και 

μηχανισμών οι οποίοι ξεφεύγουν του παρόντος κειμένου, μια σειρά από λιγότερο 

(μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα) ή περισσότερο (οστεοβλάστες, χονδροβλάστες, 

λιποκύτταρα, μυοβλάστες, ινοβλάστες, μυοϊνοβλάστες κλπ.) διαφοροποιημένα 

κύτταρα (Pinchuk et al., 2010). Τα κύτταρα αυτά συμμετέχουν στο σχηματισμό 

διαφόρων ιστών όπως τα οστά, οι χόνδροι, ο λιπώδης ιστός, οι τένοντες, οι σύνδεσμοι 

και οι μυες ή συμμετέχουν στη δημιουργία του συνδετικού ιστού αλλά και του 
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στρώματος που συναντώνται σε διάφορα όργανα (Εικόνα 1.3) (Augello and De Bari, 

2010; Caplan, 1991; Dominici et al., 2006; Pittenger et al., 1999).  

 

 

 

Εικόνα 1.3. Διαφοροποίηση των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων σε εξειδικευμένα  κύτταρα 

μεσεγχυματικής προέλευσης. 

Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα διαφοροποιούνται σε εξειδικευμένα κύτταρα με συγκεκριμένες 

λειτουργίες (οστεοκύτταρα, χονδροκύτταρα, μυοκύτταρα, λιποκύτταρα). Παράλληλα μπορούν να 

διαφοροποιηθούν και σε κύτταρα τα οποία απαντώνται σε διάφορους ιστούς χωρίς να έχουν τόσο 

‘περιορισμένες’ λειτουργίες όπως για παράδειγμα οι ινοβλάστες, τα κύτταρα του στρώματος κλπ. 

[Πηγή: http://www.frontiersin.org/files/Articles/52511/fimmu-04-00201-HTML/image_m/fimmu-04-

00201-g002.jpg] 

 

Η παρουσία και ανανέωση των διαφοροποιημένων μεσεγχυματικών κυττάρων στους 

διάφορους ιστούς πραγματοποιείται είτε μέσω του τοπικού πολλαπλασιασμού τους 

είτε μέσω της διαφοροποίησης μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων τα οποία είτε 

προέρχονται από τον ίδιο ιστό είτε μεταναστεύουν από άλλες θέσεις (κυρίως από το 

μυελό τον οστών) κάτω από συγκεκριμένα ερεθίσματα, όπως για παράδειγμα κατά 

την επούλωση ενός τραύματος (Stappenbeck and Miyoshi, 2009).  

Ο όρος «μεσεγχυματικά κύτταρα», στη βιβλιογραφία, συνήθως δεν αναφέρεται στα 

πλήρως διαφοροποιημένα και με εξειδικευμένη – ιστο-εξαρτώμενη λειτουργία 

κύτταρα μεσεγχυματικής προέλευσης όπως τα οστεοκύτταρα, τα χονδροκύτταρα, τα 

λιποκύτταρα και τα μυικά κύτταρα, αλλά κυρίως σε κύτταρα τα οποία δεν έχουν τόσο 
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ιστο-εξειδικευμένο ρόλο και τα οποία παρουσιάζουν κάποια πλαστικότητα ως προς 

τη δυνατότητά τους να διαφοροποιούνται περαιτέρω σε άλλα κύτταρα ως απάντηση 

σε διάφορα ερεθίσματα (πχ τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, οι ινοβλάστες και οι 

μυοϊνοβλάστες). Σε αυτά λοιπόν τα κύτταρα αναφέρεται η παρούσα εργασία όταν 

χρησιμοποιείται ο όρος «μεσεγχυματικά κύτταρα». Βέβαια, ακόμη και αυτά τα 

κύτταρα παρουσιάζουν τεράστια ποικιλομορφία, τόσο μορφολογική όσο και 

λειτουργική, καθώς όλο και πιο συχνά αναγνωρίζονται και περιγράφονται νέοι 

‘υποτύποι’ μεσεγχυματικών κυττάρων ακόμη και εντός του ίδιου ιστού. Για 

παράδειγμα στον αρθρικό υμένα (ή αλλιώς συνόβιο) έχουν περιγραφεί τουλάχιστον 

δύο διαφορετικοί υποπληθυσμοί ινοβλαστών (αυτοί που βρίσκονται πιο επιφανειακά 

και αυτοί που βρίσκονται ακριβώς ενδότερα από τους πρώτους) (Croft et al., 2016), 

ενώ αντίστοιχα και στον υποβλεννογόνο του εντέρου απαντώνται αρκετοί 

διαφορετικοί υποπληθυσμοί μεσεγχυματικών κυττάρων (Powell et al., 2011; Roulis 

and Flavell, 2016). Επίσης στη βιβλιογραφία επικρατεί προβληματισμός για το κατά 

πόσον τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα μπορούν να θεωρηθούν ‘καθαρά’ 

βλαστοκύτταρα (Lindner et al., 2010) ή για το κατά πόσον τα μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα αποτελούν όντως έναν ξεχωριστό πληθυσμό σε σύγκριση με άλλα 

μεσεγχυματικά κύτταρα όπως οι ινοβλάστες οι οποίοι επίσης παρουσιάζουν 

δυνατότητα (έστω και περιορισμένη) διαφοροποίησης προς άλλους κυτταρικούς 

τύπους (Εικόνα 1.4) (Haniffa et al., 2009; Lindner et al., 2010). Γι’αυτό το λόγο, 

πολλές φορές οι όροι «μεσεγχυματικό βλαστοκύτταρο», «μεσεγχυματικό κύτταρο του 

στρώματος» και «μεσεγχυματικό κύτταρο» χρησιμοποιούνται στη βιβλιογραφία 

περιγράφοντας το ίδιο επί της ουσίας κύτταρο. 
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Εικόνα 1.4. Η ποικιλομορφία των μεσεγχυματικών κυττάρων. 

Οι διάφοροι τύποι μεσεγχυματικών κυττάρων παρουσιάζουν διαφορές τόσο ως προς τη δυνατότητα 

αλλά και το βαθμό διαφοροποίησής τους προς άλλους κυτταρικούς τύπους όσο και ως προς τη 

δυνατότητα πολλαπλασιασμού τους. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Lindner et al., 2010)] 

 

1.3 Ο ρόλος των μεσεγχυματικών κυττάρων στη φυσιολογία 

Ο όρος ‘μεσέγχυμα’ προέρχεται από τις ελληνικές λέξεις μέσος/διάμεσος και έγχυση 

και πρωτοχρησιμοποιήθηκε για να περιγράψει έναν πιο χαλαρά δομημένο ιστό ο 

οποίος γέμιζε τα κενά μεταξύ άλλων - γνωστής δομής και λειτουργίας - ιστών όπως οι 

μύες και το επιθήλιο (Roulis and Flavell, 2016). Από την αρχική αυτή περιγραφή 

μέχρι και σήμερα, οι γνώσεις μας για το ρόλο του μεσεγχύματος έχουν γιγαντωθεί.  

Ήδη κατά τη διαδικασία της εμβρυογένεσης, τα μεσεγχυματικά κύτταρα παίζουν 

πρωταρχικό ρόλο σε σημαντικές διαδικασίες όπως η γαστριδίωση, η δημιουργία της 

βλαστικής στοιβάδας, η δημιουργία των σωμιτών και η δημιουργία της νευρικής 

ακρολοφίας. Μέσω των διαδικασιών αυτών, και σε συνεργασία πολλές φορές με 
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επιθηλιακούς ιστούς, το μεσέγχυμα παίζει σημαντικότατο ρόλο στη μορφογένεση του 

εμβρύου (Ferrer-Vaquer et al., 2010; Hay, 2005).  

Ακόμη και μετά τη γέννηση όμως, τα μεσεγχυματικά κύτταρα συνεχίζουν να 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη δομή και τη λειτουργία όλων σχεδόν των 

οργάνων και ιστών του οργανισμού (da Silva Meirelles et al., 2006). Πέραν των 

μεσεγχυματικής προέλευσης κυττάρων τα οποία έχουν μια πιο εξειδικευμένη 

λειτουργία όπως για παράδειγμα τη δημιουργία οστού, χόνδρου, λίπους και μυών, οι 

πλειοψηφία των υπολοίπων μεσεγχυματικών κυττάρων, με προεξάρχοντα τα 

μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, τους ινοβλάστες και τους μυοϊνοβλάστες, 

απαντώνται σε όλα σχεδόν τα όργανα του ανθρώπου (ή του ποντικού αντίστοιχα) 

όπου σχηματίζουν ένα σκελετό – ένα ικρίωμα πάνω στο οποίο δομείται το εκάστοτε 

όργανο ενώ παράλληλα ασκούν και μια σειρά υποστηρικτικές προς αυτό λειτουργίες 

(Εικόνα 1.5) (Haniffa et al., 2009).  

 

Εικόνα 1.5. Σχηματική απεικόνιση της εντόπισης μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων στα διάφορα 
όργανα. 
Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα καθώς και τα υπόλοιπα μεσεγχυματικά κύτταρα όπως οι 
ινοβλάστες απαντώνται και μπορούν να απομονωθούν από όλα σχεδόν τα όργανα του οργανισμού.  
[Μετάφραση της εικόνας από τους (Bluguermann et al., 2013)] 

 

Πιο αναλυτικά οι πιο βασικές λειτουργίες των μεσεγχυματικών κυττάρων είναι: 
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- Ρύθμιση της λειτουργίας των παρεγχυματικών κυττάρων: Στους διάφορους 

ιστούς και τα διάφορα όργανα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα είναι 

επιφορτισμένα με το καθήκον της διαμόρφωσης ενός τέτοιου 

μικροπεριβάλλοντος το οποίο θα διασφαλίζει πλήρως την ομοιόσταση του 

αντίστοιχου ιστού ή οργάνου (Lee and Kim, 2012). Κάτι τέτοιο εξασφαλίζεται 

μέσω ποικίλων μηχανισμών. Πρώτον, τα μεσεγχυματικά κύτταρα παρέχουν 

όλα τα απαραίτητα σηματοδοτικά μόρια όπως για παράδειγμα οι διάφοροι 

αυξητικοί παράγοντες (πχ. ο αυξητικός παράγοντας των ινοβλαστών, ο 

αυξητικός παράγοντας των κερατινοκυττάρων και ο ανασταλτικός 

παράγοντας της λευχαιμίας), τα  οποία μέσω κατά βάση παρακρινών 

μηχανισμών προάγουν την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των 

παρεγχυματικών κυττάρων (Caplan and Dennis, 2006). Δεύτερον, τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα σχηματίζουν ένα σκελετό ο οποίος, σε συνδυασμό με 

την εξωκυττάρια ουσία που αυτά παράγουν, εξασφαλίζει την απαραίτητη 

επαφή και αλληλεπίδραση μεταξύ αυτών και των παρεγχυματικών κυττάρων, 

ώστε να καθοδηγείται η επιβίωση, διαφοροποίηση, ανανέωση και 

εξειδικευμένη δράση των παρεγχυματικών αυτών κυττάρων ανάλογα με τον 

ιστό/όργανο στο οποίο βρίσκονται. Παράλληλα, δημιουργούν και το 

κατάλληλο περιβάλλον για τη διατήρηση και διαφοροποίηση των φωλεών 

βλαστοκυττάρων που υπάρχουν σε κάθε ιστό (Blanpain et al., 2007; 

Bluguermann et al., 2013). Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η 

διαδικασία της αιμοποίησης κατά την οποία τα μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα ήδη κατά τη διάρκεια της εμβρυογένεσης και πριν ακόμα 

ξεκινήσει η διαδικασία της αιμοποίησης, δημιουργούν το κατάλληλο 

περιβάλλον δηλαδή: ένα τρισδιάστατο σκελετό, τα απαραίτητα κύτταρα του 

στρώματος (ινοβλάστες, οστεοβλάστες, λιποκύτταρα, δικτυοκύτταρα) και την 

εξωκυττάρια θεμέλια ουσία που θα ‘γεμίσει’ αυτό το σκελετό, καθώς και μια 

σειρά από εκκρινόμενες κυτταροκίνες και χημειοκίνες, τα οποία συνολικά 

υποστηρίζουν την επιβίωση, τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των 

αιμοποιητικών μεσεγχυματικών κυττάρων (Campagnoli et al., 2001; Charbord 

et al., 1996; Dazzi et al., 2006). 

[Μια πιο λεπτομερή και εξειδικευμένη περιγραφή των μεσεγχυματικών – 

παρεγχυματικών αλληλεπιδράσεων στην καρδιά, το ήπαρ, το νευρικό σύστημα, το 
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χόνδρο και τα κύτταρα του αίματος προσφέρει η ανασκόπηση των (Bluguermann et 

al., 2013)]  

- Επούλωση τραύματος, ρύθμιση της φλεγμονής και ιστική αναγέννηση: Η 

αντίδραση στη δημιουργία ενός τραύματος χωρίζεται σε δύο φάσεις. Η πρώτη 

- οξεία φάση - αφορά την τοπική ανάπτυξη φλεγμονής, δηλαδή την αύξηση 

της τοπικής κυκλοφορίας του αίματος και την αυξημένη διαπερατότητα των 

αγγείων ώστε να μπορέσουν να καταφτάσουν τα απαραίτητα κύτταρα 

(λευκοκύτταρα, αιμοπετάλια, μεσεγχυματικά κύτταρα κλπ) που θα 

σταθεροποιήσουν το τραύμα και θα συμβάλλουν στην επούλωσή του. Η 

δεύτερη φάση αφορά την αναγέννηση του ιστού που υπέστη τη βλάβη 

(Stappenbeck and Miyoshi, 2009). Τα μεσεγχυματικά κύτταρα σε όλη αυτή τη 

διαδικασία παίζουν σημαντικό ρόλο επηρεάζοντας πρακτικά όλους τους 

παράγοντες που αναφέρθηκαν παραπάνω (Εικόνα 1.6): Εκκρίνουν διάφορους 

προαγγειογενετικούς παράγοντες που προάγουν τη νεοαγγειογένεση (Wu et 

al., 2007a). Αλληλεπιδρούν με το ανοσοποιητικό σύστημα μέσω 

κυτταροκινών, χημειοκινών ή άλλων σηματοδοτικών μορίων όπως οι 

προσταγλανδίνες (Francois et al., 2012; Kassis et al., 2011; Ren et al., 2008; 

Roulis et al., 2014), λειτουργούν ως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Saada 

et al., 2006) και ρυθμίζουν τη φλεγμονή εμποδίζοντας τη διατήρηση του 

μεγέθους και της διάρκειάς αυτής πέραν των επιθυμητών ορίων (Bernardo and 

Fibbe, 2013; Gonzalez et al., 2009). Αλληλεπιδρούν με το τραυματισμένο 

επιθήλιο και προάγουν την επούλωσή του (Miyoshi et al., 2017). Τέλος, οι 

μυοϊνοβλάστες, αξιοποιώντας τις ικανότητες σύσπασης και συστολής που 

παρουσιάζουν έχουν τη δυνατότητα να ασκούν ελκτικές δυνάμεις στα χείλη 

του τραύματος σε τέτοια κατεύθυνση ώστε να προάγεται το κλείσιμό του 

(Hinz, 2010; Tomasek et al., 2002). Από μοριακής απόψεως, σημαντικό ρόλο 

σε όλα τα παραπάνω παίζει η ενεργοποίηση των ινοβλαστών του στρώματος 

μέσω της αλληλεπίδρασης του CD40 με το συνδέτη του CD40 (CD40-CD40 

ligant) και η ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού NFkB/RelB 

(Smith et al., 1997; Zhang et al., 1998).  
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Εικόνα 1.6. Σχηματική απεικόνιση του ρόλου των ινοβλαστών κατά την επούλωση του 

τραύματος ενός οργάνου το οποίο καλύπτεται με επιθήλιο. 

Η βάση του τραύματος αποτελείται πρωτίστως από ινοβλάστες, νέα αγγεία και μακροφάγα. Το 

επιθήλιο αποτελείται από βλαστοκύτταρα τα οποία παράγουν διαφοροποιημένα κύτταρα σε περιοχές 

απομακρυσμένες από το τραύμα καθώς και λιγότερο διαφοροποιημένα κύτταρα τα οποία σχετίζονται 

με τη βάση του τραύματος. Ο συγχρονισμός και η ισορροπία μεταξύ της επούλωσης του τραύματος 

και της εξάλειψης των μικροβίων στη βάση του τραύματος πρέπει να ενορχηστρωθεί με ακρίβεια. Οι 

ινοβλάστες βρίσκονται στην κατάλληλη θέση για να επιτελέσουν αυτήν ακριβώς τη λειτουργία μέσω 

της επικοινωνίας τους με τα υπερκείμενα επιθηλιακά κύτταρα αλλά και τα μακροφάγα που βρίσκονται 

εντός του τραύματος. Παράλληλα μπορούν να επιτελέσουν και μια σειρά άλλες λειτουργίες όπως η 

νεοαγγειογένεση και η συστολή των χειλέων του τραύματος. 

[Μεταφράστηκε και τροποποιήθηκε από τους (Stappenbeck and Miyoshi, 2009)] 

 

 

- Κεντρική και περιφερική ανοσοανοχή: Οι ινοβλάστες του θύμου αδένα, μέσω 

της παραγωγής και έκκρισης μιας σειράς από αυξητικούς παράγοντες, 

συμβάλλουν στην επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των επιθηλιακών 

κυττάρων του αδένα ενώ παράλληλα συμβάλλουν στην προσέλκυση 

πρόδρομων Τ-λεμφοκυττάρων αλλά και τη μετακίνηση των υπό ωρίμανση Τ-

λεμφοκυττάρων μέσα στο μυελό και το φλοιό του αδένα (Gray et al., 2007; 

Jenkinson et al., 2003; Liu et al., 2005). Επιπρόσθετα, τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα του στρώματος στους λεμφαδένες μπορούν μέσω της 

αντιγονοπαρουσίασης και της καταστροφής των κυκλοφορούντων αυτό-

αντιδραστικών Τ-λεμφοκυττάρων να συμβάλλουν στην περιφερική 

ανοσοανοχή (Lee et al., 2007). Τέλος, έχει δειχτεί ότι τα μεσεγχυματικά 
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κύτταρα, σε συγκεκριμένες συνθήκες, μπορούν να διαδραματίσουν σημαντικό 

ρόλο στην ανάπτυξη (Ryan and Tang, 1995), την επιβίωση (Tabera et al., 

2008) και τη διέγερση των Β-λεμφοκυττάρων για παραγωγή αντισωμάτων 

(Rasmusson et al., 2007; Traggiai et al., 2008).  

 

- Ανοσορρύθμιση: Τα μεσεγχυματικά κύτταρα και κυρίως τα μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα, παρουσιάζουν ποικίλες ανοσοτροποποιητικές ή/και 

ανοσορρυθμιστικές ιδιότητες, ειδικά όταν χορηγούνται εξωγενώς. Πιο 

συγκεκριμένα, τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα μπορούν να επηρεάσουν 

τόσο την έμφυτη όσο και την επίκτητη ανοσία μέσω της αναστολής του 

πολλαπλασιασμού, της επιβίωσης και της δράσης διαφόρων κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήματος όπως τα Τ-λεμφοκύτταρα, τα Κύτταρα Φυσικοί 

Φονείς (ΝΚ Τ-λεμφοκύτταρα), τα Β-λεμφοκύτταρα, τα ουδετερόφιλα, τα 

δενδριτικά κύτταρα, τα μονοκύτταρα/μακροφάγα κ.ο.κ. ή να καταστείλουν 

την ανοσολογική αντίδραση μέσω την ενίσχυσης της επιβίωσης και δράσης 

ανοσοκατασταλτικών κυττάρων (ρυθμιστικά Τ-λεμφοκύτταρα). Η δράση αυτή 

των μεσεγχυματικών κυττάρων επιτυγχάνεται τόσο μέσω μορίων που 

εκφράζουν στην επιφάνειά τους όσο και μέσω μορίων που εκκρίνουν στο 

περιβάλλον τους (Najar et al., 2016; Zhao et al., 2010) (Εικόνα 1.7). Μέσω 

αυτών των μηχανισμών, τα μεσεγχυματικά κύτταρα μπορούν να επηρεάσουν 

το σύνολο της ανοσολογικής απόκρισης στα πλαίσια ομοιοστατικών 

μηχανισμών (όπως η επούλωση τραυμάτων) αλλά και στα πλαίσια της νόσου 

(όπως θα περιγραφεί και στη συνέχεια).  
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Εικόνα 1.7. Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα επιδεικνύουν την ανοσοκατασταλτική / 

ανοσοτροποποιητική δράση τους μέσω της διακυτταρικής επαφής και της έκκρισης 

ανοσοτροποποιητικών μορίων. 

Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα μπορούν να αναστείλουν ή να ενισχύσουν τον πολλαπλασιασμό και 

τη δράση πολλών και διαφορετικών κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος. Αρκετοί διαλυτοί 

παράγοντες φαίνεται να παίζουν μείζονα ρόλο στη δράση τους αυτή συμπεριλαμβανομένης της 

προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2), του μετατρεπτικού αυξητικού παράγοντα β (TGF-β1), του νιτρικού 

οξέος (ΝΟ), του ηπατοκυτταρικού αυξητικού παράγοντα (HGF) και των ιντερλευκινών 6 (IL-6) και 10 

(IL-10). 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Zhao et al., 2015)] 

 

1.4 Ο ρόλος των μεσεγχυματικών κυττάρων στη νόσο. 

Όπως αναφέρθηκε πρωτύτερα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα παίζουν ποικίλους πολύ 

σημαντικούς ρόλους στη διατήρηση της ομοιόστασης, δηλαδή της φυσιολογικής 

δομής και λειτουργίας όλων σχεδόν των οργάνων του ανθρώπου και κατ’επέκταση 

στη συνολική δομή και λειτουργία του ανθρώπινου οργανισμού (το ίδιο φυσικά 

ισχύει και για τα υπόλοιπα σπονδυλωτά).  Εξίσου σημαντικός όμως είναι και ο ρόλος 

τους στην παθογένεση και την παθοφυσιολογία μιας σειράς ασθενειών (η διάκριση 

που ακολουθεί αφορά ομάδες ασθενειών οι οποίες μοιράζονται κοινούς μηχανισμούς 

και όχι μεμονωμένες νοσολογικές οντότητες): 

- Νοσήματα που προκαλούνται μέσω της ανοσολογικής απόκρισης και 

της φλεγμονής [αυτοάνοσα νοσήματα, (αυτό)φλεγμονώδη νοσήματα κ.α.]: Ως 

φλεγμονή ορίζεται η φυσιολογική απάντηση ενός ιστού σε κάποιο παθολογικό 
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ερέθισμα (τραύμα, λοίμωξη, μηχανικό στρες κλπ) που περιλαμβάνει την 

τοπική αύξηση της κυκλοφορίας του αίματος, την εξαγγείωση κυττάρων και 

πρωτεϊνών στην περιοχή, την ενεργοποίηση κυττάρων που βρίσκονται εντός 

του τραυματισμένου ιστού και κινητοποίηση κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήματος, με σκοπό την καταπολέμηση του παθογόνου ερεθίσματος και 

την επανόρθωση της ιστικής βλάβης ώστε να επανέλθει η ομοιόσταση. 

Πρωταρχικό ρόλο στην εξέλιξη της φλεγμονής παίζουν τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος, τόσο αυτά που ανήκουν στην έμφυτη ανοσία 

όσο και αυτά που ανήκουν στην επίκτητη ανοσία (Buckley et al., 2015; 

Medzhitov, 2008). Η σημασία της πολύ στενής χωρικής και χρονικής 

ρύθμισης της φλεγμονής φαίνεται από περιπτώσεις στις οποίες είτε η 

φλεγμονή δεν τερματίζεται όταν πρέπει και μεταπίπτει σε χρονιότητα, είτε 

έχουμε διαρκή ενεργοποίηση της φλεγμονώδους απόκρισης. Το αποτέλεσμα 

είναι η δράση των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος να γίνεται 

επιβλαβής για τον ίδιο τον ιστό και κατ’επέκταση για όλο τον οργανισμό και 

να οδηγεί στην ανάπτυξη διαφόρων αυτοάνοσων και (αυτο)φλεγμονωδών 

νοσημάτων, καθώς και ιστικής ίνωσης ή ακόμη και καρκίνου (στα οποία θα 

γίνει αναφορά στη συνέχεια) (Medzhitov, 2008)  (Εικόνα 1.8). Να αναφερθεί 

εδώ ότι η βασική διάκριση μεταξύ αυτοάνοσων και (αυτο)φλεγμονωδών 

νοσημάτων έγκειται στο γεγονός ότι στα αυτοάνοσα νοσήματα έχουμε 

ενεργοποίηση της επίκτητης ανοσίας μέσω των Τ-λεμφοκυττάρων ή και της 

παραγωγής αντισωμάτων από τα Β-λεμφοκύτταρα τα οποία στρέφονται 

εναντίον αντιγόνων του ίδιου του οργανισμού (αυτο-αντιδραστικά Τ-

λεμφοκύτταρα και αυτοαντισώματα), ενώ στα αυτοφλεγμονώδη νοσήματα δεν 

υπάρχει κάποιο εμφανές αυτοαντιγόνο-αυτοαντίσωμα (Doria et al., 2012). 
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Εικόνα 1.8. Αίτια, σκοποί και παθολογικές επιπτώσεις της φλεγμονής. 

Ανάλογα με το ερέθισμα, η φλεγμονή εξυπηρετεί διαφορετικούς ρόλους στη φυσιολογία ενός 

οργανισμού, ενώ μπορεί να έχει και διάφορες παθολογικές επιπτώσεις οδηγώντας σε ποικίλες 

νοσολογικές οντότητες. 

[Μεταφράστηκε και τροποποιήθηκε από τον (Medzhitov, 2008)]  

 

Όλο και πιο συχνά πλέον έρχονται στο φως νέα ευρήματα που υπογραμμίζουν  

το σημαντικότατο ρόλο που παίζουν στη λεπτεπίλεπτη και πολύπλοκη 

ρύθμιση όλων των σταδίων της φλεγμονής (έναρξη – εξέλιξη – λύση) τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα (μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, ινοβλάστες, 

μυοϊνοβλάστες κλπ.) τα οποία συναντώνται κυρίως στο στρώμα του 

φλεγμονώδους ιστού (Buckley, 2011; Buckley et al., 2015; Parsonage et al., 

2005; Serhan et al., 2007). Πρώτον, τα μεσεγχυματικά κύτταρα του 

στρώματος εκκρίνουν μια σειρά από κυτταροκίνες (όπως η ιντερλευκίνη 6 και 

8), χημειοκίνες και προστανοειδή όπως η Προσταγλανδίνη Ε2, τα οποία 

βοηθούν στην ενεργοποίηση παρακείμενων κυττάρων και τη χημειοτακτική 

προσέλκυση κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος στην περιοχή 

(Buckley et al., 2001). Τον ίδιο σκοπό επιτελεί και η έκφραση μιας σειράς από 

μόρια προσκόλλησης στην επιφάνεια των μεσεγχυματικών κυττάρων 

(Buckley et al., 2001; Saada et al., 2006). Παράλληλα, η παραγωγή μορίων 

όπως οι ιντερφερόνες τύπου 1 (κυρίως η ιντερφερόνη-α και η ιντερφερόνη-β), 

αναστέλλει την απόπτωση και προάγει την επιβίωση διαφόρων τύπων 

λευκοκυττάρων, ενισχύοντας έτσι την επιμονή της φλεγμονής (Tough et al., 

1999). Τέλος, τα μεσεγχυματικά κύτταρα συμβάλλουν και στην καταστροφή 

του ιστού per se, μέσω της παραγωγής και έκκρισης ενζύμων που διασπούν 
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την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία αλλά και τον ίδιο τον ιστό, όπως για 

παράδειγμα οι Μεταλλοπρωτεϊνάσες του στρώματος (Pender and MacDonald, 

2004; Zhu and Yu, 2006). Η απορρύθμιση των παραπάνω μηχανισμών μπορεί 

να οδηγήσει τη φλεγμονή σε χρονιότητα. Σε αυτήν την περίπτωση η φλεγμονή 

σταθεροποιείται και αρκετά συχνά οδηγεί στο σχηματισμό χαρακτηριστικών 

δομών όπως τα κοκκιώματα (Timmermans et al., 2016) ή οι δομές που 

προσομοιάζουν στο λεμφικό ιστό και τα τριτογενή λεμφοειδή όργανα (Aloisi 

and Pujol-Borrell, 2006). Τέτοιες δομές απαντώνται σε πολλές ασθένειες που 

προκαλούνται μέσω της ανοσολογικής απόκρισης όπως τα αυτοάνοσα-

φλεγμονώδη νοσήματα (πχ Ρευματοειδής Αρθρίτιδα, σύνδρομο Sjögren, 

θυρεοειδίτιδα Hashimoto κ.α.), οι αγγειίτιδες (πχ νόσος του Wegener), 

κάποιες χρόνιες λοιμώξεις (πχ νόσος Lyme, χρόνια ηπατίτιδα C κ.α.), η 

απόρριψη μοσχευμάτων ή εμφυτευμάτων και διάφορες άλλες (Aloisi and 

Pujol-Borrell, 2006; Carragher et al., 2008; Csernok and Gross, 2013; Drayton 

et al., 2006; Mittal et al., 2013; Neyt et al., 2012).   

Ενδιαφέρον μάλιστα παρουσιάζει το γεγονός ότι τα κύρια μεσεγχυματικά 

κύτταρα του στρώματος, οι ινοβλάστες, όταν προέρχονται από διαφορετικές 

ανατομικές περιοχές (πχ συνόβιο, δέρμα, μυελός των οστών, έντερο κλπ.) 

παρουσιάζουν σημαντικές λειτουργικές διαφορές σε ότι αφορά πχ την 

εκκριτική τους ικανότητα, το ρεπερτόριο μορίων που παράγουν και 

εκκρίνουν, τη συσταλτικότητά τους καθώς και τη δυνατότητά τους να 

παράγουν εξωκυττάρια ουσία αλλά και να την αποδομούν. Η ποικιλότητα 

αυτή στη λειτουργία των ινοβλαστών με βάση την τοποθεσία τους, καθορίζει 

ως ένα βαθμό και τα χαρακτηριστικά της φλεγμονής που θα αναπτυχθεί στον 

κάθε ιστό (Fries et al., 1994; Parsonage et al., 2003; Parsonage et al., 2005; 

Rinn et al., 2006). Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι ο φαινότυπος των ινοβλαστών 

που προέρχονται από έναν υγιή ιστό διαφέρουν σημαντικά από αυτό των 

ινοβλαστών που απομονώνονται από τον ίδιο ιστό–την ίδια ανατομική 

περιοχή όταν σε αυτόν υφίσταται κάποια χρόνια φλεγμονή (Brouty-Boye et 

al., 2000; Buckley et al., 2001; Hogaboam et al., 1998; Pap et al., 2000). Για 

παράδειγμα οι συνοβιακοί ινοβλάστες που απομονώνονται από μια 

φλεγμαίνουσα λόγω ρευματοειδούς αρθρίτιδας άρθρωση, διαφέρουν 

σημαντικά από τους συνοβιακούς ινοβλάστες που απομονώνονται από την 

ίδια άρθρωση όταν αυτή είναι υγιής, και μάλιστα διατηρούν τον διαφορετικό 



 

19 

 

τους -επιθετικό- φαινότυπο ακόμη και σε καλλιέργεια in vitro για αρκετά 

περάσματα χωρίς να χρειάζονται κάποιο επιπλέον ερέθισμα (Pap et al., 2000). 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, όλο και περισσότερες δημοσιεύσεις 

αναδεικνύουν τον σημαντικότατο ρόλο των μεσεγχυματικών κυττάρων στην 

παθογένεια ποικίλων ασθενειών που σχετίζονται με την ανοσολογική 

απόκριση και τη φλεγμονή, καθιστώντας τα κύτταρα αυτά νέους πιθανούς και 

πολλά υποσχόμενους θεραπευτικούς στόχους (Flavell et al., 2008). Για 

παράδειγμα, έχει αποδειχτεί ότι η σηματοδότηση μέσω του παράγοντα 

νέκρωσης όγκων και του υποδοχέα του τύπου 1 (TNF-TNFR1) στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου (εντερικοί μυοϊνοβλάστες) και στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα της άρθρωσης (συνοβιακοί ινοβλάστες), είναι 

επαρκής για να οδηγήσει την παθογένεια της Φλεγμονώδους Νόσου του 

Εντέρου που προσομοιάζει με τη νόσο του Crohn και της Ρευματοειδούς 

Αρθρίτιδας αντίστοιχα στα ζωικά πρότυπα των ασθενειών αυτών, κι επομένως 

η στόχευσή τους θα μπορούσε να συμβάλλει στην αντιμετώπιση των 

ασθενειών αυτών (Armaka et al., 2008). Παράλληλα γίνονται προσπάθειες να 

αξιοποιηθούν οι ανοσοτροποποιητικές / ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες των 

μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων μέσω της δοκιμαστικής εξωγενούς 

χορήγησής τους στα πλαίσια κλινικών δοκιμών (περισσότερες πληροφορίες 

στο www.clinicaltrials.gov) για τη θεραπεία ασθενειών όπως η νόσος του 

Crohn, η Ρευματοειδής Αρθρίτιδα, η Σκλήρυνση κατά Πλάκας, η απλαστική 

αναιμία, η αντίδραση του μοσχεύματος έναντι του ξενιστή, το σύνδρομο 

αναπνευστικής δυσχέρειας κ.α. (Zhao et al., 2015). 

- Επούλωση τραύματος – ιστική ίνωση: Όπως αναφέρθηκε 

προηγούμενα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα που είτε βρίσκονται μέσα σε έναν 

τραυματισμένο ιστό είτε φτάνουν εκεί μέσω της κυκλοφορίας του αίματος 

συμβάλλουν μέσω ποικίλων μηχανισμών στην επούλωση του τραύματος και 

την αναδόμηση του ιστού. Μια βασική λειτουργία των μεσεγχυματικών 

κυττάρων κατά την επούλωση του τραύματος είναι η επιτήρηση του 

φλεγμονώδους περιβάλλοντος που έχει αναπτυχθεί και ο περιορισμός της 

διάρκειας και της έντασης της φλεγμονής, καθώς επίσης και η ιστική 

αναγέννηση. Σε περίπτωση που αυτό δε συμβεί και η φλεγμονή καταστεί 

χρονία, η επούλωση του τραύματος θα είναι πλημμελής ή θα γίνει μέσω 

ίνωσης και δημιουργίας ουλής [με ακραίο παράδειγμα τη δημιουργία 

χηλοειδούς (Mari et al., 2015)] οδηγώντας σε δομική αναδιοργάνωση του 

file:///C:/Users/kaklamanos/Google%20Drive/PhD/PhD/www.clinicaltrials.gov
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ιστού και αλλαγές στα χαρακτηριστικά του όπως η ελαστικότητα, η 

ανθεκτικότητα, η αγωγιμότητα κλπ., με αρνητικές φυσικά συνέπειες για τη 

λειτουργία του. Σε κάποιες περιπτώσεις μάλιστα, η χρόνια φλεγμονή – χρόνια 

ιστική βλάβη μπορεί να οδηγήσει ακόμη και σε μεταπλασία του ιστού και 

καρκινογένεση (Bernardo and Fibbe, 2013; Filer et al., 2006; Serhan et al., 

2007) (Εικόνες 1.8 και 1.9). Χαρακτηριστικό παράδειγμα προβληματικής 

επούλωσης αποτελεί η δημιουργία ουλής κατά την επούλωση τραυμάτων στο 

δέρμα (Tomasek et al., 2002). Αντίστοιχα παραδείγματα εσφαλμένης 

επούλωσης και ίνωσης συναντάμε σε πολλά όργανα όπως η καρδιά (Kong et 

al., 2014), οι πνεύμονες (Todd et al., 2012), το έντερο (Rieder and Fiocchi, 

2013), το ήπαρ (Lee and Friedman, 2011), οι νεφροί (Duffield, 2014) κοκ. Η 

ίνωση αυτή τις περισσότερες φορές είναι μη αναστρέψιμη και σχετίζεται με 

σημαντική δυσλειτουργία μέχρι και ανεπάρκεια των οργάνων αυτών (Weber, 

1997).   

 

Εικόνα 1.9. Σχηματική απεικόνιση του ρόλου των μυοϊνοβλαστών κατά την επούλωση ενός 

ανοιχτού τραύματος. 

α. Σε φυσιολογικούς ιστούς, οι ινοβλάστες βιώνουν τέτοια χαμηλά επίπεδα τάσης λόγω της 

προστασίας που τους παρέχει από το στρες η περιβάλλουσα εξωκυττάρια ουσία κολλαγόνου, ώστε να 

μην ενεργοποιείται η οργάνωση του κυτταροσκελετού τους με προοπτική συστολής (ελαφρά ροζ 

περιοχή της δερμίδας – κάτω από την επιδερμίδα). Όταν το τραύμα που έχει προκληθεί καλυφθεί από 

ένα θρόμβο ινικής, οι τοπικά εκκρινόμενοι αυξητικοί παράγοντες διεγείρουν τους ινοβλάστες που 

βρίσκονται στην παρακείμενη υγιή δερμίδα να διεισδύσουν σε αυτή την προσωρινή δομή. Οι 

ινοβλάστες αυτοί, μαζί με τα νεοδημιουργηθέντα αγγεία γεμίζουν το τραύμα, σχηματίζοντας έτσι έναν 

κοκκιώδη ιστό. Σε αυτό το σημείο οι ινοβλάστες είναι ήδη διεγερμένοι ώστε να παράγουν ED-A 
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ινονεκτίνη. b. Οι μεταναστεύοντες ινοβλάστες ασκούν ελκτικές δυνάμεις στην εξωκυττάρια ουσία 

κολλαγόνου, κάτι το οποίο οδηγεί σε επαναδιοργάνωση αυτής κατά μήκος των γραμμών τάσης. Η 

ανάπτυξη μηχανικής τάσης διεγείρει τους ινοβλάστες να αναπτύξουν ίνες τάσης (stress fibers) και να 

παράξουν κολλαγόνο, κι έτσι αποκτούν το φαινότυπο του πρωτο-μυοϊνοβλάστη. Οι δυνάμεις τάσης και 

οι αυξητικοί παράγοντες διεγείρουν τους πρωτο-μυοϊνοβλάστες αυτούς να εκκρίνουν μετατρεπτικό 

αυξητικό παράγοντα β (TGF-β1) καθώς και αυξημένα επίπεδα ινονεκτίνης ED-A. c. Μέσω ενός 

μηχανισμού παλίνδρομης ρύθμισης, οι πρωτο-μυοϊνοβλάστες μετατρέπονται σε διαφοροποιημένους 

μυοϊνοβλάστες οι οποίοι συνθέτουν α-ακτίνη των λεπτών μυικών ινών (aSMA) και δημιουργούν 

αυξημένες συσταλτικές δυνάμεις. Την ίδια στιγμή, οι διαφοροποιημένοι μυοϊνοβλάστες εναποθέτουν 

κολλαγόνο και άλλα συστατικά της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας, και παράγουν πρωτεάσες. Η 

περίπλοκη αυτή διαδικασία οδηγεί στη σύμπτυξη της εξωκυττάριας ουσίας κολλαγόνου και 

κατ’επέκταση στο κλείσιμο του τραύματος. d. Όταν ένα τραύμα κλείνει φυσιολογικά, οι 

μυοϊνοβλάστες εξαφανίζονται μέσω απόπτωσης και σχηματίζεται ουλή. e. Ωστόσο, σε πολλές 

παθολογικές καταστάσεις όπως ο σχηματισμός υπερτροφικής ουλής, οι μυοϊνοβλάστες παραμένουν 

και συνεχίζουν να αναδομούν την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, με αποτέλεσμα την υπεργπαραγωγή 

συνδετικού ιστού. Εν κατακλείδι, οι μυοϊνοβλάστες είναι απαραίτητοι για την επούλωση ενός 

τραύματος, αλλά η απορρύθμισή τους μπορεί να οδηγήσει σε δυσλειτουργία του ιστού.   

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Tomasek et al., 2002)] 

 

Σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της ιστικής ίνωσης παίζουν κυρίως οι 

ινοβλάστες και οι μυοϊνοβλάστες μέσω της υπερπαραγωγής εξωκυττάριας 

θεμέλιας ουσίας με προεξάρχον στοιχείο το κολλαγόνο (Desmouliere et al., 

2003; Wallach-Dayan et al., 2007), ενώ από μοριακής απόψεως, το 

σημαντικότερο μόριο το οποίο καθοδηγεί αυτή τη διαδικασία είναι ο 

μετατρεπτικός αυξητικός παράγοντας β (TGF-β1) (Εικόνα 1.9) (Leask and 

Abraham, 2004; Meng et al., 2016).  

Είναι τέλος σημαντικό να γίνει αναφορά στις κλινικές δοκιμές που βρίσκονται 

εν εξελίξει και στοχεύουν στην επίτευξη ιστικής αναγέννησης μέσω της 

εξωγενούς χορήγησης μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων (περισσότερες 

πληροφορίες στο www.clinicaltrials.gov) με σκοπό τη θεραπεία σειράς 

ασθενειών όπως η καρδιακή ισχαιμία, η ισχαιμία των άκρων, η πλάγια 

μυατροφική σκλήρυνση, ο διαβήτης, το ισχαιμικό εγκεφαλικό, η 

οστεοαρθρίτιδα, η κίρρωση του ήπατος, η ηπατική ανεπάρκεια κοκ. (Zhao et 

al., 2015).      

 

- Καρκίνος: Η συνεισφορά και ο ρόλος των μεσεγχυματικών κυττάρων 

στην καρκινογένεση αφορά δύο διαφορετικούς μηχανισμούς. Από τη μία 

μεριά, υπάρχουν μια σειρά όγκοι οι οποίοι αναπτύσσονται σε 

μεσεγχυματικούς ιστούς και οι οποίοι περιγράφονται με το γενικό όρο 

«σάρκωμα» (Cormier and Pollock, 2004). Οι όγκοι αυτοί είναι αρκετά 

σπάνιοι, και αποτελούν περίπου το 1% των μορφών καρκίνου στους ενήλικες 

(Jemal et al., 2007) αλλά το ποσοστό αυτό αυξάνεται και φτάνει το 7-10% στα 

παιδιά (Birch et al., 2003). Τα σαρκώματα περιλαμβάνουν πάνω από 50 

file:///C:/Users/kaklamanos/Google%20Drive/PhD/PhD/www.clinicaltrials.gov
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υποτύπους η ονομασία των οποίων συνήθως προκύπτει από την ιστολογική 

εικόνα ή την ανατομική εντόπιση του όγκου (για παράδειγμα μυοσάρκωμα, 

ραβδομυοσάρκωμα, λειομυοσάρκωμα, λιποσάρκωμα, οστεοσάρκωμα, 

χονδροσάρκωμα κοκ.) και χωρίζονται χοντρικά στα «σαρκώματα των 

μαλακών μορίων» και τα «σαρκώματα των οστών» (Fletcher CDM et al., 

2013; Mohseny and Hogendoorn, 2011). Τα σαρκώματα μπορούν να 

εμφανιστούν σε οποιαδήποτε ηλικία αν και συνήθως προτιμούν τους μέσης 

και μεγαλύτερης ηλικίας ενήλικες, ενώ μπορούν να εντοπιστούν σε 

οποιοδήποτε μέρος του σώματος, με πιο συχνές θέσεις εντόπισης τα άκρα, τον 

κορμό και την οπισθοπεριτοναϊκή περιοχή. Τέλος, η πρόγνωσή τους ποικίλλει 

και εξαρτάται από τον τύπο του σαρκώματος, την εντόπισή του, το στάδιο της 

νόσου κατά τη διάγνωση, την επιθετικότητα του όγκου αλλά και την ύπαρξη ή 

όχι μεταστάσεων (οι οποίες σχεδόν πάντα είναι αιματογενείς) (Cormier and 

Pollock, 2004; Dangoor et al., 2016).  

Από την άλλη μεριά, τα μεσεγχυματικά κύτταρα παίζουν πολύ σημαντικό 

ρόλο και σε μια σειρά από όγκους, κυρίως συμπαγείς, μη μεσεγχυματικής 

προέλευσης (όπως για παράδειγμα ο καρκίνος του παχέως εντέρου, το 

μελάνωμα, ο καρκίνος του μαστού κλπ.), στους οποίους το μεσέγχυμα 

αποτελεί κομμάτι του μικροπεριβάλλοντος του όγκου. Μάλιστα, η πολύ 

μεγαλύτερη συχνότητα των όγκων αυτών σε σύγκριση με τα σαρκώματα, 

υπογραμμίζει και τη σημασία της αλληλεπίδρασης των μεσεγχυματικών 

κυττάρων με τους μη μεσεγχυματικούς όγκους (Balkwill et al., 2012; Hanahan 

and Coussens, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011; Kalluri and Zeisberg, 

2006; Koliaraki et al., 2017).  

Συνολικά, το μικροπεριβάλλον του όγκου αποτελείται από πολλούς 

διαφορετικούς τύπους κυττάρων: κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 

τόσο της έμφυτης όσο και της επίκτητης ανοσίας (μακροφάγα, μονοκύτταρα, 

Τ-λεμφοκύτταρα, Β-λεμφοκύτταρα, κύτταρα φυσικοί-φονείς, ουδετερόφιλα), 

ενδοθηλιακά κύτταρα, περικύτταρα, λιποκύτταρα, λεμφικά ενδοθηλιακά 

κύτταρα, καθώς και μεσεγχυματικά κύτταρα (ινοβλάστες, μυοϊνοβλάστες και 

μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα) (Balkwill et al., 2012). Οι διαφορετικοί αυτοί 

πληθυσμοί απαντώνται σε ποικίλες αναλογίες ανάλογα με τον όγκο, ενώ τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα μπορεί να αποτελούν μέχρι και το 80% της μάζας 

αυτού (για παράδειγμα σε όγκους του παγκρέατος ή του μαστού με έντονη 

δεσμοπλαστική αντίδραση) (Olive et al., 2009). Σε ότι αφορά τη δράση των 
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μεσεγχυματικών αυτών κυττάρων, πολλές μελέτες έχουν δείξει το 

σημαντικότατο ρόλο που παίζουν στην ανάπτυξη του όγκου είτε εμποδίζοντας 

αυτήν (Bissell and Hines, 2011) είτε συνηθέστερα ενισχύοντάς την (Gascard 

and Tlsty, 2016). Στη βιβλιογραφία μάλιστα, οι ινοβλάστες που εντοπίζονται 

στο μικροπεριβάλλον του όγκου και ενισχύουν την ανάπτυξή του 

αποκαλούνται «ινοβλάστες σχετιζόμενοι με τον καρκίνο» (cancer associated 

fibroblasts ή CAFs) και προέρχονται είτε από την ενεργοποίηση 

μεσεγχυματικών κυττάρων που κατοικούσαν στον ιστό πριν την ανάπτυξη του 

όγκου (Gascard and Tlsty, 2016), είτε από το μυελό των οστών (McDonald et 

al., 2015), είτε μέσω της διαφοροποίησης άλλων κυττάρων που βρίσκονται 

στην περιοχή όπως τα λιποκύτταρα (Bochet et al., 2013), τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα (μέσω της Ενδοθηλιακής-Μεσεγχυματικής Μετάβασης) (Zeisberg et 

al., 2007) ή ακόμη και τα επιθηλιακά κύτταρα (μέσω της Επιθηλιακής-

Μεσεγχυματικής Μετάβασης) (Radisky et al., 2007). Επιπλέον προκαλεί 

ενδιαφέρον το γεγονός ότι πέραν της ενεργοποίησης των ινοβλαστών του 

στρώματος από την αλληλεπίδρασή τους με τα καρκινικά κύτταρα τόσο in 

vivo όσο και in vitro (Rozenchan et al., 2009), ο χαρακτηρισμός ιστών οι 

οποίοι βρίσκονταν σε υψηλό κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου ανέδειξε την 

ύπαρξη ενός προκαρκινικού μικροπεριβάλλοντος το οποίο προϋπήρχε της 

εμφάνισης του όγκου και περιείχε ινοβλάστες με αλλαγμένο μοριακό και 

φαινοτυπικό προφίλ, οι οποίοι ήταν παρόμοιοι με τους σχετιζόμενους με τον 

καρκίνο ινοβλάστες (DeFilippis et al., 2014; Saadi et al., 2010).  

Οι σχετιζόμενοι με τον καρκίνο ινοβλάστες έχει αποδειχτεί ότι μπορούν να 

επηρεάσουν την ανάπτυξη και εξέλιξη ενός όγκου μέσω ποικίλων 

μηχανισμών (εικόνα 1.10): α) Παράγουν και εκκρίνουν αυξητικούς 

παράγοντες και κυτταροκίνες  που ενισχύουν την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων ενώ εμποδίζουν την απόπτωσή 

τους (Bhowmick et al., 2004b; Koliaraki et al., 2017; Quail and Joyce, 2013). 

β) Προάγουν και υποστηρίζουν τη νεοαγγειογένεση μέσω της έκκρισης των 

απαραίτητων ουσιών που θα επάγουν και θα καθοδηγήσουν τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα ώστε να δημιουργήσουν νέα αγγεία (όπως ο αγγειακός ενδοθηλιακός 

αυξητικός παράγοντας – VEGF) αλλά και της έκκρισης μεταλλοπρωτεασών οι 

οποίες θα αναδιαμορφώσουν κατάλληλα την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία 

(Bonnans et al., 2014; Fukumura et al., 1998). γ) Εκκρίνουν προφλεγμονώδεις 

κυτταροκίνες και άλλα μόρια που αυξάνουν τοπικά τη φλεγμονή, η οποία με 
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τη σειρά της ενισχύει τη διαδικασία της καρκινογένεσης (Erez et al., 2010). 

Παράλληλα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα του στρώματος εκκρίνουν μια σειρά 

από κυτταροκίνες, χημειοκίνες και προστανοειδή, τα οποία επιδρούν στα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος προάγοντας την ανοσοκαταστολή 

και την αποφυγή της απόρριψης του όγκου από αυτό (Liao et al., 2009; Stover 

et al., 2007). Οι μηχανισμοί αυτοί προσομοιάζουν με τους μηχανισμούς που 

κινητοποιούνται κατά την επούλωση ενός τραύματος (με τη διαφορά ότι 

χρονίζουν και δεν οδηγούν σε πλήρη και σωστή αποκατάσταση του ιστού), με 

αποτέλεσμα οι συμπαγείς όγκοι να έχουν χαρακτηριστεί και ως ‘πληγές οι 

οποίες δεν κλείνουν’ (Dvorak, 1986). δ) Διαμορφώνουν και συντηρούν μια 

φωλεά καρκινικών βλαστοκυττάρων από τα οποία πιστεύεται ότι ξεκινάει η 

καρκινογένεση (Shaker et al., 2010; Vermeulen et al., 2010). ε) 

Αναδιαμορφώνουν την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία επιτρέποντας τόσο την 

τοπική ανάπτυξη του όγκου, όσο και την νεοαγγειογένεση αλλά και τη 

δημιουργία μεταστάσεων (Dumont et al., 2013). στ) Προωθούν τις 

μεταστάσεις. Τα μεσεγχυματικά κύτταρα του στρώματος εκκρίνουν μόρια  τα 

οποία προάγουν έναν πιο επιθετικό-διηθητικό φαινότυπο στα καρκινικά 

κύτταρα ενισχύοντας την τάση τους για μετάσταση (Dimanche-Boitrel et al., 

1994; van Zijl et al., 2009) εν μέρει μέσω και της ενεργοποίησης της 

Επιθηλιακής-Μεσεγχυματικής Μετάβασης (Bhowmick et al., 2004b). Η 

παράλληλη έκκριση μεταλλοπρωτεασών που αναφέρθηκε και νωρίτερα σε 

συνδυασμό με τη διαμόρφωση του κατάλληλου περιβάλλοντος το οποίο θα 

υποδεχτεί τα μεταστατικά καρκινικά κύτταρα στους ιστούς στόχους (Coghlin 

and Murray, 2010; Peinado et al., 2011), συμβάλλουν στην πραγματοποίηση 

απομακρυσμένων μεταστάσεων και τη διασπορά της νόσου. ζ) Τροποποιούν 

το μεταβολισμό των καρκινικών κυττάρων και παρέχουν ενέργεια προς αυτά 

(Martinez-Outschoorn et al., 2014; Rattigan et al., 2012). η) Παρέχουν 

ανθεκτικότητα στα αντικαρκινικά φάρμακα μέσω διαφόρων μηχανισμών: 

ενίσχυση της επιβίωσης – αποφυγή της απόπτωσης των καρκινικών κυττάρων 

μέσω αλληλεπίδρασής τους είτε με την τροποποιημένη εξωκυττάρια ουσία 

είτε μεταξύ τους είτε με τα μεσεγχυματικά κύτταρα, παρεμπόδιση της 

πρόσβασης του φαρμάκου στον όγκο, ενίσχυση της επιγενετικής αστάθειας 

των καρκινικών κυττάρων ώστε να υφίστανται πιο εύκολα μεταλλάξεις κ.α.) 

(Junttila and de Sauvage, 2013).   
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Εικόνα 1.10. Οι σχετιζόμενοι με τον καρκίνο ινοβλάστες εκκρίνουν μια σειρά από παράγοντες οι 

οποίοι επηρεάζουν και επάγουν ποικίλους φαινοτύπους τόσο στα καρκινικά κύτταρα όσο και στα 

παρακείμενα κύτταρα του στρώματος 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Gascard and Tlsty, 2016)] 

 

Όπως έγινε κατανοητό από τα παραπάνω, τα μεσεγχυματικά κύτταρα που 

αποτελούν αναπόσπαστο κομμάτι του μικροπεριβάλλοντος ενός 

αναπτυσσόμενου όγκου είναι πολύ σημαντικά για την ανάπτυξη αυτού, κι 

επομένως αποτελούν ελκυστικούς στόχους για την αντιμετώπισή του. 

Υπάρχουν πλέον αρκετές κλινικές δοκιμές οι οποίες στοχεύουν τους 

σχετιζόμενους με τον καρκίνο ινοβλάστες είτε σε συνάρτηση με την 

ταυτόχρονη στόχευση των καρκινικών κυττάρων είτε στα πλαίσια της 

‘θεραπείας’ ενός προκαρκινικού μικροπεριβάλλοντος, με σκοπό τη 

δημιουργία ενός περιβάλλοντος ανθεκτικού στην και εχθρικού προς την 

καρκινογένεση (Togo et al., 2013; Zhou et al., 2015). Για το σκοπό αυτό, 

δοκιμάζονται μια σειρά από θεραπείες οι οποίες έχουν ως σκοπό είτε την 

εξάλειψη των σχετιζόμενων με τον καρκίνο ινοβλαστών είτε την αλλαγή του 

φαινοτύπου αυτών και τη μετατροπή τους σε φυσιολογικούς ινοβλάστες οι 

οποίοι θα εμποδίζουν την καρκινογένεση (Gascard and Tlsty, 2016; Koliaraki 

et al., 2017). Τέλος, ο καλύτερος μοριακός και συνολικότερος φαινοτυπικός 

χαρακτηρισμός των σχετιζόμενων με τον καρκίνο ινοβλαστών και η 

συσχέτισή του με τη βαρύτητα της νόσου, την πορεία της νόσου και την 

ανθεκτικότητα στις θεραπείες, καθώς και ο υπολογισμός της πιθανότητας 

ανάπτυξης όγκου σε ένα προκαρκινικό περιβάλλον με βάση το χαρακτηρισμό 

αυτό, θα μπορούσε να αξιοποιηθεί ως δείκτης για την πρόγνωση, έγκαιρη 
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διάγνωση αλλά και αποτελεσματικότερη θεραπεία διαφόρων μορφών 

καρκίνου (Berdiel-Acer et al., 2014; Sadanandam et al., 2013; Torres et al., 

2013; Tsujino et al., 2007). 

  

1.5 Πειραματικά πρότυπα (μοντέλα) ποντικών για τη μελέτη των 

μεσεγχυματικών κυττάρων στη φυσιολογία και τη νόσο. 

Ως γνωστόν, οι ποντικοί αποτελούν ένα από τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα ζώα 

εργαστηρίου για τη μελέτη και μοντελοποίηση τόσο της φυσιολογίας όσο και της 

παθολογίας του ανθρώπου. Τα γενετικά ‘εργαλεία’ που πλέον έχουμε στα χέρια μας, 

μας επιτρέπουν την εξειδικευμένη μελέτη συγκεκριμένων κυτταρικών πληθυσμών 

όπως τα μεσεγχυματικά κύτταρα. Για το σκοπό αυτό, τη μελέτη δηλαδή της 

φυσιολογίας συγκεκριμένων κυτταρικών πληθυσμών (όπως τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα) και του ρόλου τους στη νόσο, χρησιμοποιούνται συνηθέστερα δύο βασικές 

τεχνικές:  

Η πρώτη, αφορά την εξειδικευμένη-τοποειδική γενετική απαλοιφή ή αποσιώπηση 

συγκεκριμένων γονιδίων από τα μεσεγχυματικά κύτταρα με την αξιοποίηση της 

τεχνικής του Cre-Lox ανασυνδυασμού. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 1.11, η 

βασική αρχή της τεχνικής αυτής είναι η εξής: Με τη χρήση τεχνικών γενετικού 

ανασυνδυασμού εισάγεται εντός του DNA και εκατέρωθεν του γονιδίου που θέλουμε 

να απαλείψουμε δύο αλληλουχίες DNA μήκους 34 ζευγών βάσεων (με τον ίδιο 

γενετικό προσανατολισμό) οι οποίες ονομάζονται αλληλουχίες Lox-P. Έπειτα, το 

ένζυμο Cre ανασυνδυάση το οποίο πάλι με τεχνικές γενετικού ανασυνδυασμού έχει 

εισαχθεί και εκφράζεται εντός του ποντικού, προκαλεί ανασυνδυασμό μεταξύ των 

δύο αυτών Lox-P αλληλουχιών και αποκόπτει την περιοχή μεταξύ τους, η οποία 

περιέχει και το γονίδιο-στόχο. Εάν η έκφραση της Cre ανασυνδυάσης γίνεται σε όλο 

τον οργανισμό, τότε και η απαλοιφή του γονιδίου-στόχου θα γίνει σε όλο τον 

οργανισμό. Εάν όμως η έκφρασή της πραγματοποιηθεί σε συγκεκριμένους μόνο 

ιστούς με τη χρήση των κατάλληλων υποκινητών (για παράδειγμα μόνο στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα), τότε και η απαλοιφή του γονιδίου-στόχου θα γίνει στους 

ιστούς αυτούς ενώ στον υπόλοιπο οργανισμό θα εκφράζεται κανονικά. Έτσι 

δημιουργούνται ποντικοί στους οποίους είτε το ένα αλλήλιο (ετερόζυγοι) είτε και τα 

δύο αλλήλια (ομόζυγοι) του γονιδίου-στόχου έχουν απαλειφθεί είτε σε ολόκληρο τον 

οργανισμό είτε σε συγκεκριμένα κύτταρα. Βέβαια, επειδή πολλά γονίδια είναι πολύ 

μεγάλα σε μέγεθος και δεν είναι εύκολο να αφαιρεθούν ολόκληρα, χρησιμοποιώντας 
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την τεχνική του Cre-Lox ανασυνδυασμού είναι δυνατόν να αφαιρεθεί ένα ή 

περισσότερα εξώνια από το γονίδιο-στόχος, κάτι το οποίο οδηγεί στο ίδιο 

αποτέλεσμα, την αποσιώπηση δηλαδή της έκφρασης του γονιδίου-στόχου (δηλαδή τη 

μη έκφρασή του ή τη μη παραγωγή της λειτουργικής πρωτεΐνης που αυτό 

κωδικοποιεί) (Branda and Dymecki, 2004; Kuhn and Torres, 2002; Maddison and 

Clarke, 2005; Sternberg and Hamilton, 1981). Από την άλλη, αν και σπανιότερα, το 

ίδιο σύστημα μπορεί να εισαχθεί στο γονιδίωμα ενός ποντικού για να επάγει την 

έκφραση ενός γονιδίου με ιστοειδικό τρόπο (πχ στα μεσεγχυματικά κύτταρα) είτε 

αυθόρμητα είτε μετά την εφαρμογή ενός ερεθίσματος όπως η χορήγηση ταμοξιφένης 

ή τετρακυκλίνης (Baron and Bujard, 2000; Maddison and Clarke, 2005; Metzger and 

Chambon, 2001).    

 

Εικόνα 1.11. Γενετική απαλοιφή του γονιδίου-στόχου μέσω της χρήσης του συστήματος του Cre-

Lox ανασυνδυασμού. 

Το ένζυμο Cre ανασυνδυάση αναγνωρίζει τις αλληλουχίες loxP, συνδέεται μαζί τους και τελικά 

προκαλεί αποκοπή του τμήματος του DNA που βρίσκεται μεταξύ τους αφήνοντας μόνο μία 

αλληλουχία στο αρχικό μόριο DNA. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Bastle and Neisewander, 2016)] 

 

Πιο συγκεκριμένα, για τη στόχευση των μεσεγχυματικών κυττάρων και την 

εξειδικευμένη απαλοιφή/αποσιώπηση ή έκφραση γονιδίων σε αυτά μέσω του 

συστήματος του Cre-Lox ανασυνδυασμού, έχουν χρησιμοποιηθεί μια σειρά από 

υποκινητές με διαφορετικά αποτελέσματα σε ότι αφορά την αποτελεσματικότητα του 

ανασυνδυασμού (δηλαδή την αποτελεσματικότητα της απαλοιφής/αποσιώπησης του 

γονιδίου-στόχου) αλλά και τα κύτταρα στα οποία αυτή συμβαίνει, δεδομένου ότι 

όπως αναφέρθηκε και νωρίτερα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα παρουσιάζουν μεγάλη 

ετερογένεια (Πίνακας 1.1) (Koliaraki et al., 2017). 

 

Πίνακας 1.1. Στελέχη ποντικών που έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη των μεσεγχυματικών 

κυττάρων. 
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Γενετικό* 
εργαλείο  
(στέλεχος 
ποντικού) 

Ιστοί-κύτταρα έκφρασης της Cre ανασυνδυάσης** Αναφορά 

αSMA-Cre 

Αορτή, καρδιακά μυοκύτταρα, χονδροκύτταρα των αρθρώσεων, 
των πλευρών και των κρανιακών δομών, λείες μυικές ίνες του 

εντέρου, των σπλάχνων, των αγγείων και των κρανιακών ραφών, 
πνεύμονες 

(Maruyama et 
al., 2007; Wu 
et al., 2007b) 

  

aSMA-
CreER 

Λείες μυικές ίνες διαφόρων οργάνων (αορτή, σκελετικοί μύες, 
έντερο, νεφροί, πάγκρεας, εγκέφαλος, καρδιά, πνεύμονας), 

κάποια καρδιακά μυοκύτταρα 

 
(Wendling et 

al., 2009) 
 

Col1a2-
CreER 

Ινοβλάστες του εντέρου, της δερμίδας, των πνευμόνων, του 
περικαρδιακού συνδετικού ιστού, της κάψας του σπληνός, του 

τοιχώματος των  αγγείων, μεσαγγειακά κύτταρα του σπειράματος 

(Zheng et al., 
2002) 

ColVI-Cre 
Μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου, των αρθρώσεων, του 

δέρματος και της καρδιάς, σκελετικοί μύες 

(Armaka et 
al., 2008; 

Koliaraki et 
al., 2015)  

Foxl1-Cre Γαστρεντερικό μεσέγχυμα, ηπατικά προγονικά κύτταρα 
(Aoki et al., 

2016; Sackett 
et al., 2007)  

Fsp1-Cre 
Ινοβλάστες διαφόρων οργάνων (στομάχι, έντερο, μαστός, καρδιά, 
νεφροί, προστάτης, πνεύμονας κλπ.), χονδροκύτταρα, μακροφάγα 

 (Bhowmick et 
al., 2004a; 

Osterreicher 
et al., 2011) 

Grem1-
CreER 

Ινοβλάστες του εντέρου, μυοϊνοβλάστες του εντέρου, κύτταρα του 
στρώματος του μυελού των οστών, χονδροκύτταρα, οστεοκύτταρα 

 (Worthley et 
al., 2015) 

MslnCLN 

Ινοβλάστες και λείες μυικές ίνες του εντέρου, της ουροδόχου 
κύστης, των ουρητήρων, των αγγείων, των πνευμόνων, του 

ήπατος και του θύμου 

(Rinkevich et 
al., 2012) 

Myh11-Cre 
Λείες μυικές ίνες διαφόρων οργάνων (έντερο, στομάχι, πνεύμονες, 

κύστη, όρχεις, καρδιά κλπ.) 
(Xin et al., 

2002) 

Myh-CreER 
Λείες μυικές ίνες διαφόρων οργάνων (έντερο, στομάχι, νεφροί, 

πνεύμονες, κύστη, σπλήνας, καρδιά κλπ.) 
(Wirth et al., 

2008) 

Tcf21/Pod1-
Cre 

Μεσεγχυματικά κύτταρα διαφόρων οργάνων (υποβλεννογόνια 
εντερική στοιβάδα, μυική στοιβάδα του εντέρου, επικάρδιο, 

πνεύμονες, νεφροί, πάγκρεας, επινεφρίδια, γονάδες, αορτή κλπ.) 

(Maezawa et 
al., 2012) 

Twist2-Cre 

Έντερο (λεία μυικά κύτταρα, ινοβλάστες, μυοϊνοβλάστες), 
μεσόδερμα, προγονικά κύτταρα στα οστά, μεσεγχυματικά κύτταρα 

των πνευμόνων 

(Chivukula et 
al., 2014; 

Sosic et al., 
2003) 

Vimentin-
CreER 

Ινοβλάστες του εντέρου, του ήπατος και των νεφρών 
(Troeger et 
al., 2012) 

Wt1-Cre 

Έντερο (μεσοθήλιο των ορογόνων υμένων, λείες μυικές ίνες), 
ενδοθηλιακά κύτταρα, λείες μυικές ίνες των αγγείων στο μεσεντέριο 

και την καρδιά 

(Wilm et al., 
2005) 

* Το πρόθεμα πριν από το ‘Cre’ στο όνομα του κάθε στελέχους ποντικού που καταγράφεται στον 

πίνακα 1 συνήθως αναφέρεται στον υποκινητή ο οποίος χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία του 

στελέχους αυτού. 
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**Αναφέρονται μόνο οι ιστοί και τα κύτταρα στα οποία έχει δειχτεί η έκφραση της Cre ανασυνδυάσης, 

παρόλο που είναι γνωστό ότι δεν έχουν ελεγχθεί όλα τα όργανα. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Koliaraki et al., 2017)] 

 

Η δεύτερη τεχνική αφορά τη διαγονιδιακή έκφραση ενός ‘ξένου’ γονιδίου 

(«διαγονίδιο») συνήθως προερχόμενου από άλλον οργανισμό από έναν ποντικό 

(«διαγονιδιακός ποντικός»), συνηθέστερα σε συγκεκριμένα κύτταρα ή ιστούς ή σε 

συγκεκριμένο αναπτυξιακό στάδιο (Gordon et al., 1980; Palmiter and Brinster, 1986). 

Όπως φαίνεται και στην εικόνα 1.12, η βασική αρχή της μεθόδου είναι η εξής: Το 

διαγονίδιο, συνοδευόμενο από τις απαραίτητες ρυθμιστικές αλληλουχίες (υποκινητής, 

πολυ-Α ουρά κλπ.), εισάγεται (με διάφορες μεθόδους) στο έμβρυο του ποντικού κατά 

τα πολύ αρχικά στάδια της εμβρυογένεσης. Εν συνεχεία ενσωματώνεται σε κάποια 

τυχαία θέση μέσα στο γονιδίωμα του ποντικού (πολλές φορές σε περισσότερα από 

ένα αντίγραφα) και αρχίζει να εκφράζεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή και των 

ρυθμιστικών στοιχείων που το συνοδεύουν αλλά και άλλων πιθανών ρυθμιστικών 

αλληλουχιών που βρίσκονται στη γύρω περιοχή του γονιδιώματος στην οποία έγινε η 

ενσωμάτωσή του (Bockamp et al., 2002; Rijkers et al., 1994). Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα διαγονιδιακού ποντικού αποτελούν οι διάφοροι ποντικοί που εκφράζουν 

την Cre ανασυνδυάση σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους (Wang, 2009). Σε ότι 

αφορά μάλιστα την έκφραση διαγονιδίων στα μεσεγχυματικά κύτταρα, μπορεί να 

επιτευχθεί με τη χρήση των ίδιων υποκινητών που αναφέρονται και στον πίνακα 1.1. 

 
Εικόνα 1.12. Δημιουργία διαγονιδιακών ποντικών για την έκφραση διαγονιδίων σε 

συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους ή σε συγκεκριμένα αναπτυξιακά στάδια. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Bockamp et al., 2002)]  
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Η χρήση των παραπάνω τεχνικών καθώς και των ποικίλων παραλλαγών αλλά και 

περισσότερο εξελιγμένων μορφών τους (η εκτενής αναφορά των οποίων ξεφεύγει της 

παρούσας διατριβής) έχει καταστήσει δυνατό το γενετικό χειρισμό γονιδίων με 

μεγάλη ακρίβεια και εξειδικευμένη στόχευση σε συγκεκριμένα κύτταρα-στόχους και 

σε συγκεκριμένα εξελικτικά στάδια, ώστε να μελετηθεί καλύτερα και σε in vivo 

συνθήκες ο ρόλος των γονιδίων αυτών τόσο στη φυσιολογία όσο και στη νόσο, αλλά 

και να μεταφραστεί πιο αποτελεσματικά όλη αυτή η νεοαποκτηθείσα γνώση σε 

κλινικά απτά αποτελέσματα.   

1.6 Συμπεράσματα  

Στα σπονδυλωτά ζώα, τα μεσεγχυματικά κύτταρα αποτελούν έναν ξεχωριστό και 

συνάμα ποικιλόμορφο πληθυσμό κυττάρων, με σημαντικότατο ρόλο σε ένα ευρύτατο 

φάσμα ομοιοστατικών αλλά και παθολογικών διεργασιών και μηχανισμών τόσο σε 

επίπεδο κυττάρου – ιστού, όσο και σε επίπεδο ολόκληρου του οργανισμού. Οι 

μηχανισμοί αυτοί εμπλέκονται από τη μία μεριά στη διατήρηση της ομοιόστασης και 

την αντιμετώπιση της νόσου, και από την άλλη, υπό τις κατάλληλες προϋποθέσεις, 

στην καθοδήγηση της νόσου. Επομένως η περεταίρω μελέτη των κυττάρων αυτών 

αλλά και των μηχανισμών μέσω των οποίων αυτά ρυθμίζουν τη φυσιολογία αλλά και 

τη νόσο, θα δώσουν τη δυνατότητα καλύτερης αξιοποίησής τους για την ολόπλευρη 

αλλά και πιο στοχευμένη αντιμετώπιση πληθώρας ασθενειών για τις οποίες δεν 

υπάρχει ακόμη (αποτελεσματική) θεραπεία.  
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2 Σωματική αύξηση 

2.1  Γενικά 

Σύμφωνα με τους Murray και Clayton ως (σωματική) αύξηση ορίζεται η αύξηση του 

μεγέθους του σώματος μέσω της αύξησης της μάζας των ιστών, η οποία εξαρτάται 

από την ισορροπία μεταξύ κυτταρικής υπερτροφίας, κυτταρικής υπερπλασίας και 

κυτταρικής απόπτωσης. Στον άνθρωπο η διαδικασία της αύξησης ξεκινάει αμέσως 

μετά τη σύλληψη και ολοκληρώνεται κατά το τέλος της ήβης με το κλείσιμο των 

επιφυσιακών πλακών και τον τερματισμό της κατά μήκους αύξησης των οστών. 

Επιπλέον, αν και αποτελεί μια συνεχή διαδικασία, μπορεί να χωριστεί σε τέσσερα 

στάδια με βάση τους διαφορετικούς μηχανισμούς που την καθοδηγούν, ήτοι: 

εμβρυική αύξηση, βρεφική αύξηση, αύξηση κατά την παιδική ηλικία και αύξηση 

κατά την εφηβεία  (Devesa et al., 2016; Murray and Clayton, 2013).  

2.2 Ο άξονας εκλυτική ορμόνη της αυξητικής ορμόνης – αυξητική ορμόνη 

– ινσουλινοειδής αυξητικός παράγοντας (GHRH – GH – Igf-1) 

Η διαδικασία της σωματικής αύξησης ελέγχεται και καθοδηγείται από διάφορα 

ορμονικά (και όχι μόνο) συστήματα, με προεξάρχοντα τον άξονα εκλυτική ορμόνη 

της αυξητικής ορμόνης – αυξητική ορμόνη – ινσουλινοειδής αυξητικός παράγοντας 

(GHRH -  GH -  Igf-1) (Murray and Clayton, 2013). Η αρχική υπόθεση που 

διαμορφώθηκε το 1972 για να εξηγήσει τα πειραματικά ευρήματα που υπήρχαν 

σχετικά με τη ρύθμιση της σωματικής αύξησης - η γνωστή πλέον ως «υπόθεση της 

σωματομεδίνης» - προέβλεπε ότι η αυξητική ορμόνη ασκεί τις δράσεις της μόνο 

έμμεσα μέσω της παραγωγής κάποιου άλλου παράγοντα από το ήπαρ ο οποίος 

ονομάστηκε σωματομεδίνη (Daughaday et al., 1972). Σύντομα ανακαλύφθηκε ότι δεν 

υπήρχε μόνο μία σωματομεδίνη, αλλά περιγράφηκαν τουλάχιστον δύο διαφορετικές 

μορφές της (η σωματομεδίνη A και η σωματομεδίνη C) (Van Wyk et al., 1974) οι 

οποίες λόγω των δομικών ομοιοτήτων τους με την ινσουλίνη και της δυνατότητάς 

τους να προσδένονται και να ενεργοποιούν τον υποδοχέα της ινσουλίνης 

μετονομάστηκαν σε ινσουλινοειδείς αυξητικοί παράγοντες (Ι και ΙΙ) (Froesch et al., 

1985).  

Ωστόσο, από το 1972 μέχρι σήμερα, με βάση τις αμέτρητες μελέτες που έχουν γίνει 

πάνω στο συγκεκριμένο σύστημα, η όλη «υπόθεση της σωματομεδίνης» έχει 

αναθεωρηθεί και εμπλουτιστεί (Εικόνα 2.1) (Kaplan and Cohen, 2007). Πρώτον, έχει 

αποδειχτεί ότι η αυξητική ορμόνη μπορεί να δρα άμεσα μέσω του υποδοχέα της ο 
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οποίος εντοπίζεται πρακτικά σε όλους τους ιστούς (Ballesteros et al., 2000). Επίσης, 

η παραγωγή του Igf-1 δε γίνεται αποκλειστικά στο ήπαρ αλλά μπορεί να λάβει χώρα 

πρακτικά σε όλους τους ιστούς δρώντας είτε τοπικά (αυτοκρινώς/παρακρινώς) είτε 

εισερχόμενος στη συστηματική κυκλοφορία (Le Roith et al., 2001; Murphy et al., 

1987). Τέλος, ενώ κάποιες από τις δράσεις της αυξητικής ορμόνης και του 

ινσουλινοειδούς αυξητικού παράγοντα είναι παρόμοιες, εντούτοις άλλες δράσεις τους 

είναι αντίθετες. Για παράδειγμα οι δύο αυτές ορμόνες δρουν συνεργατικά σε ότι 

αφορά τις αναβολικές τους δράσεις, ενώ σε ότι αφορά τον έλεγχο της γλυκόζης 

πλάσματος έχουν αντίθετες δράσεις, με την αυξητική ορμόνη να προκαλεί 

υπεργλυκαιμία και τον ινσουλινοειδή αυξητικό παράγοντα να δρα όπως η ινσουλίνη 

μειώνοντας τα επίπεδα γλυκόζης (Kaplan and Cohen, 2007; Le Roith et al., 2001). 

 

Εικόνα 2.1. Η αναθεωρημένη – εμπλουτισμένη «υπόθεση της σωματομεδίνης». 

Η παραγόμενη από την υπόφυση αυξητική ορμόνη (GH), αφενός μεν δρα άμεσα στους υποδοχείς της 

που βρίσκονται σε όλους σχεδόν τους ιστούς του οργανισμού επηρεάζοντας τη σωματική αύξηση, την 

κυτταρική επιβίωση, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό καθώς και διάφορες μεταβολικές διεργασίες του 

οργανισμού. Αφετέρου δε, επάγει την παραγωγή του ινσουλινοειδούς αυξητικού παράγοντα (Igf-1) 

κυρίως από το ήπαρ (αλλά και από διάφορους άλλους ιστούς), ο οποίος με τη σειρά του επηρεάζει τις 

ίδιες διεργασίες που επηρεάζει και η αυξητική ορμόνη, είτε συνεπικουρώντας το έργο της είτε 

αντιτιθέμενος σε αυτό. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Husvéth, 2011)] 
 

Επιπρόσθετα, η σημασία του κάθε παράγοντα για το κάθε επιμέρους αναπτυξιακό 

στάδιο δεν είναι σταθερή αλλά μεταβάλλεται. Για παράδειγμα, κατά την εμβρυική 

ανάπτυξη, η αυξητική ορμόνη δε φαίνεται να είναι πρωτευούσης σημασίας ενώ 
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αντίθετα κυρίαρχο ρόλο παίζουν ο Igf-1, ο Igf-2 [που αποτελεί και τον κύριο 

ινσουλινοειδή αυξητικό παράγοντα του εμβρύου (Sferruzzi-Perri et al., 2011)] και η 

ινσουλίνη (Gluckman et al., 1983; Verhaeghe et al., 1993; Waters and Kaye, 2002). 

Μετά τη γέννηση όμως, και καθώς η ηλικία προχωρά, η αυξητική ορμόνη αποκτά 

κυρίαρχο και συνεχώς αυξανόμενο ρόλο στη σωματική αύξηση (είτε έμμεσα μέσω 

της παραγωγής του Igf-1 είτε άμεσα) ενώ παράλληλα υποβοηθείται και από άλλες 

ορμόνες όπως για παράδειγμα οι ορμόνες του θυρεοειδούς, οι ορμόνες του φύλου και 

οι κατεχολαμίνες, οι οποίες παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο κυρίως κατά την ανάπτυξη 

των παιδιών και των εφήβων (Devesa et al., 1992; Murray and Clayton, 2013). 

2.3 Αυξητική ορμόνη  

2.3.1 Γενικά – παραγωγή της αυξητικής ορμόνης 
 

Ήδη από το 1921 οι παρατηρήσεις των Evans και Long (Evans and Long, 1921) ότι η 

χορήγηση σε αρουραίους ενός εκχυλίσματος από υπόφυση βοοειδών οδηγούσε σε 

αύξηση του μεγέθους τους, οδήγησαν στη διαμόρφωση της υπόθεσης για την πιθανή 

ύπαρξη ενός παράγοντα ο οποίος είναι υπεύθυνος για την κατά μήκος αύξηση ενός 

οργανισμού. Χρειάστηκαν λίγο περισσότερα από 30 χρόνια για να καταστεί το 1956 

δυνατή η απομόνωση του παράγοντα αυτού από την ανθρώπινη υπόφυση και η 

χορήγησή του ως θεραπεία σε ασθενείς που έπασχαν από νανισμό (Raben, 1958). 

Στις δεκαετίες που ακολούθησαν, η καλύτερη απομόνωση και μελέτη του παράγοντα 

αυτού οδήγησε στην περιγραφή της γνωστής σε όλους μας σήμερα αυξητικής 

ορμόνης (ή αλλιώς σωματοτροπίνη ή growth hormone ή GH) (Li and Dixon, 1971). 

Η κύρια μορφή της αυξητικής ορμόνης η οποία έχει βάρος 22 kDa παράγεται από τα 

σωματοτρόπα κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης (αδενοϋπόφυση) από το γονίδιο GH1 

και εκκρίνεται κατά ώσεις στη συστηματική κυκλοφορία (Niall et al., 1971). Ο 

έλεγχος της παραγωγής και έκκρισης της αυξητικής ορμόνης από την υπόφυση 

γίνεται κυρίως μέσω ορμονών που παράγονται και εκκρίνονται από τον υποθάλαμο. 

Πιο συγκεκριμένα, η εκλυτική ορμόνη της αυξητικής ορμόνης (GHRH) επάγει την 

παραγωγή αυξητικής ορμόνης ενώ η σωματοστατίνη (SS) την αναστέλλει (Murray 

and Clayton, 2013; Tsaneva-Atanasova et al., 2007). Επίσης και άλλες ορμόνες ή 

μόρια που βρίσκονται στη συστηματική κυκλοφορία και φτάνουν είτε στον 

υποθάλαμο είτε στην υπόφυση μπορούν μέσω παλίνδρομων μηχανισμών να 

επηρεάσουν την παραγωγή της αυξητικής ορμόνης είτε θετικά είτε αρνητικά. Για 

παράδειγμα ο Igf-1 που παράγεται κυρίως στο ήπαρ ως απάντηση στην αυξητική 
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ορμόνη, προκαλεί (άμεσα και έμμεσα) αναστολή της παραγωγής επιπλέον αυξητικής 

ορμόνης, ενώ και άλλες ορμόνες όπως τα στεροειδή του φύλου, η κορτιζόλη, οι 

θυρεοειδικές ορμόνες, η γκρελίνη κλπ, μπορούν να έχουν τα ίδια ή τα αντίθετα 

αποτελέσματα (Εικόνα 2.2) (Devesa et al., 1992; Kojima et al., 1999; Steyn et al., 

2016).  

 

Εικόνα 2.2. Συνοπτική απεικόνιση της ρύθμισης της παραγωγής και έκκρισης της αυξητικής 

ορμόνης από την υπόφυση.  

Η παραγόμενη στον υποθάλαμο εκλυτική ορμόνη της αυξητικής ορμόνης (GHRH), επιδρά στην 

υπόφυση διεγείροντας την παραγωγή και έκκριση της αυξητικής ορμόνης στη συστηματική 

κυκλοφορία. Ταυτόχρονα, η σωματιστατίνη που παράγεται στον υποθάλαμο, δρα στην υπόφυση 

επιφέροντας τα αντίθετα αποτελέσματα, δηλαδή καταστέλλοντας την παραγωγή και έκκριση 

αυξητικής ορμόνης. Η αυξητική ορμόνη που βγαίνει στην κυκλοφορία, επιδρά στο ήπαρ και σε άλλους 

ιστούς και οδηγεί στην παραγωγή Igf-1. Με τη σειρά του ο Igf-1, πέραν των διαφόρων δράσεων που 

έχει στους ιστούς-στόχους, ασκεί αρνητική παλίνδρομη ρύθμιση στην παραγωγή της αυξητικής 

ορμόνης τόσο έμμεσα (στο επίπεδο του υποθαλάμου) όσο και άμεσα (στο επίπεδο της υπόφυσης) ενώ 

μειώνει και την παραγωγή του ίδιου από το ήπαρ. Αντίστοιχα, άλλες ορμόνες και μόρια που 

βρίσκονται στην κυκλοφορία, όπως η παραγόμενη από το στομάχι γκρελίνη, επιδρούν είτε θετικά είτε 

αρνητικά στην παραγωγή της αυξητικής ορμόνης. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Rees and Mak, 2011)] 

 

Ταυτόχρονα, μια παραλλαγή της αυξητική ορμόνης η οποία ονομάζεται GH-V 

παράγεται στον πλακούντα από το γονίδιο GH2 κατά την περίοδο της εγκυμοσύνης  

(Lewis et al., 1978). Τέλος, η αυξητική ορμόνη και διάφορες ισομορφές της έχει 

βρεθεί ότι εκφράζονται πρακτικά σε όλα τα κύτταρα και τους ιστούς του οργανισμού 

τόσο στην ενήλικο ζωή όσο και κατά την εμβρυική ανάπτυξη ακόμη και στα πολύ 
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αρχικά στάδιά της (Devesa et al., 2016; Harvey, 2010; Harvey et al., 2000). Για 

παράδειγμα η αυξητική ορμόνη έχει βρεθεί να παράγεται στο νευρικό σύστημα (Kyle 

et al., 1981; Lechan et al., 1983; Yoshizato et al., 1998), στο αναπαραγωγικό σύστημα 

(Mol et al., 1995; Schwarzler et al., 1997; Untergasser et al., 1998; Untergasser et al., 

1997), στο λεμφικό ιστό (Baxter et al., 1991; Kao et al., 1992a; Maggiano et al., 1994; 

Wu et al., 1996), στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Baxter et al., 1991; 

Costoya et al., 1996; Kao et al., 1992b; Kooijman et al., 1997a; Kooijman et al., 

1997b; Lytras et al., 1993; Palmetshofer et al., 1995; Varma et al., 1993), στην 

καρδιά, στο ήπαρ, στον πυλωρό (Yang et al., 1999),  στο κόλον, στο νεφρό, στο 

δέρμα, στους πνεύμονες, στους ινοβλάστες στο δέρμα, στους μύες, στα αγγεία, στους 

σιελογόνους αδένες (Kyle et al., 1981; Palmetshofer et al., 1995; Tresguerres et al., 

1999; Wu et al., 1996) κοκ. 

2.3.2 Δράσεις της αυξητικής ορμόνης 
 

Συνοπτικά, η αυξητική ορμόνη θα μπορούσε να περιγραφεί ως «μια μεταβολική 

ορμόνη η οποία προκαλεί υπεργλυκαιμία, λιπόλυση και αναβολισμό των πρωτεϊνών. 

Επιπρόσθετα, επάγει την έκκριση πολλών άλλων αυξητικών παραγόντων [κυρίως του 

ινσουλινοειδούς αυξητικού παράγοντα (IGF-1)] και έχει άμεσες επιπτώσεις στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την κυτταρική διαφοροποίηση και την κυτταρική 

επιβίωση. Οι επιπτώσεις της αυξητικής ορμόνης στη σωματική αύξηση πιθανότατα 

είναι αποτέλεσμα της μεταβολικής επαγωγής της έκφρασης άλλων αυξητικών 

παραγόντων και της ενίσχυσης του πολλαπλασιασμού σε συγκεκριμένες χρονικές 

περιόδους κατά τη διάρκεια της ζωής ενός οργανισμού» (Devesa et al., 2016). Από 

μοριακή απόψεως, η αυξητική ορμόνη συνδέεται στο μεμβρανικό υποδοχέα της 

(Growth Hormone Receptor ή GHR) και ενεργοποιεί διάφορα σηματοδοτικά 

μονοπάτια με προεξάρχον αυτό των JAK2/STAT5b (Chia, 2014). Έπειτα, ο 

ενεργοποιημένος υποδοχέας της αυξητικής ορμόνης ενδοκυτταρώνεται και 

μεταφέρεται στον πυρήνα του κυττάρου όπου ρυθμίζει την έκφραση διαφόρων 

γονιδίων που σχετίζονται με την κυτταρική αύξηση (Εικόνα 2.3) (Waters and Brooks, 

2012). 
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Εικόνα 2.3. Η σηματοδότηση της αυξητικής ορμόνης μέσω του υποδοχέα της. 

Η πρόσδεση της αυξητικής ορμόνης (GH) στον υποδοχέα της (GHR) οδηγεί στην ενεργοποίηση του 

κλασικού μονοπατιού JAK/STAT. Εν συνεχεία η μεταφορά του μεταγραφικού παράγοντα STAT5 

στον πυρήνα του κυττάρου και η πρόσδεσή του στις αντίστοιχες αλληλουχίες του DNA, επάγει τη 

μεταγραφή γονιδίων-στόχων. Σε συγκεκριμένες συνθήκες ωστόσο, όπως για παράδειγμα κατά τον 

έντονο πολλαπλασιασμό ενός κυτταρικού πληθυσμού, το σύμπλοκο GH-GHR μεταφέρεται στο 

κυτταρόπλασμα του κυττάρου κι έπειτα στον πυρήνα (μέσω ειδικών συστημάτων μεταφοράς όπως 

αυτά που περιλαμβάνουν τις πρωτεΐνες CoAA και τις ιμπορτίνες α και β) όπου δρα ως μεταγραφικός 

παράγοντας ο οποίος ενεργοποιεί τη μεταγραφή γονιδίων που ελέγχουν και προάγουν τον κυτταρικό 

κύκλο. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Conway-Campbell et al., 2008)] 

 

Η αυξητική ορμόνη, μέσω πληθώρας ενδοκρινών, παρακρινών και αυτοκρινών 

μηχανισμών, ασκεί πλειοτροπική δράση σε όλους πρακτικά τους ιστούς ενός 

οργανισμού, κοινή συνισταμένη των οποίων είναι η προαγωγή της αύξησης. Οι 

δράσεις αυτές πραγματοποιούνται είτε άμεσα είτε έμμεσα μέσω της παραγωγής Igf-1. 

Συνοπτικά, οι κύριες επιδράσεις της αυξητικής ορμόνης στους επιμέρους ιστούς είναι 

οι εξής: 

- Σωματική αύξηση: Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η αυξητική ορμόνη είναι 

ο κύριος παράγοντας που οδηγεί τη σωματική αύξηση μετά τη γέννηση. 

Πέραν της κατά μήκος αύξησης του οργανισμού, η αυξητική ορμόνη δρα ως 

τροφικός παράγοντας σε όλα σχεδόν τα όργανα, οδηγώντας στην αύξηση του 

μεγέθους τους παράλληλα με την αύξηση του σωματικού μεγέθους (Devesa 

et al., 2010). 
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- Εμβρυική ανάπτυξη: Όπως αναφέρθηκε και νωρίτερα, η αυξητική ορμόνη 

δεν επηρεάζει την κατά μήκος σωματική αύξηση του εμβρύου (Waters and 

Kaye, 2002). Ωστόσο έχει αποδειχτεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο στη σωστή 

ανάπτυξη και οργανογένεση του εμβρύου, διαδικασίες οι οποίες επηρεάζουν 

σημαντικά και τη μετέπειτα εξέλιξη του ενήλικου οργανισμού (Oberbauer, 

2015) . 

- Οστά - χόνδρος: Η αυξητική ορμόνη δρα στα χονδροκύτταρα της αυξητικής 

πλάκας των οστών προάγοντας την κατά μήκος αύξησή τους και 

κατ’επέκταση την κατά μήκος αύξηση του οργανισμού (Isaksson et al., 1982; 

Parker et al., 2007). Ταυτόχρονα, η αυξητική ορμόνη ρυθμίζει συνολικά τη 

φυσιολογία και το μεταβολισμό των οστών προωθώντας την ανανέωσή τους 

και αυξάνοντας την οστική τους πυκνότητα (Tritos and Klibanski, 2016; 

Yakar et al., 2010). 

- Ήπαρ: Από τη μία μεριά, η αυξητική ορμόνη παίζει σημαντικό ρόλο στο 

μεταβολισμό των λιπιδίων στο ήπαρ και την έκκρισή τους από αυτό στην 

κυκλοφορία του αίματος, με συνέπεια η διαταραχή της σηματοδότησης της 

αυξητικής ορμόνης στο ήπαρ να οδηγεί σε ηπατική στεάτωση (Fan et al., 

2009; Sos et al., 2011). Από την άλλη μεριά, η αυξητική ορμόνη ενισχύει την 

αναγέννηση του ήπατος μετά από κάποια βλάβη είτε άμεσα είτε έμμεσα μέσω 

της παραγωγής του ηπατικού αυξητικού παράγοντα (Cui et al., 2007; Ekberg 

et al., 1992). Επιπλέον ενισχύει την πρόσληψη και αποθήκευση 

τριγλυκεριδίων στο ήπαρ μέσω της αύξησης της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης και 

της ηπατικής λιπάσης (Oscarsson et al., 1999a; Wang et al., 2007). Τέλος, 

αυξάνει την ηπατική παραγωγή γλυκόζης μέσω της αύξησης της 

γλυκογονόλυσης πιθανότατα συνεπικουρούμενη από μια μικρή διεγερτική 

δράση της στη νεογλυκογένεση (Fan et al., 2009; Hoybye et al., 2008). 

- Επινεφρίδια: Η αυξητική ορμόνη έχει δειχτεί ότι ενισχύει τη 

στεροειδογένεση από τα επινεφρίδια (Balducci et al., 1998; Isidori et al., 

2003). 

- Καρδιαγγειακό σύστημα: Η αυξητική ορμόνη παίζει πολύ σημαντικό ρόλο 

τόσο στην ανάπτυξη της καρδιάς κατά τη διαδικασία της οργανογένεσης στην 

εμβρυική ζωή όσο και στη φυσιολογική δομή και λειτουργία της κατά την 

ενήλικο ζωή, ρυθμίζοντας πολλές επιμέρους διεργασίες όπως το μέγεθος της 

καρδιάς, η δομή, η συσταλτικότητα, ο καρδιακός μεταβολισμός, η απόπτωση 
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των καρδιακών μυοκυττάρων, η ίνωση κοκ (Bruel and Oxlund, 1995; Li et 

al., 1997; Mayoux et al., 1993; Sacca et al., 1994; Timsit et al., 1990).  

Ταυτόχρονα, η αυξητική ορμόνη επηρεάζει και τη διαδικασία της 

αγγειογένεσης καθώς επίσης και τη φυσιολογική λειτουργία των αγγείων 

μέσω ποικίλων μηχανισμών (Castellano et al., 2009; Clapp et al., 2009; 

Isgaard et al., 2015). Ρυθμίζει τον τόνο των αγγείων μέσω της έκκρισης 

μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ), της παρεμπόδισης του πολλαπλασιασμού και 

της μετανάστευσης λείων μυικών κυττάρων στα τοιχώματα του αγγείου, της 

μείωσης της προσκόλλησης των αιμοπεταλίων και της μείωσης της 

οξειδωμένης LDL (Capaldo et al., 2001; Muniyappa et al., 1997; Napoli et 

al., 2002). Επιπλέον δρα στα ενδοθηλιακά κύτταρα είτε άμεσα είτε μέσω της 

έκκρισης του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF) 

διεγείροντας τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και τη μετανάστευση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων καθώς και το σχηματισμό τριχοειδών στα πλαίσια 

της νεοαγγειογένεσης (Brunet-Dunand et al., 2009; Frerich et al., 2005; 

Rymaszewski et al., 1991; Struman et al., 1999). 

- Λιπώδης ιστός: Η αυξητική ορμόνη μέσω της αύξησης της δραστικότητας 

της ορμονο-ευαίσθητης λιπάσης (η οποία με τη σειρά της οδηγεί σε αυξημένη 

λιπόλυση) αλλά και μέσω της πιθανής διέγερσης της έκκρισης λιποκινών, 

οδηγεί σε μείωση της μάζας κυρίως του σπλαχνικού λιπώδους ιστού 

(Johansen et al., 2003; List et al., 2013). Επίσης καταστέλλει τη de novo 

σύνθεση λιπαρών οξέων στο λιπώδη ιστό, καταστέλλοντας έτσι την 

εναπόθεση λιπιδίων σε αυτόν (Harris et al., 1993). Παράλληλα, εμποδίζει την 

δράση της ινσουλίνης στο λιπώδη ιστό καθώς και την πρόσληψη γλυκόζης 

από αυτόν (Vijayakumar et al., 2010). Τέλος, έχει δειχτεί ότι η αυξητική 

ορμόνη επηρεάζει και τον πολλαπλασιασμό, τη διαφοροποίηση και το γήρας 

των πρόδρομων μορφών των λιποκυττάρων (Berryman et al., 2013). 

- Σκελετικοί μύες: Η αυξητική ορμόνη επηρεάζει τη φυσιολογική ανάπτυξη 

των σκελετικών μυών μέσω ποικίλων μηχανισμών όπως η αύξηση της 

πρόσληψης αμινοξέων και της σύνθεσης πρωτεϊνών, ο πολλαπλασιασμός και 

η σύντηξη μυικών ινών για το σχηματισμό μυοσωλήνων κοκ (Mavalli et al., 

2010; Sotiropoulos et al., 2006; Ullman and Oldfors, 1989; Weber, 2002). 

Παράλληλα αυξάνει την πρόσληψη και αποθήκευση τριγλυκεριδίων κυρίως 

μέσω της αύξησης της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης, ενώ μειώνει την 

προκαλούμενη από την ινσουλίνη πρόσληψη γλυκόζης (Cho et al., 2006; 
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Khalfallah et al., 2001; Oscarsson et al., 1999b). Τέλος, η απώλεια μυικής 

μάζας (σαρκοπενία) που παρατηρείται κατά το γήρας έχει συσχετιστεί με τα 

μειωμένα επίπεδα αυξητικής ορμόνης και Igf-1 στον ορό των ηλικιωμένων 

ατόμων (Deschenes, 2004). 

- Νεφροί: Στους νεφρούς η αυξητική ορμόνη αυξάνει το ρυθμό σπειραματικής 

διήθησης (GFR) καθώς και τη νεφρική ροή πλάσματος (Hirschberg and 

Kopple, 1989). Επίσης αυξάνει την κατακράτηση νατρίου καθώς και τα 

επίπεδα διττανθρακικών στο πλάσμα επηρεάζοντας έτσι και το pH του 

αίματος (Sicuro et al., 1998). 

- Αιμοποιητικό σύστημα: Η αυξητική ορμόνη φαίνεται να παίζει ρόλο και 

στη διαδικασία της αιμοποίησης, εξασφαλίζοντας τη φυσιολογική 

διαφοροποίηση και λειτουργία των κυττάρων του αίματος. Η εξωγενής 

χορήγηση αυξητικής ορμόνης οδηγεί σε αύξηση του αριθμού των ερυθρών 

αιμοσφαιρίων, της αιμοσφαιρίνης και του αιματοκρίτη, καθώς και του 

αριθμού των λευκοκυττάρων, υποδηλώνοντας ένα γενικότερο υποστηρικτικό 

ρόλο προς τη φυσιολογική αιμοποίηση, παρόμοιο με αυτόν του διεγερτικού 

παράγοντα αποικιών των κοκκιοκυττάρων (GCSF) (Carlo-Stella et al., 2004; 

Meazza et al., 2009).  

- Ανοσοποιητικό σύστημα: Η σημασία της αυξητικής ορμόνης στη λειτουργία 

του ανοσοποιητικού συστήματος φαίνεται και από το γεγονός ότι τόσο η 

αυξητική ορμόνη, όσο και ο Igf-1 αλλά και η GHRH παράγονται τοπικά σε 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, ενώ επίσης στα ίδια κύτταρα 

εντοπίζεται και ο υποδοχέας της αυξητικής ορμόνης. Είναι μάλιστα 

ενδιαφέρουσα η παρατήρηση ότι στο εσωτερικό πολλών κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήματος εντοπίζονται μορφές της αυξητικής ορμόνης 

μεγαλύτερου μοριακού βάρους από το συνηθισμένο (22 kDa), χωρίς ωστόσο 

να είναι γνωστή ακόμη η σημασία της παρατήρησης αυτής (Weigent, 2011). 

Είναι πλέον γνωστό ότι όλοι αυτοί οι παράγοντες, μέσω ενδοκρινών, 

αυτοκρινών, παρακρινών και διακρινών μηχανισμών επηρεάζουν και 

ρυθμίζουν διάφορες ανοσολογικές λειτουργίες (Weigent, 2013). Για 

παράδειγμα η αυξητική ορμόνη προάγει την ωρίμανση και ενεργοποίηση των 

δενδριτικών κυττάρων, ενισχύοντας την αντιγονοπαρουσιαστική τους δράση 

(Liu et al., 2015). Επίσης επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση 

των λεμφοκυττάρων καθώς και την παραγωγή από αυτά κυτταροκινών όπως 

η ιντερφερόνη-γ και η ιντερλευκίνη 10 (Farmer and Weigent, 2006; Malarkey 
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et al., 2002; Weigent et al., 1991). Τέλος έχει δειχτεί ότι η οξειδοαναγωγική 

κατάσταση ενός λεμφοκυττάρου ως αποτέλεσμα της αναγνώρισης ενός 

παθογόνου επηρεάζει τα ενδοκυττάρια επίπεδα αυξητικής ορμόνης τα οποία 

με τη σειρά τους μπορούν να επηρεάσουν την απάντηση του κυττάρου στο 

παθογόνο (Weigent, 2011).   

- Νευρικό σύστημα: Η αυξητική ορμόνη φαίνεται να ασκεί μια σειρά από 

θετικές επιδράσεις τόσο στο κεντρικό όσο και στο περιφερικό νευρικό 

σύστημα. Καταρχήν, παίζει σημαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια της εμβρυικής 

ανάπτυξης στη διαμόρφωση του μεγέθους και της μορφολογίας του 

κεντρικού νευρικού συστήματος (Lobie et al., 2000). Επίσης, ενισχύει τη 

νευρογένεση τόσο υπό φυσιολογικές συνθήκες όσο και στα πλαίσια της 

αποκατάστασης ενός τραύματος  (πχ μετά από ένα εγκεφαλικό) (Aberg, 

2010), επηρεάζοντας σε σημαντικό βαθμό τις γνωσιακές λειτουργίες (Nyberg 

and Hallberg, 2013). Επιπλέον επηρεάζει, με διαφορετικό τρόπο σε 

διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου, την παραγωγή και έκκριση των 

σημαντικότερων νευροδιαβιβαστών όπως η μοναμίνες (σεροτονίνη, 

νοραδρεναλίνη), το ντοπαμινεργικό σύστημα, το σύστημα των οποιοειδών, το 

χολινεργικό σύστημα και το γλουταματεργικό σύστημα (Andersson et al., 

1983; Araujo et al., 1989; Le Greves et al., 2005; Stern et al., 1975). Τέλος, 

σε ότι αφορά τη δράση της αυξητικής ορμόνης στο περιφερικό νευρικό 

σύστημα, έχει αποδειχτεί ότι ενισχύει την επανανεύρωση των μυών και την 

επαναμυελύνωση των νεύρων μετά από τραύμα (Devesa et al., 2012; Tuffaha 

et al., 2016).   

- Αναπαραγωγικό σύστημα: Στο αρσενικό φύλο, η αυξητική ορμόνη σε 

συνεργασία με τις γοναδοτροπίνες προάγει την ανάπτυξη και την αύξηση του 

μεγέθους των όρχεων, ενώ παράλληλα διεγείρει τη γαμετογένεση και τη 

στεροειδογένεση (Laron and Klinger, 1998; Nguyen et al., 1996). Στο θηλυκό 

φύλο, η αυξητική ορμόνη έχει ποικίλες δράσεις. Αρχικά επηρεάζει την 

παραγωγή προγεστερόνης και οιστραδιόλης (Doldi et al., 1996; Karamouti et 

al., 2008; Sirotkin et al., 2000), ενώ πιθανότατα εμπλέκεται και στη 

στεροειδογένεση που πραγματοποιείται στις ωοθήκες (Chase et al., 1998). 

Επίσης επηρεάζει τον αριθμό, την ωρίμανση και το μέγεθος των ωοθυλακίων 

καθώς και την ωορρηξία (Bachelot et al., 2002; Hull and Harvey, 2001; Slot 

et al., 2006). Παράλληλα, επιταχύνει την ωρίμανση του πυρήνα του ωαρίου, 

επηρεάζοντας έτσι θετικά την ποιότητά του (Kiapekou et al., 2005; Menezo 
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et al., 2006). Τέλος, κατά τα πολύ αρχικά στάδια της εγκυμοσύνης και πριν ο 

πλακούντας ξεκινήσει να παράγει προγεστερόνη, η αυξητική ορμόνη 

φαίνεται να δρα στα κύτταρα του ωχρού σωματίου ενισχύοντας τον 

πολλαπλασιασμό τους και εμποδίζοντας την απόπτωσή τους (Lobie et al., 

1990). 

- Μεταβολισμός των πρωτεϊνών: Η αυξητική ορμόνη εμφανίζει ξεκάθαρες 

αναβολικές δράσεις σε ότι αφορά το μεταβολισμό των πρωτεϊνών, καθώς 

διεγείρει την πρωτεϊνική σύνθεση και καταστέλλει την πρωτεϊνική 

αποδόμηση (Gibney et al., 2007; Giovannini et al., 2008; Mauras et al., 

2000). 

- Μεταβολισμός των υδατανθράκων: Η δράση της αυξητικής ορμόνης σε ότι 

αφορά το μεταβολισμό των υδατανθράκων είναι αντίθετη από αυτήν της 

ινσουλίνης, προκαλώντας αύξηση των επιπέδων γλυκόζης στο αίμα. Η δράση 

αυτή της αυξητικής ορμόνης διαμεσολαβείται από τις επιμέρους επιδράσεις 

της στους σημαντικότερους από μεταβολικής απόψεως ιστούς, δηλαδή το 

ήπαρ, το λιπώδη ιστό και τους σκελετικούς μύες (όπως περιγράφηκαν 

παραπάνω) (Vijayakumar et al., 2010).  

2.4 Πειραματικά πρότυπα ποντικών για τη μελέτη της φυσιολογίας της 

σωματικής αύξησης και της αυξητικής ορμόνης 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η αυξητική ορμόνη αποτελεί τον κύριο παράγοντα 

που ρυθμίζει τη σωματική αύξηση κυρίως από τη γέννηση κι έπειτα. Για τη μελέτη 

λοιπόν του ρόλου της στη σωματική αύξηση, τόσο υπό φυσιολογικές συνθήκες όσο 

και σε παθολογικές καταστάσεις, έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορα μοντέλα (ζωικά 

πρότυπα) ποντικών τα οποία είτε εμφανίζουν έλλειψη ή μειωμένη δράση της 

αυξητικής ορμόνης είτε υπερεκφράζουν την αυξητική ορμόνη (Bartke et al., 2002; 

Gahete et al., 2016). Για τη δημιουργία των προτύπων αυτών έχουν αξιοποιηθεί κατά 

βάση οι κλασικές μέθοδοι που αναφέρθηκαν και στην παράγραφο 1.5 του παρόντος 

κειμένου (γενετική αποσιώπηση με τη χρήση του συστήματος του Cre-Lox 

ανασυνδυασμού και υπερέκφραση γονιδίων στόχων είτε μέσω της δημιουργίας 

διαγονιδιακών ποντικών είτε μέσω της χρήσης του Cre-Lox ανασυνδυασμού), με τις 

διάφορες παραλλαγές – βελτιώσεις τους. Παράλληλα, όπως θα αναφερθεί στη 

συνέχεια, κάποια από τα πρότυπα ποντικών προέκυψαν ως αποτέλεσμα τυχαίων 

μεταλλάξεων. 
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2.4.1 Πειραματικά πρότυπα έλλειψης – ανεπάρκειας της αυξητικής ορμόνης 
 

Με τον όρο ανεπάρκεια της αυξητικής ορμόνης αναφέρονται παθολογικές 

καταστάσεις στις οποίες είτε α) τα παραγόμενα επίπεδα της αυξητικής ορμόνης είναι 

χαμηλότερα των απαιτούμενων ώστε να υποστηριχθεί η φυσιολογική ανάπτυξη 

(Growth Hormone Research, 2000; Ho and Participants, 2007) είτε β) τα παραγόμενα 

επίπεδα της αυξητικής ορμόνης είναι φυσιολογικά (ή ακόμη και αυξημένα) αλλά οι 

ιστοί-στόχοι δεν ανταποκρίνονται σε αυτήν -εμφανίζεται δηλαδή αντοχή στην 

αυξητική ορμόνη- με αποτέλεσμα και σε αυτήν την περίπτωση να μην υποστηρίζεται 

η φυσιολογική αύξηση (Baumann, 2002).  

Μέχρι στιγμής έχουν δημιουργηθεί διάφορα πρότυπα ποντικών τα οποία εμφανίζουν 

ανεπάρκεια της αυξητικής ορμόνης: 

Α) Μειωμένη παραγωγή αυξητικής ορμόνης:  

Στον πίνακα 2.1 παρουσιάζονται τα σημαντικότερα πειραματικά πρότυπα ποντικών 

τα οποία παρουσιάζουν ανεπάρκεια της αυξητικής ορμόνης λόγω μειωμένης (έως και 

καθόλου) παραγωγής της από την υπόφυση είτε λόγω μη διέγερσης των 

σωματοτρόπων κυττάρων από τον υποθάλαμο μέσω της εκλυτικής ορμόνης της 

αυξητικής ορμόνης είτε μέσω της αδυναμίας παραγωγής αυξητικής ορμόνης είτε 

μέσω της καταστροφής των σωματοτρόπων κυττάρων (Εικόνα 2.4). 

Πίνακας 2.1. Τα βασικότερα πρότυπα ποντικών που παρουσιάζουν ανεπάρκεια αυξητικής 

ορμόνης λόγω μη παραγωγής της ή μειωμένης παραγωγής της. 

 

Πρότυπο 

ποντικού 
Μηχανισμός Αναφορά 

GHRH-ko 
γενετική αποσιώπηση της  (Alba and Salvatori, 

2004) εκλυτικής ορμόνης της αυξητικής ορμόνης 

GHRHR-ko 
μετάλλαξη στον υποδοχέα της (Eicher and Beamer, 

1976) εκλυτικής ορμόνης της αυξητικής ορμόνης 

Ames 

dwarf 
μετάλλαξη στο γονίδιο Prop-1* 

(Andersen et al., 1995; 

Sornson et al., 1996) 

Snell dwarf μετάλλαξη στο γονίδιο POU1F1** 
(Eicher and Beamer, 

1980; Snell, 1929) 

AOiGHD 
εκλεκτική καταστροφή των σωματοτρόπων κυττάρων της υπόφυσης  

(Luque et al., 2011) 
μετά την ενηλικίωση 

Egr2-ko 
εκλεκτική καταστροφή των σωματοτρόπων κυττάρων της υπόφυσης  (Bouchoucha et al., 

2013) μετά τη γέννηση 
*Το γονίδιο Prop-1 (Prophet of PIT-1) κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PROP1 η οποία έχει την ικανότητα 

να προσδένεται στο DNA και να δρα ως μεταγραφικός παράγοντας ο οποίος διαδραματίζει 

σημαντικότατο ρόλο στην οντογένεση των σωματοτρόπων, λακτοτρόπων, γοναδοτρόπων και 

θυρεοειδοτρόπων κυττάρων της υπόφυσης (Davis et al., 2016).  
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**Το γονίδιο POU1F1κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PIT-1 η οποία δρα ως μεταγραφικός παράγοντας και 

ρυθμίζει την ανάπτυξη των σωματοτρόπων, λακτοτρόπων και θυρεοειδοτρόπων κυττάρων της 

υπόφυσης (Tatsumi and Amino, 1999)  

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Gahete et al., 2016)]  

 

 

Εικόνα 2.4. Γραφική απεικόνιση των ρυθμιστικών στοιχείων τα οποία είτε έχουν μεταλλαχθεί 

είτε έχουν τροποποιηθεί γενετικά για τη δημιουργία προτύπων ποντικών με ανεπάρκεια 

αυξητικής ορμόνης. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Gahete et al., 2016)] 

 

Κοινά χαρακτηριστικά όλων των παραπάνω ποντικών αποτελούν η μειωμένη έως και 

απούσα αυξητική ορμόνη και η εν συνεπεία μείωση των επιπέδων του Igf-1 στην 

κυκλοφορία, το μειωμένο βάρος και μήκος σώματος (με εξαίρεση τους AOi-GHD 

ποντικούς στους οποίους η ανεπάρκεια της αυξητικής ορμόνης εμφανίζεται στην 

ενήλικο ζωή και αφού οι επιφυσιακές πλάκες έχουν κλείσει) καθώς και διαταραχές 

στο μεταβολισμό των υδατανθράκων αλλά και την αναλογία λιπώδους – μη λιπώδους 

ιστού, ενώ όλοι παρουσίασαν μια μικρότερη ή μεγαλύτερη αύξηση της διάρκειας 

ζωής (με εξαίρεση πιθανώς τους AOi-GHD και Erg2-ko ποντικούς). Παράλληλα, με 

μικρές διαφορές μεταξύ του κάθε προτύπου (συναρτήσει του μεγέθους της μείωσης 

της αυξητικής ορμόνης, των ταυτόχρονων διαταραχών σε άλλες ορμόνες, της ηλικίας 

εμφάνισης της ανεπάρκειας στην αυξητική ορμόνη κλπ.), παρουσιάστηκαν 

διαταραχές και σε άλλες παραμέτρους της φυσιολογίας όπως στη γονιμότητα, την 

πρόσληψη τροφής, τη συμπεριφορά, το μεταβολισμό των οστών, τη λειτουργία του 

ανοσοποιητικού συστήματος, τη θερμορύθμιση κοκ. (Gahete et al., 2016). 

 Β) Αντοχή στην αυξητική ορμόνη: 
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Ως αντοχή στην αυξητική ορμόνη ορίζεται η παθολογική κατάσταση στην οποία ενώ 

υπάρχουν φυσιολογικά ή ακόμη και αυξημένα επίπεδα αυξητικής ορμόνης στη 

συστηματική κυκλοφορία, εντούτοις η ορμόνη δε δρα στους ιστούς στόχους, 

συνήθως λόγω διαταραχών στον υποδοχέα της. Αντίσταση στην αυξητική ορμόνη 

παρουσιάζουν διάφορα πειραματικά πρότυπα ποντικών στους οποίους έχει 

απαλειφθεί γενετικά ο υποδοχέας της αυξητικής ορμόνης (GHR) ή υπερεκφράζουν 

έναν ανταγωνιστή του υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης. Η αντίσταση αυτή μπορεί 

να είναι συνολική όταν για παράδειγμα ο υποδοχέας της αυξητικής ορμόνης έχει 

απαλειφθεί από όλο τον οργανισμό του ποντικού ή ιστοειδική όταν ο υποδοχέας έχει 

απαλειφθεί από ένα συγκεκριμένο ιστό ή από ένα συγκεκριμένο τύπο κυττάρων 

(Baumann, 2002). Στον πίνακα 2.2 παρουσιάζονται τα σημαντικότερα πειραματικά 

πρότυπα ποντικών τα οποία παρουσιάζουν αντοχή στην αυξητική ορμόνη λόγω 

απαλοιφής του GHR. 

Πίνακας 2.2. Τα σημαντικότερα και ευρύτερα χρησιμοποιούμενα πειραματικά πρότυπα ποντικών 

που παρουσιάζουν είτε γενικευμένη (GHRKO) είτε ιστοειδική (όλα τα υπόλοιπα) αντοχή στην 

αυξητική ορμόνη.  

 

Πρότυπο 

ποντικού 
Ιστοειδικότητα Αναφορά 

GHRKO Καμία (Zhou et al., 1997) 

GHRLD Ήπαρ (Fan et al., 2009) 

LiGHRKO Ήπαρ (List et al., 2014) 

ΔGHR* σκελετικοί μύες στον ενήλικο (Mavalli et al., 2010) 

mGHRKO* 
σκελετικοί μύες σε όλα τα 

αναπτυξιακά στάδια 
(Bruning et al., 1998) 

FaGHRKO λιπώδης ιστός (List et al., 2013) 

βGHRKO β-κύτταρα του παγκρέατος (Wu et al., 2011) 

MacGHRKO Μακροφάγα (Lu et al., 2013) 

 

*Οι διαφορές μεταξύ των δύο προτύπων ποντικών οφείλονται στους διαφορετικούς υποκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία τους. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Young et al., 2016)] 

 

Η συνολική απαλοιφή του GHR από όλους τους ιστούς του ποντικού οδηγεί σε 

φαινότυπο παρόμοιο με αυτό των ποντικών που παρουσιάζουν έλλειψη της αυξητικής 

ορμόνης, ήτοι μείωση του βάρους και του μήκους σώματος, αυξημένη ευαισθησία 

στην ινσουλίνη και βελτιωμένο μεταβολισμό των υδατανθράκων, αλλαγμένη 

αναλογία λιπώδους – μη λιπώδους ιστού καθώς και σημαντική αύξηση της διάρκειας 
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ζωής (Gahete et al., 2016). Παρόμοιο φαινότυπο παρουσιάζουν και οι διαγονιδιακοί 

ποντικοί GHA οι οποίοι υπερεκφράζουν έναν ανταγωνιστή του υποδοχέα της 

αυξητικής ορμόνης με αποτέλεσμα να εμποδίζεται η πρόσδεση αυτής στον υποδοχέα 

της. Η μόνη σημαντική διαφορά τους είναι το γεγονός ότι δεν παρουσιάζουν 

αυξημένη διάρκεια ζωής, πιθανότατα λόγω της έντονης παχυσαρκίας που 

παρουσιάζουν (Berryman et al., 2014). Από την άλλη πλευρά, η ιστοειδική απαλοιφή 

του GHR έχει ποικίλες επιπτώσεις ανάλογα με τον ιστό στον οποίο πραγματοποιείται 

η απαλοιφή (Εικόνα 2.5) (Young et al., 2016). 

 

Εικόνα 2.5. Συνοπτική απεικόνιση των σημαντικότερων φαινοτύπων που παρατηρούνται σε 

ποντικούς κατά την ιστοειδική απαλοιφή του υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Young et al., 2016)]  
 

2.4.2 Πειραματικά πρότυπα υπερέκφρασης της αυξητικής ορμόνης 

Μελέτες γύρω από την αυξητική ορμόνη προερχόμενη από διαφορετικά ζώα (μεταξύ 

των οποίων και ο ποντικός) επιβεβαίωσαν ότι η αυξητική ορμόνη του αρουραίου, της 

αγελάδας και του προβάτου έχουν τη δυνατότητα να συνδεθούν και να 

ενεργοποιήσουν τον υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης του ποντικού, μιμούμενοι την 

πρόσδεση της αυξητικής ορμόνης του ποντικού. Βασική εξαίρεση αποτελεί η 

αυξητική ορμόνη του ανθρώπου η οποία πέραν του υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης 
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του ποντικού, συνδέεται και ενεργοποιεί ταυτόχρονα και τον υποδοχέα της 

προλακτίνης. (Posner et al., 1974).  

Το 1982 λοιπόν, δημιουργήθηκε ο πρώτος διαγονιδιακός ποντικός ο οποίος 

υπερέκφραζε την αυξητική ορμόνη του αρουραίου στο ήπαρ του, με αποτέλεσμα 

πολύ ψηλά επίπεδα αυξητικής ορμόνης στη συστηματική του κυκλοφορία και 

δραματική αύξηση του μεγέθους του (Palmiter et al., 1982). Ακολούθησε η 

δημιουργία ποικίλλων διαγονιδιακών ποντικών οι οποίοι  υπερέκφραζαν κάποια από 

τις προαναφερθείσες αυξητικές ορμόνες είτε συστηματικά είτε σε συγκεκριμένους 

ιστούς (Bartke et al., 2002). Κύριο χαρακτηριστικό των περισσοτέρων από αυτούς 

αποτελεί η αύξηση του μεγέθους του σώματος αλλά και των οργάνων τους η οποία 

μπορεί να φτάσει ακόμη και το 100%, καθώς και η μείωση του λιπώδους ιστού τους 

(Bartke et al., 1994; Palmiter et al., 1982; Searle et al., 1992). Επιπλέον, σε διάφορους 

από αυτούς του ποντικούς έχουν περιγραφεί διαταραχές στο καρδιαγγειακό σύστημα 

(Bohlooly et al., 2001a; Bollano et al., 2000), το ανοσοποιητικό σύστημα (Gonzalo et 

al., 1996), τα οστά (Baker et al., 1992), τη συμπεριφορά και τη μνήμη (Bohlooly et 

al., 2001b; Meliska et al., 1997) καθώς και το αναπαραγωγικό τους σύστημα (Bartke 

et al., 2002). Παράλληλα, πολλοί από αυτούς τους ποντικούς στους οποίους η 

αυξητική ορμόνη είναι συστηματικά αυξημένη (και όχι μόνο τοπικά) παρουσιάζουν 

μειωμένη διάρκεια ζωής, ενώ μάλιστα τα επίπεδα της αυξητικής ορμόνης στο πλάσμα 

τους φαίνεται να σχετίζονται αντιστρόφως ανάλογα με τη διάρκεια ζωής τους (Bartke 

et al., 1998; Wolf et al., 1993). Τέλος, ιδιαίτερη μνεία πρέπει να γίνει στους 

διαγονιδιακούς ποντικούς που εκφράζουν την ανθρώπινη αυξητική ορμόνη η οποία 

πιθανότατα μέσω και της δράσης της στον υποδοχέα της προλακτίνης οδηγεί σε 

επιπλέον διαταραχές στους ιστούς που είναι ευαίσθητοι στη δράση της προλακτίνης 

όπως οι ιστοί του αναπαραγωγικού συστήματος και κυρίως οι μαστοί, ενώ επηρεάζει 

και τα επίπεδα τόσο της προλακτίνης όσο και των γοναδοτροπινών στην κυκλοφορία 

(Bartke et al., 1994). 

2.5 Συμπεράσματα 

Όπως φάνηκε από τα παραπάνω, η διαδικασία της σωματικής αύξησης αποτελεί μια 

σύνθετη διαδικασία στενά ρυθμιζόμενη από πολλούς παράγοντες. Πέραν όμως της 

απλής αύξησης του μεγέθους των οργάνων και του σώματος, η διαδικασία της 

σωματικής αύξησης προϋποθέτει και περιλαμβάνει τη ρύθμιση και ωρίμανση μια 

σειράς άλλων μηχανισμών που αφορούν το μεταβολισμό, το νευρικό σύστημα, το 
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ανοσοποιητικό σύστημα, το αναπαραγωγικό σύστημα κοκ. Από τη στιγμή της 

σύλληψης κι έπειτα, η αυξητική ορμόνη, είτε άμεσα είτε έμμεσα, διαδραματίζει 

πρωτεύοντα ρόλο σε όλους αυτούς τους μηχανισμούς. Η χρήση των πειραματικών 

προτύπων ποντικών που αναφέρθηκαν μπορεί να βοηθήσει στην καλύτερη 

κατανόηση της φυσιολογίας της έκκρισης και δράσης της αυξητικής ορμόνης όχι 

μόνο σε συστηματικό επίπεδο αλλά κυρίως σε ιστοειδικό επίπεδο (ή ακόμη και σε 

επίπεδο συγκεκριμένων κυττάρων), ώστε να αποκτηθεί η δυνατότητα στοχευμένης 

παρέμβασης για την αντιμετώπιση των όποιων παθολογικών καταστάσεων με το 

ελάχιστο δυνατό ‘κόστος’ σε ανεπιθύμητες ενέργειες. 
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3 Καρκίνος 

3.1 Γενικά 

Σύμφωνα με το Εθνικό Ινστιτούτο Καρκίνου των ΗΠΑ (National Cancer Institute), ο 

όρος καρκίνος αναφέρεται σε ένα σύνολο σχετιζόμενων ασθενειών με κύριο 

χαρακτηριστικό τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό κάποιων κυττάρων του 

οργανισμού τα οποία εν τέλει διηθούν γειτονικούς ή ακόμη και απομακρυσμένους 

ιστούς οδηγώντας πολλές φορές στο θάνατο. Καρκίνος μπορεί να αναπτυχθεί 

πρακτικά σε οποιοδήποτε μέρος/ιστό του σώματος, με αποτέλεσμα να έχουν 

περιγραφεί ήδη πάνω από 100 διαφορετικές μορφές καρκίνου. Οι διάφοροι αυτοί 

τύποι καρκίνου παίρνουν το όνομά τους συνήθως από τον ιστό στον οποίο 

αναπτύσσονται, ενώ παράλληλα ταξινομούνται με ποικίλα κριτήρια σε επιμέρους 

κατηγορίες. Μια βασική διάκριση είναι αυτή μεταξύ συμπαγών (όπως πχ οι όγκοι του 

εντέρου) και μη συμπαγών όγκων (όπως οι όγκοι του αίματος). Μια δεύτερη πολύ 

σημαντική διάκριση είναι αυτή μεταξύ των καρκίνων που είναι καλοήθεις και αυτών 

που είναι κακοήθεις. Οι καλοήθεις αναπτύσσονται τοπικά μόνο και δε διηθούν 

γειτονικούς ή απομακρυσμένους ιστούς και εν συνεπεία σπανίως είναι επικίνδυνοι 

για τη ζωή του ασθενούς, ενώ οι κακοήθεις έχουν το χαρακτηριστικό ότι διηθούν 

γειτονικές δομές και απομακρυσμένους ιστούς κι έτσι γίνονται, αργά ή γρήγορα, 

απειλητικοί για την ζωή του ασθενούς (NCI, 2015).   

Καθώς ο ανθρώπινος οργανισμός αποτελείται από τρισεκατομμύρια κύτταρα, ο 

έλεγχος του πολλαπλασιασμού όλων αυτών των κυττάρων για να διατηρηθεί η 

ομοιόσταση και η υγεία είναι και πρέπει να είναι πολύ στενός  και πολυεπίπεδος. 

Ωστόσο, πολλές φορές κάποια κύτταρα καταφέρνουν να ξεφύγουν από τους 

πολύπλοκους αυτούς μηχανισμούς και να οδηγήσουν στην ανάπτυξη καρκίνου. 

Παρόλο που υπάρχουν εκατοντάδες διαφορετικοί τύποι καρκίνου, εντούτοις όλοι 

τους μοιράζονται κάποια κοινά χαρακτηριστικά τα οποία τους επιτρέπουν να 

επιβιώσουν και να εξελιχθούν. Τα 6 βασικά αυτά χαρακτηριστικά 

πρωτοπεριγράφηκαν το 2000 από τους Hanahan και Weinberg και εμπλουτίστηκαν 

από τους ίδιους λίγα χρόνια αργότερα με 4 νέα ‘αναδυόμενα’ χαρακτηριστικά 

(Εικόνα 3.1). Τα χαρακτηριστικά αυτά είναι ουσιαστικά το αποτέλεσμα της δράσης 

ποικίλων μηχανισμών όπως για παράδειγμα η συσσώρευση μεταλλάξεων σε 

ογκοκατασταλτικά γονίδια ή πρωτοογκογονίδα, τόσο στα κύτταρα από τα οποία εν 

τέλει αναπτύσσεται ο όγκος όσο και στο μικροπεριβάλλον αυτών, οι οποίοι 
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(μηχανισμοί) προετοιμάζουν το έδαφος για την καρκινογένεση και την καθοδηγούν – 

υποστηρίζουν σε όλα τα διαφορετικά στάδια εξέλιξής της (Hanahan and Weinberg, 

2000, 2011). Ειδικά μάλιστα σε ότι αφορά το μικροπεριβάλλον, όπως αναφέρθηκε 

και στην παράγραφο 1.4, όλο και περισσότερα στοιχεία αναδεικνύουν τη σημασία 

που αυτό παίζει τόσο στην έναρξη όσο και στην εξέλιξη του καρκίνου (Balkwill et 

al., 2012; Hanahan and Coussens, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011). Είναι λοιπόν 

επιτακτική ανάγκη να διαλευκανθούν σε βάθος όλοι αυτοί οι μηχανισμοί, ώστε να 

γίνει κάποια στιγμή εφικτή η πλήρης ίαση του καρκίνου. 

 

Εικόνα 3.1. Τα βασικά χαρακτηριστικά που παρουσιάζουν σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό 

όλες οι διαφορετικές μορφές καρκίνου. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Hanahan and Weinberg, 2011)]  

3.2 Καρκίνος του παχέος εντέρου 

3.2.1 Γενικά 

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο οργανισμό Υγείας, ο καρκίνος του παχέος εντέρου 

αποτελεί την 3
η
 συχνότερη μορφή καρκίνου παγκοσμίως ενώ κατέχει την 4

η
 θέση από 

άποψη θνησιμότητας μεταξύ των υπολοίπων μορφών καρκίνου (Εικόνες 3.2 και 3.3) 

(WHO, 2017). Επίσης αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου από καρκίνο που δε 

σχετίζεται με το κάπνισμα (Torre et al., 2015). 
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Εικόνα 3.2. Εκτιμώμενη επίπτωση των 10 συχνότερων μορφών καρκίνου παγκοσμίως και για τα 

2 φύλα. 

Πηγή: Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO, 2017) 

 

 
 

Εικόνα 3.3. Εκτιμώμενη θνησιμότητα των 10 πιο θανατηφόρων μορφών καρκίνου παγκοσμίως 

και για τα 2 φύλα. 

Πηγή: Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO, 2017) 

 

Όπως και οι περισσότερες μορφές καρκίνου, έτσι και ο καρκίνος του παχέος εντέρου 

αποτελεί μια ετερογενή και πολυπαραγοντική νόσο η οποία επηρεάζεται από μια 

σειρά γενετικούς παράγοντες (όπως η παρουσία μεταλλάξεων στο DNA) αλλά και 

περιβαλλοντικούς παράγοντες (όπως η διατροφή, το αλκοόλ, το κάπνισμα, η φυσική 

δραστηριότητα αλλά και το γήρας) (Wei et al., 2004). Υπάρχουν 3 βασικές μορφές 

καρκίνου του παχέος εντέρου: α) Σποραδική, β) Κληρονομική, γ) Σχετιζόμενη με την 

κολίτιδα. Το 75% περίπου των περιπτώσεων αναπτύσσεται σποραδικά συνήθως μετά 

την ηλικία των 50 ετών με αυξανόμενη συχνότητα όσο η ηλικία αυξάνει. Το 

υπόλοιπο 25% των περιπτώσεων εμφανίζει κάποιο μοτίβο κληρονομικότητας, 
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ωστόσο μόνο για το 5% αυτών των περιπτώσεων έχει εντοπιστεί μια συγκεκριμένη 

γενετική διαταραχή (Gala and Chung, 2011; Jasperson et al., 2010). Τα δύο 

συχνότερα απαντώμενα κληρονομικά σύνδρομα καρκίνου του παχέος εντέρου είναι η 

Οικογενής Αδενωματώδης Πολυποδίαση (Familial Adenomatous Polyposis – FAP) 

και  ο Κληρονομικός Μη-Πολυποειδής Καρκίνος του Παχέος Εντέρου  (Hereditary 

Non-Polyposis Colorectal Cancer – HNPCC ή σύνδρομο Lynch). Χαρακτηριστικό 

και των δύο συνδρόμων αποτελεί η πολύ πρώιμη (αρκετά πριν τα 50 έτη) εμφάνιση 

όγκων στο παχύ έντερο (ή και σε άλλους ιστούς), εξαιτίας της ύπαρξης μεταλλάξεων 

σε γονίδια που σχετίζονται κατά βάση με τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης του DNA 

όπως είναι τα γονίδια APC, MLH1 και MSH2. Οι ασθενείς με Οικογενή 

Αδενωματώδη Πολυποδίαση έχουν 100% πιθανότητα να αναπτύξουν καρκίνο του 

εντέρου εάν δεν υποβληθούν έγκαιρα σε θεραπεία ενώ η αντίστοιχη πιθανότητα 

στους ασθενείς με το σύνδρομο HNPCC αγγίζει το 80%. Παράλληλα έχουν 

περιγραφεί πολλά ακόμη γονίδια τα οποία σχετίζονται με κληρονομικά σύνδρομα -

όχι και τόσο καλά καθορισμένα- τα οποία επίσης περιλαμβάνουν την ανάπτυξη 

καρκίνου στο παχύ έντερο ή και σε άλλους ιστούς όπως για παράδειγμα τα γονίδια 

MSH6, Axin2, BMPR1A, SMAD4  και KIT (Gruber et al., 2002; Ligtenberg et al., 

2009; Vogelstein and Kinzler, 2004). Τέλος, η τρίτη κατηγορία όγκων του παχέος 

εντέρου οι οποίοι αναφέρονται συχνά με τον όρο Καρκίνος Σχετιζόμενος με την 

Κολίτιδα (Colitis-associated cancer) είναι αυτή που αναπτύσσεται σε έδαφος χρόνιας 

φλεγμονής όπως για παράδειγμα σε έδαφος χρόνιας κολίτιδας που παρουσιάζουν οι 

ασθενείς με Νόσο του Crohn ή Ελκώδη Κολίτιδα. Οι όγκοι αυτοί, αν και ακολουθούν 

παρόμοιους μηχανισμούς και στάδια ανάπτυξης με τις υπόλοιπες μορφές καρκίνου 

του παχέος εντέρου (κληρονομικές ή σποραδικές), εντούτοις χαρακτηρίζονται από 

ταχύτερη εξέλιξη, βαρύτερη κλινική εικόνα, μεγαλύτερη θνησιμότητα αλλά και 

ευρύτερο φάσμα μεταλλάξεων που εντοπίζονται στα κύτταρα του όγκου 

(Grivennikov, 2013; Terzic et al., 2010; Yaeger et al., 2016).  

3.2.2 Κυτταρικοί πληθυσμοί που συμμετέχουν στην καρκινογένεση του παχέος 

εντέρου 

Οι όγκοι που αναπτύσσονται στο παχύ έντερο είναι συνήθως σύνθετοι όγκοι οι οποίοι 

πέραν των καρκινικών κυττάρων περιέχουν και το λεγόμενο «μικροπεριβάλλον του 

όγκου» ή «στρώμα του όγκου» το οποίο με τη σειρά του αποτελείται από ένα 

κυτταρικό κομμάτι και ένα α-κυτταρικό κομμάτι. Σε ότι αφορά το πρώτο, 

περιλαμβάνει διάφορους τύπους κυττάρων όπως τα επιθηλιακά, τα ενδοθηλιακά και 



 

70 

 

τα μεσεγχυματικά κύτταρα (κυρίως διάφορες μορφές ενεργοποιημένων ινοβλαστών) 

καθώς και κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Kalluri and Zeisberg, 2006; 

Rasanen and Vaheri, 2010; Sugimoto et al., 2006). Όλα αυτά τα κύτταρα βρίσκονται 

μέσα σε μια εξωκυττάρια θεμέλια ουσία η οποία αποτελείται από διάφορα είδη 

κολλαγόνου, λαμινίνης, ινονεκτίνης και πρωτεογλυκανών, και η οποία επηρεάζει τις 

αλληλεπιδράσεις όλων των παραπάνω κυτταρικών τύπων μεταξύ τους αλλά και με τα 

(προ)καρκινικά κύτταρα και κατ’επέκταση την εξέλιξη του ίδιου του καρκίνου (Allen 

and Louise Jones, 2011; Kalluri, 2003).   

Τα επιθηλιακά κύτταρα είναι πολύ σημαντικά καθώς είναι αυτά τα οποία 

μεταλλάσσονται και οδηγούν στην καρκινογένεση. Επίσης, παίζουν πολύ σημαντικό 

ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης του εντέρου, καθώς αποτελούν το φραγμό 

μεταξύ του οργανισμού και του εξωτερικού περιβάλλοντος (το οποίο στην περίπτωση 

του εντέρου αναφέρεται στο εσωτερικό του πεπτικού σωλήνα). Σε περίπτωση βλάβης 

του εντερικού επιθηλίου, μια σειρά από παθογόνα περνάνε από τον αυλό του εντέρου 

στο βλεννογόνο αλλά και τους υπόλοιπους εν τω βάθει ιστούς, οδηγώντας στην 

ανάπτυξη φλεγμονής και την επιστράτευση κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήματος, την ανάπτυξη ίνωσης αλλά και την επαγωγή του πολλαπλασιασμού στα 

πλαίσια της επιδιόρθωσης της βλάβης και της ιστικής αναδόμησης. Όλοι αυτοί οι 

μηχανισμοί μπορούν να συμβάλλουν και στην ανάπτυξη καρκινογένεσης όπως θα 

αναφερθεί και στη συνέχεια (Mantovani et al., 2008; Quante et al., 2013; Terzic et al., 

2010).  

Τα ενδοθηλιακά κύτταρα, επίσης παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη της 

καρκινογένεσης και τη διασπορά της νόσου μέσω μεταστάσεων. Τα ίδια τα καρκινικά 

κύτταρα μάλιστα παράγουν και εκκρίνουν ουσίες που προάγουν τη νεοαγγειογένεση 

έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η επαρκής αιμάτωση του όγκου αλλά και η δημιουργία 

μεταστάσεων (Butler et al., 2010; Murdoch et al., 2008). Παράλληλα, η τοπική 

αγγείωση επηρεάζει και τη διήθηση του όγκου από κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος, επηρεάζοντας έτσι και το ίδιο το μικροπεριβάλλον αυτού (Hanahan and 

Coussens, 2012). 

Τέλος, τα μεσεγχυματικά κύτταρα, όπως περιγράφηκε εκτενώς στην παράγραφο 1.4, 

παίζουν σημαντικότατο ρόλο στην ανάπτυξη ενός καρκίνου και δη στο παχύ έντερο, 

και γι’αυτό το λόγο τα τελευταία χρόνια έχει αυξηθεί ραγδαία το ενδιαφέρον γύρω 

από τα κύτταρα αυτά στα πλαίσια της κατανόησης της παθοφυσιολογίας του 
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καρκίνου. Τα μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου αποτελούνται κυρίως από τους 

υποεπιθηλιακούς μυεντερικούς ινοβλάστες, τους ινοβλάστες που βρίσκονται στο 

χόριο του βλεννογόνιου χιτώνα, τα περικύτταρα, τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα 

που προέρχονται συνήθως από το μυελό των οστών καθώς και τις λείες μυικές ίνες 

της βλεννογόνιας μυικής στοιβάδας, της εξωτερικής μυικής στοιβάδας του εντέρου 

και των λεμφαγγείων αυτού (Mifflin et al., 2011; Powell et al., 2011). Παράλληλα 

έχουν περιγραφεί και άλλα είδη ‘μη συμβατικών’ μεσεγχυματικών κυττάρων στο 

έντερο (όπως τα διάμεσα κύτταρα του Cajal και τα ινοκύτταρα) τα οποία συνήθως 

επιτελούν κάποιες πιο εξειδικευμένες λειτουργίες (Reilkoff et al., 2011; Sanders et 

al., 2014).  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, τα μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου, και κυρίως οι 

ινοβλάστες, παίζουν κομβικό ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης του εντέρου 

μέσω της παραγωγής εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας και της ρύθμισης του 

πολλαπλασιασμού και της λειτουργίας των επιθηλιακών κυττάρων. Ταυτόχρονα 

συμμετέχουν και στην άμυνα του οργανισμού μέσω της αντιγονοπαρουσιαστικής 

τους ικανότητας αλλά και του υποστηρικτικού ρόλου που παρουσιάζουν προς τα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Kalluri and Zeisberg, 2006; Powell et al., 

2011; Saada et al., 2006). Η ενεργοποίησή τους ως αντίδραση σε κάποιο τραύμα ή 

κάποιο παθογόνο ερέθισμα οδηγεί στη μετατροπή τους στους -μορφολογικά και 

μεταβολικά διαφορετικούς- μυϊνοβλάστες οι οποίοι μέσω της έκκρισης μιας σειράς 

ουσιών (κυτταροκίνες, χημειοκίνες, προστανοειδή κλπ.) επάγουν την αντιμετώπιση 

της απειλής, την αποκατάσταση της βλάβης και την ιστική αναδόμηση (Koliaraki et 

al., 2017; Roulis and Flavell, 2016).  

Σε ορισμένες περιπτώσεις ωστόσο, οι ινοβλάστες αυτοί αποκτούν ένα διαφορετικό 

προφίλ και μετατρέπονται στους λεγόμενους «ινοβλάστες σχετιζόμενους με τον 

καρκίνο» (Cancer Associated Fibroblasts ἠ CAFs) οι οποίοι μπορούν να 

υποστηρίξουν (συνηθέστερα) ή να παρεμποδίσουν (σπανιότερα) την ανάπτυξη ενός 

καρκίνου σε συνάρτηση πάντα και με το υπόλοιπο μικροπεριβάλλον του όγκου 

(Augsten, 2014; Bissell and Hines, 2011). Υπό τον όρο «ινοβλάστες σχετιζόμενοι με 

τον καρκίνο» αναφέρεται συνήθως ένας ετερογενής πληθυσμός μεσεγχυματικών 

κυττάρων που εντοπίζονται εντός του όγκου και τα οποία είναι μη νεοπλασματικά – 

μη επιθηλιακά – μη ενδοθηλιακά – μη φλεγμονώδη (Ohlund et al., 2014). Μέσω 

ποικίλων μηχανισμών (όπως αυτοί περιγράφηκαν αναλυτικά στην παράγραφο 1.4 και 

απεικονίζονται συνοπτικά και στην εικόνα 1.10) οι σχετιζόμενοι με τον καρκίνο 
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ινοβλάστες συνήθως υποστηρίζουν την έναρξη και προαγωγή ενός καρκίνου 

επιδρώντας είτε άμεσα στα (προ)καρκινικά κύτταρα είτε μέσω έμμεσων μηχανισμών 

όπως η διαμόρφωση ενός φιλικού προς την καρκινογένεση μικροπεριβάλλοντος, η 

‘ανοσοκατασταλτική’ τους επίδραση στο ανοσοποιητικό σύστημα, η αγγειογένεση 

κοκ. (Goruppi and Dotto, 2013; Quante et al., 2013; Worthley et al., 2010). 

3.2.3 Μοριακοί μηχανισμοί που συμμετέχουν στην καρκινογένεση του παχέος 

εντέρου      

Η έναρξη αλλά και η εξέλιξη της νόσου από μοριακής απόψεως, είτε μιλάμε για τις 

σποραδικές και τις κληρονομικές μορφές καρκίνου του παχέος εντέρου είτε για τις 

μορφές που σχετίζονται με κάποιο προϋπάρχον φλεγμονώδες νόσημα, έχει 

περιγραφεί αρκετά αναλυτικά τα τελευταία χρόνια (Fearon and Vogelstein, 1990; 

Terzic et al., 2010).  

Η έναρξη της καρκινογένεσης στις σποραδικές και τις κληρονομικές μορφές 

καρκίνου πραγματοποιείται ως αποτέλεσμα της συσσώρευσης μεταλλάξεων τόσο σε 

ογκοκατασταλτικά γονίδια όσο και σε ογκογονίδια σε ένα ή περισσότερα κύτταρα. 

Κάποια στιγμή, οι μεταλλάξεις αυτές (πχ η μετάλλαξη στο γονίδιο APC) οδηγούν 

στην ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού της β-κατενίνης και 

στη δημιουργία μιας ή περισσοτέρων εστιών που περιέχουν κρύπτες οι οποίες 

εμφανίζουν ανώμαλο πολλαπλασιασμό. Η περαιτέρω συσσώρευση μεταλλάξεων 

(εξαιτίας και του ανεξέλεγκτου πολλαπλασιασμού των κυττάρων) και η 

ενεργοποίηση διαφόρων μηχανισμών όπως για παράδειγμα η ανάπτυξη τοπικής 

φλεγμονής, οδηγεί στην εξέλιξη των παθολογικών αυτών κρυπτών σε αδένωμα και εν 

συνεχεία σε αδενοκαρκίνωμα. Από την άλλη μεριά, η χρόνια φλεγμονή που 

προϋπάρχει στις περιπτώσεις καρκίνου του παχέος εντέρου σχετιζόμενου με την 

κολίτιδα χαρακτηρίζεται από την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών, 

χημειοκινών, αυξητικών παραγόντων, ενεργών ριζών οξυγόνου κοκ. Όλα αυτά τα 

μόρια επάγουν μέσω διαφόρων μηχανισμών τη συσσώρευση μεταλλάξεων σε 

ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικά γονίδια (πχ APC, p54, K-ras), τη γενετική 

αστάθεια των κυττάρων, τη δυσλειτουργία των μηχανισμών επιδιόρθωσης του DNA, 

τις επιγενετικές τροποποιήσεις των προκαρκινικών κυττάρων καθώς και την 

ανοσολογική απόκριση εναντίον του όγκου. Η επιμένουσα φλεγμονή πέραν της 

έναρξης της ογκογένεσης (μέσω της ενεργοποίησης του πολλαπλασιασμού αλλά και 

των αντιαποπτωτικών ιδιοτήτων των προκαρκινικών κυττάρων), ενισχύει και την 



 

73 

 

μετέπειτα εξέλιξη του όγκου αλλά και τις μεταστάσεις αυτού (Εικόνα 3.4) 

(Mantovani et al., 2008; Quante et al., 2013; Terzic et al., 2010).    

 

Εικόνα 3.4. Σχηματική απεικόνιση των διαφόρων σταδίων ανάπτυξης του καρκίνου του εντέρου 

καθώς και των κύριων μηχανισμών που καθοδηγούν την εξέλιξη αυτή.  
ACF (Aberrant Crypt Foci) = Εστίες κρυπτών με ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Terzic et al., 2010)] 

 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, ένας από τους σημαντικότερους τύπους κυττάρων 

που επηρεάζει την έναρξη και την εξέλιξη της νόσου είναι τα μεσεγχυματικά κύτταρα 

του εντέρου. Διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια που ξεκινούν από τα κύτταρα αυτά 

έχει βρεθεί ότι επηρεάζουν καθοριστικά τη διαδικασία της καρκινογένεσης, όπως έχει 

αποδειχτεί με τη χρήση πειραματικών προτύπων ποντικών. Για παράδειγμα, ο 

μετατρεπτικός αυξητικός παράγοντας TGF-β, η κινάση Tpl2 και η πρωτεΐνη 

IGF2BP1, ρυθμίζουν την παραγωγή ηπατικού αυξητικού παράγοντα (HGF) από τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου, ο οποίος με τη σειρά του, μέσω του υποδοχέα 

του c-MET οδηγεί σε ενεργοποίηση του μονοπατιού της β-κατενίνης και ενίσχυση 

της πιθανότητας ανάπτυξης καρκίνου (Hamilton et al., 2015; Koliaraki et al., 2012; 

Roulis et al., 2011; Vermeulen et al., 2010). Επίσης, η κινάση IKKβ μέσω της 

ενεργοποίησης του σηματοδοτικού μονοπατιού του NFkB μπορεί είτε να ενισχύσει 

είτε να παρεμποδίσει την καρκινογένεση που σχετίζεται με την κολίτιδα, ανάλογα με 
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το συγκεκριμένο τύπο μεσεγχυματικών κυττάρων αλλά και με το περιβάλλον στο 

οποίο δρα. Από τη μία μεριά, η ενεργοποίησή της μέσω της ιντερλευκίνης 1β ή του 

υποδοχέα TLR-4 (ως αποτέλεσμα της αναγνώρισης παθογόνων) οδηγεί στην έκκριση 

διαφόρων μορίων όπως η ιντερλευκίνη 6, τα οποία με τη σειρά τους ενεργοποιούν 

την πρωτεΐνη STAT3 και ενισχύουν την καρκινογένεση (Koliaraki et al., 2015). Από 

την άλλη μεριά, η ενεργοποίηση της κινάσης ΙΚΚβ σε ένα διαφορετικό τύπο 

μεσεγχυματικών κυττάρων του εντέρου, οδηγεί μέσω της ενεργοποίησης των 

πρωτεϊνών SMAD7 και SMURF1 στην παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω του 

TGF-β και του HGF κι επομένως εμποδίζει την καρκινογένεση (Εικόνα 3.5) 

(Pallangyo et al., 2015). 

 

Εικόνα 3.5. Σχηματική απεικόνιση της συμμετοχής των μεσεγχυματικών κυττάρων του εντέρου 

στη διαδικασία της καρκινογένεσης. 

Τα μοριακά μονοπάτια που απεικονίζονται έχουν προκύψει από μελέτες σε πειραματικά πρότυπα 

ποντικών κυρίως γύρω από την καρκινογένεση σχετιζόμενη με την κολίτιδα. 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Roulis and Flavell, 2016)] 

  

Τέλος, από μελέτες που έγιναν σε βιοψίες ασθενών με καρκίνο του παχέος εντέρου 

βρέθηκε ότι η ύπαρξη στο μικροπεριβάλλον του όγκου ενός αυξημένου αριθμού 

σχετιζόμενων με τον καρκίνο ινοβλαστών (CAFs) καθώς και η ομοιότητα του 

μοριακού/μεταγραφικού προφίλ του μικροπεριβάλλοντος με το αντίστοιχο προφίλ 

των CAFs, σχετίζονται με κακή πρόγνωση της νόσου, υψηλή ανθεκτικότητά της στις 

θεραπείες αλλά και αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης μεταστάσεων (Calon et al., 2015; 

Isella et al., 2015).  
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3.2.4 Ο ρόλος της κυκλοοξυγενάσης-2 (Cox-2) στην καρκινογένεση του παχέος 

εντέρου 

Η κυκλοοξυγενάση είναι ένα ένζυμο το οποίο συναντάται με τη μορφή δύο 

ισοενζύμων, ήτοι της κυκλοοξυγενάσης-1 (Cox-1) και της κυκλοοξυγενάσης-2 (Cox-

2, γνωστή και ως PTGS-2). Η κυκλοοξυγενάση αποτελεί ένα από τα κομβικά μόρια 

που συμμετέχουν στο μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος και την παραγωγή 

προσταγλανδινών και θρομβοξανίων, τα οποία με τη σειρά τους ρυθμίζουν ποικίλες 

λειτουργίες τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες (για τη διατήρηση της ομοιόστασης του 

οργανισμού) όσο και σε παθολογικές καταστάσεις (Araujo et al., 2005; FitzGerald 

and Patrono, 2001). Για παράδειγμα, έχει βρεθεί αυξημένη σε ασθενείς τόσο με 

καρκίνο του παχέος εντέρου όσο και σε ασθενείς με προκακοήθεις βλάβες ή 

κακοήθεις συμπαγείς όγκους όπως του στομάχου, του ήπατος, του παγκρέατος, της 

κεφαλής, του προστάτη, της ουροδόχου κύστης κοκ, ενώ τα αυξημένα αυτά επίπεδα 

συσχετίστηκαν και με χειρότερη πρόγνωση των ασθενών αυτών (de Groot et al., 

2007; Newcomb et al., 2007; Ogino et al., 2008; Wang and Dubois, 2010). 

Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι η κυκλοοξυγενάση-1 παράγεται σε όλους τους ιστούς 

του σώματος ακόμη και υπό φυσιολογικές συνθήκες, ενώ η έκφραση της 

κυκλοοξυγενάσης-2 θεωρούταν μέχρι πρότινος ότι επάγεται μόνο σε περιπτώσεις 

φλεγμονής ή καρκίνου. Ωστόσο πρόσφατα αποδείχτηκε ότι και η κυκλοοξυγενάση-2 

εκφράζεται σε κάποιους ιστούς υπό φυσιολογικές συνθήκες συμβάλλοντας στη 

διατήρηση της ομοιόστασης των ιστών αυτών (Kirkby et al., 2016).  

Κύριο προϊόν της δράσης της κυκλοοξυγενάσης-2 αποτελεί η προσταγλανδίνη Ε2 

(PGE2). Η PGE2 δρα μέσω τεσσάρων υποδοχέων (ΕΡ1, ΕΡ2, ΕΡ3, ΕΡ4) και ρυθμίζει 

ποικίλες λειτουργίες σε επίπεδο κυττάρου αλλά και ιστού, όπως για παράδειγμα ο 

κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η κυτταρική επιβίωση, η φλεγμονή, η αγγειογένεση 

και η ανάπτυξη καρκίνου (Greenhough et al., 2009; Wang and Dubois, 2010). Είναι 

χαρακτηριστικό δε το γεγονός ότι η PGE2 αποτελεί την πιο συχνά και σε μεγαλύτερες 

ποσότητες απαντώμενη προσταγλανδίνη σε μια σειρά από καρκίνους όπως του 

παχέος εντέρου, του μαστού, του πνεύμονα, της κεφαλής, και του τραχήλου κοκ, και 

συνδέεται με χειρότερη πρόγνωση των ασθενών αυτών (Hambek et al., 2007; 

McLemore et al., 1988; Rigas et al., 1993; Wang and Dubois, 2004).  

Στο έντερο, η κύρια πηγή της Cox-2 είναι τα μεσεγχυματικά κύτταρα και κυρίως τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα που βρίσκονται στο χόριο του βλεννογόνιου χιτώνα ακριβώς 

κάτω από το επιθήλιο. Η έκφραση της Cox-2 ρυθμίζεται από διάφορες κυτταροκίνες 
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(όπως ο TNF και η ιντερλευκίνη 1), από προϊόντα των μικροβίων που ζουν στον 

πεπτικό σωλήνα (όπως οι λιποπολυσακχαρίτες) και από διάφορους αυξητικούς 

παράγοντες (όπως ο IGF2BP1 και ο FGF9) (Brown et al., 2007; Manieri et al., 2012; 

Rodriguez Perez et al., 2011; Roulis et al., 2014; Walker et al., 2010). Επίσης έχει 

βρεθεί ότι τόσο η Cox-2 όσο και η PGE2 είναι αυξημένες σε φλεγμονώδεις νόσους 

του εντέρου όπως η νόσος του Crohn καθώς και σε περιπτώσεις καρκίνου του παχέος 

εντέρου, διαδραματίζοντας σημαντικό ρόλο στις παθήσεις αυτές. Μάλιστα έχει 

δειχτεί από αρκετές μελέτες σε ασθενείς και πειραματικά πρότυπα ποντικών ότι και 

στις περιπτώσεις αυτές η Cox-2 και η PGE2 προέρχονται κατά κύριο λόγο από τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου (Adegboyega et al., 2004; Eberhart et al., 1994; 

Hull et al., 2006; Roulis et al., 2014; Sonoshita et al., 2002).  

Μέχρι στιγμής έχουν περιγραφεί αρκετοί διαφορετικοί μηχανισμοί μέσω των οποίων 

η -παραγόμενη από την Cox-2 - PGE2 επηρεάζει την ανάπτυξη του καρκίνου είτε 

επιδρώντας άμεσα στα καρκινικά κύτταρα είτε στοχεύοντας το μικροπεριβάλλον του 

όγκου ειδικά σε ότι αφορά τον καρκίνο του παχέος εντέρου (Εικόνα 3.6) (Wang and 

DuBois, 2013). Πρώτον, η PGE2 προάγει την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των 

επιθηλιακών κυττάρων ενώ παράλληλα αναστέλλει την απόπτωσή τους μέσω 

ενεργοποίησης διαφόρων μοριακών μονοπατιών, όπως του NFkB, του GSK3β/b-

catenin και του PI3Κ-Akt-PPARδ (Poligone and Baldwin, 2001; Sheng et al., 1998; 

Wang et al., 2004) αλλά και μέσω επιγενετικών τροποποιήσεων σε επίπεδο DNA 

(Xia et al., 2012). Παράλληλα προάγει την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των 

καρκινικών βλαστοκυττάρων καθώς και την τοπική διήθηση των καρκινικών 

κυττάρων στους γύρω ιστούς αλλά και τη δημιουργία απομακρυσμένων μεταστάσεων 

(Buchanan et al., 2006; Buchanan et al., 2003; Wang et al., 2015). Δεύτερον, είναι 

γνωστό ότι η φλεγμονή που αναπτύσσεται στο περιβάλλον του όγκου συμβάλλει στη 

διαδικασία της καρκινογένεσης προάγοντας τον κακοήθη μετασχηματισμό των 

επιθηλιακών κυττάρων, την ανάπτυξη του όγκου, τη νεοαγγειογένεση και τέλος τη 

μετάσταση (Noonan et al., 2008). Η PGE2, όντας μια μείζονα προφλεγμονώδης 

προσταγλανδίνη, συμβάλει στη δημιουργία φλεγμονώδους μικροπεριβάλλοντος γύρω 

από τον όγκο (ειδικά στα πλαίσια χρόνιων φλεγμονωδών παθήσεων του εντέρου 

όπως η νόσος του Crohn), ενισχύοντας την προσέλκυση και ενεργοποίηση σειράς 

κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος όπως τα Τ-λεμφοκύτταρα, τα δενδριτικά 

κύτταρα και τα ουδετερόφιλα (Sheibanie et al., 2007). Τρίτον, η PGE2 συμβάλλει 

στην αποφυγή της ανοσολογικής αντίδρασης έναντι του όγκου μέσω ποικίλων 
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μηχανισμών. Αφενός μεν μετατρέποντας τις ανοσολογικές αντιδράσεις στο 

μικροπεριβάλλον του όγκου από ογκοκατασταλτικές (Τh1αντιδράσεις) σε 

ανοσοκατασταλτικές (Τh2 αντιδράσεις) μέσω της μείωσης της παραγωγής 

κυτταροκινών όπως ο TNF, η ιντερφερόνη-γ και η ιντερλευκίνη-2 και της 

ταυτόχρονης αύξησης της παραγωγής κυτταροκινών όπως η οι ιντερλευκίνες 4,6 και 

10 (Huang et al., 1998; Snijdewint et al., 1993; Stolina et al., 2000). Αφετέρου δε, 

επιδρά άμεσα στα διάφορα κυτταροτοξικά κύτταρα αναστέλλοντας τη δράση τους, 

αλλά και στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα καταστέλλοντας την 

αντιγονοπαρουσίαση (Ahmadi et al., 2008; Baratelli et al., 2005; Zeddou et al., 2005). 

Τέταρτον, η PGE2 προάγει τη νεοαγγειογένεση μέσω της αλληλεπίδρασής της τόσο 

με τα επιθηλιακά κύτταρα του όγκου όσο και με τα κύτταρα του μικροπεριβάλλοντος 

και κυρίως τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Από τη μία μεριά ενισχύει την έκκριση 

διαφόρων προαγγειογενετικών παραγόντων όπως ο VEGF και ο CXCL1 (Sonoshita 

et al., 2001; Wang et al., 2006) και από την άλλη επιδρά άμεσα στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα προάγοντας τόσο την παραγωγή προαγγειογενετικών παραγόντων όσο και 

την ενεργοποίηση, τον πολλαπλασιασμό και τη διασπορά τους ώστε να σχηματίσουν 

νέα αγγεία (Dormond et al., 2002; Pai et al., 2001; Salcedo et al., 2003).  
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Εικόνα 3.6. Η παραγωγή της PGE2 ως αποτέλεσμα της δράσης της Cox-2 συμβάλλει στην 

καρκινογένεση. Η δράση της PGE2 στην καρκινογένεση γίνεται μέσω ποικίλων μηχανισμών οι οποίοι 

επιδρούν είτε άμεσα στα επιθηλιακά κύτταρα του όγκου είτε έμμεσα στο μικροπεριβάλλον αυτού. 

Αντίστοιχα, η χρήση των Μη Στεροειδών Αντιφλεγμονωδών Φαρμάκων (ΜΣΑΦ) ή των Κοξιμπών η 

οποία μπλοκάρει τη δράση της Cox-2 και άρα την παραγωγή PGE2 επιδρά σε όλους αυτούς τους 

μηχανισμούς παρεμποδίζοντας την ανάπτυξη του όγκου. 

TXA2=Θρομβοξάνιο Α2, PGD2=Προσταγλανδίνη D2, PGI2=Προστακυκλίνη, PGF2a=Προσταγλανδίνη 

F2a, PGH2=Προσταγλανδίνη Η2, DC=Δενδριτικά κύτταρα, Th1-Th2=Βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα 

τύπου 1 ή 2, NK=Κύτταρα φυσικοί φονείς, MDSC=Κατασταλτικά κύτταρα προερχόμενα από το 

μυελό, Tregs=Ρυθμιστικά Τ-λεμφοκύτταρα, M1-M2=Μακροφάγα πολωμένα προς το φαινότυπο 1 ή 2 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (Wang and DuBois, 2013)] 

 

Ταυτόχρονα υπάρχουν αρκετά δεδομένα από in vivo πειράματα με ποντικούς τα 

οποία επιβεβαιώνουν το σημαντικότατο ρόλο που παίζει η Cox-2 και η PGE2 στην 

καρκινογένεση του εντέρου. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 ή η 

φαρμακολογική της παρεμπόδιση σε ποντικούς οι οποίοι αναπτύσσουν όγκους στο 

πεπτικό τους σύστημα (APC
min/+

 και APC
Δ716

 ποντικοί) μείωσε σημαντικά των αριθμό 

των όγκων αυτών (Chulada et al., 2000; Oshima et al., 1996; Oshima et al., 2001). 

Παρόμοια αποτελέσματα έδωσε και η γενετική απαλοιφή του ενζύμου μικροσωμιακή 

συνθάση της προσταγλανδίνης Ε2 (mPGES-1) η οποία είχε ως αποτέλεσμα τη 

μειωμένη ενδογενή παραγωγή PGE2 (Nakanishi et al., 2008). Επίσης παρόμοια 

αποτελέσματα έδωσε και η γενετική απαλοιφή των υποδοχέων της PGE2, χωρίς 

ωστόσο να έχει αποδειχτεί ποιος είναι ο κύριος υποδοχέας μέσω του οποίου η PGE2 

προάγει την καρκινογένεση του εντέρου (Mutoh et al., 2002; Sonoshita et al., 2001; 

Watanabe et al., 1999). Αντίθετα, η θεραπεία με εξωγενή χορήγηση PGE2 στους 

παραπάνω ποντικούς αλλά και σε ποντικούς οι οποίοι αναπτύσσουν όγκους στο παχύ 

τους έντερο μετά από χορήγηση αζοξυμεθανίου (ΑΟΜ), οδήγησε σε σημαντική 

αύξηση του αριθμού των όγκων που ανέπτυξαν (Hansen-Petrik et al., 2002; 

Kawamori et al., 2003; Wang et al., 2004).     

Ως αποτέλεσμα των παραπάνω, η χρήση φαρμάκων τα οποία μπλοκάρουν τη δράση 

της κυκλοοξυγενάσης-2 έχει προταθεί από νωρίς για την αντιμετώπιση διαφόρων 

μορφών καρκίνου με προεξάρχον τον καρκίνο του παχέος εντέρου στους ανθρώπους 

(Elder and Paraskeva, 1998; Wang and Dubois, 2010). Κλινικές δοκιμές που έγιναν 

με τη χρήση είτε Μη Στεροειδών Αντιφλεγμονωδών Φαρμάκων (τα οποία 

μπλοκάρουν ταυτόχρονα και την Cox-1 και την Cox-2) είτε ειδικών αναστολέων της 

Cox-2 (οι λεγόμενες Κοξίμπες - Coxibs), παρουσίασαν θετικά και πολλά υποσχόμενα 

αποτελέσματα σε ότι αφορά τόσο την πρόληψη όσο και τη θεραπεία των διαφόρων 

μορφών καρκίνου του εντέρου (Wang and DuBois, 2013). Ωστόσο το γεγονός ότι 

τόσο τα ΜΣΑΦ όσο και οι Κοξίμπες εμφανίζουν σημαντικές ανεπιθύμητες ενέργειες 

κυρίως από το πεπτικό και το καρδιαγγειακό σύστημα (μάλιστα κάποιες Κοξίμπες 
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έχουν αποσυρθεί από την αγορά εξ’αιτίας σημαντικότατων ανεπιθύμητων ενεργειών 

από το καρδιαγγειακό), καθιστά δύσκολη την καθιέρωση και ευρεία χρήση τους για 

την πρόληψη ή/και τη θεραπεία του καρκίνου του παχέος εντέρου (Cuzick et al., 

2009).   

Φαίνεται λοιπόν ότι η σηματοδότηση μέσω του μονοπατιού Cox-2 – PGE2 παίζει 

σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του καρκίνου του παχέος εντέρου. Επομένως 

κρίνεται επιτακτική η ανάγκη ανεύρεσης κυττάρων-στόχων αλλά και περισσότερο 

εξειδικευμένων θεραπειών που θα στοχεύουν το μονοπάτι αυτό χωρίς όμως τις 

αντίστοιχες ανεπιθύμητες ενέργειες.      

3.3 Πειραματικά πρότυπα ποντικών για τη μελέτη του καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

Παρά τις σημαντικότατες προόδους που έχουν γίνει τις τελευταίες δεκαετίες στη 

γνώση μας γύρω από τη φυσιολογία και την παθοφυσιολογία του καρκίνου και παρά 

την αναγνώριση των σημαντικότερων μοριακών μονοπατιών που καθοδηγούν την 

όλη διαδικασία της καρκινογένεσης, ακόμη δεν έχει καταστεί δυνατή η πλήρης ίαση 

όλων των μορφών καρκίνου ειδικά όταν αναφερόμαστε στα προχωρημένα στάδια της 

νόσου. Οι κλασσικές θεραπείες – χειρουργικές επεμβάσεις, ακτινοβολίες, 

χημειοθεραπείες – συνεπικουρούμενες από νέες μορφές θεραπειών όπως οι 

ανοσοθεραπείες κλπ., ναι μεν έχουν συμβάλει στη συνολική αύξηση της επιβίωσης 

των περισσοτέρων ασθενών με καρκίνο, ωστόσο ακόμη παρουσιάζουν σημαντικές 

αδυναμίες (Kersten et al., 2017; Sharma and Allison, 2015). Πολλές φορές, μετά την 

αντιμετώπιση ενός όγκου, η νόσος επανεμφανίζεται παρουσιάζοντας μάλιστα 

επιθετικότερο προφίλ (Blatter and Rottenberg, 2015; Kottke et al., 2013). 

Επιπρόσθετα, ένα άλυτο ακόμη πρόβλημα αποτελούν οι μεταστάσεις οι οποίες 

συνιστούν και τη σημαντικότερη αιτία θανάτου (>90% των περιπτώσεων) 

σχετιζόμενου με τον καρκίνο (Weigelt et al., 2005).  

Αντίστοιχα προβλήματα παρουσιάζονται και στους ασθενείς με καρκίνο του παχέος 

εντέρου παρά την όποια πρόοδο έχει συντελεστεί τα τελευταία χρόνια και στον τομέα 

αυτό (Van Cutsem et al., 2010). Εκτός από την -προς το παρόν- ατελή και μη πλήρη 

γνώση/κατανόηση όλων των μηχανισμών και μοριακών μονοπατιών που καθοδηγούν 

την καρκινογένεση στο έντερο, μια σειρά άλλοι παράγοντες συμβάλλουν στην 

αδυναμία πλήρους αντιμετώπισης και ίασης της νόσου. Αρχικά, δεν έχουν αναπτυχθεί 



 

80 

 

ακόμη οι κατάλληλοι βιολογικοί δείκτες οι οποίοι να μπορούν να προβλέψουν 

έγκαιρα την (πρώιμη) έναρξη ή την υποτροπή της νόσου, την ευαισθησία της σε 

διάφορες θεραπείες αλλά και την ανάπτυξη μεταστάσεων (Walther et al., 2009). 

Επίσης, τα καρκινικά κύτταρα μέσω ποικίλων μηχανισμών, και κυρίως μέσω της 

απόκτησης νέων μεταλλάξεων, εμφανίζουν ή αναπτύσσουν ανθεκτικότητα στις 

διάφορες διαθέσιμες θεραπείες, πολλές φορές ακόμη και μετά την έναρξη και αρχική 

επιτυχία της θεραπείας (Garraway and Janne, 2012). Τέλος, σημαντικό πρόβλημα 

αποτελεί η πολύ χαμηλή αποτελεσματικότητα στην ανάπτυξη νέων θεραπειών και 

στην αξιοποίηση αυτών στην κλινική πράξη, καθώς μόνο το 5% των χημικών 

ενώσεων που δείχνουν θετικά αποτελέσματα στις προκλινικές μελέτες καταφέρνουν 

να περάσουν τις κλινικές δοκιμές και να πάρουν έγκριση (Sharpless and Depinho, 

2006; Voskoglou-Nomikos et al., 2003). 

Για την αντιμετώπιση όλων των παραπάνω προβλημάτων και την ανάπτυξη νέων 

αποτελεσματικότερων θεραπειών αξιοποιούνται διάφορα πειραματικά πρότυπα 

ποντικών τα οποία μιμούνται την ανάπτυξη καρκίνου του παχέος εντέρου. Η χρήση 

ζωντανών οργανισμών όπως οι ποντικοί είναι απαραίτητη καθώς η χρήση 

κυτταροκαλλιεργειών (ακόμη και με την αξιοποίηση πιο σύνθετων πρωτοκόλλων 

όπως η συν-καλλιέργεια επιθηλιακών-μεσεγχυματικών κυττάρων ή η καλλιέργεια 

οργανοειδών κλπ.) ή (καρκινικών) κυτταρικών σειρών δεν μπορεί να υποκαταστήσει 

τις πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις που υπάρχουν μεταξύ των καρκινικών κυττάρων και 

του μικροπεριβάλλοντος του όγκου in vivo (Ernst and Ramsay, 2012; Huh et al., 

2011; Medema and Vermeulen, 2011; Sato et al., 2009).  

Σε ότι αφορά λοιπόν τα διάφορα πειραματικά πρότυπα ποντικών τα οποία 

χρησιμοποιούνται σήμερα για τη μελέτη της καρκινογένεσης στο παχύ έντερο, 

υπάρχουν τέσσερις βασικές κατηγορίες (Johnson and Fleet, 2013; McIntyre et al., 

2015): 

1) Γενετικά τροποποιημένοι ποντικοί. Οι ποντικοί αυτοί είτε είναι διαγονιδιακοί 

είτε είναι ποντικοί στους οποίους έχει γίνει γενετική απαλοιφή κάποιας 

πρωτεΐνης με το σύστημα της Cre-ανασυνδυάσης. Γίνεται δηλαδή στοχευμένη 

υπερέκφραση ή απαλοιφή ενός ή περισσοτέρων από τα γονίδια τα οποία έχει 

βρεθεί ότι παίζουν κάποιο ρόλο στην καρκινογένεση του εντέρου όπως για 

παράδειγμα το γονίδιο APC το οποίο έχει βρεθεί ότι είναι μεταλλαγμένο στο 

80% των περιπτώσεων καρκίνου του παχέος εντέρου (Torre et al., 2015). Ο 
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Πίνακας 3.1 αναφέρει τους συχνότερα χρησιμοποιούμενους σήμερα γενετικά 

τροποποιημένους ποντικούς καθώς και κάποια βασικά χαρακτηριστικά του 

φαινοτύπου που παρουσιάζουν. 

Πίνακας 3.1. Τα συχνότερα γενετικά τροποποιημένα πειραματικά πρότυπα ποντικών που 

χρησιμοποιούνται για τη μελέτη του καρκίνου του παχέος εντέρου. 

 

Στέλεχος ποντικού Μηχανισμός 

και σκεπτικό 

δημιουργίας 

Πλεονεκτήματα Μειονεκτήματα 

Apc
min/+

  

(Moser et al., 1990; Su 

et al., 1992) 

-Τυχαία σημειακή 

μετάλλαξη μετά 

από τη χρήση 

Εθυλνιτροζουρίας 

 

-Αναπαριστά επαρκώς το 

Σύνδρομο Οικογενούς 

Αδενωματώδους 

Πολυποδίασης 

-Πάνω από 80% των 

σποραδικών όγκων 

παρουσιάζουν μετάλλαξη 

στο γονίδιο APC 

-Μικρή διάρκεια ζωής 

των ποντικών ώστε να 

ολοκληρώνονται 

γρήγορα οι αναλύσεις 

-Ανάπτυξη εκατοντάδων 

χαμηλού βαθμού 

αδενωμάτων 

-Μικρή διάρκεια ζωής 

των ποντικών λόγω 

εντερικής απόφραξης, 

πρόπτωσης ή 

αιμορραγίας 

-Η μικρή διάρκεια ζωής 

συνεπάγεται τη μη 

συσσώρευση αρκετών 

επιπλέον μεταλλάξεων 

ώστε τα αδενώματα να 

μετατραπούν σε 

αδενοκαρκινώματα και 

να δώσουν μεταστάσεις 

-Τα αδενώματα/όγκοι 

αναπτύσσονται 

πρωτίστως στο λεπτό 

έντερο και όχι στο παχύ 

 

Msh2
-/- 

(Reitmair et al., 1995) 

-Οι μεταλλάξεις 

στο συγκεκριμένο 

γονίδιο είναι 

συχνές στον 

καρκίνο του 

παχέος εντέρου 

-Αναπαριστά το 

Σύνδρομο του 

Κληρονομικού Μη-

Πολυποειδούς Καρκίνου 

του Παχέος Εντέρου 

(HNPCC ή σύνδρομο 

Lynch - ~3% των 

περιπτώσεων καρκίνου 

του εντέρου) 

-Οι ποντικοί αυτοί 

εμφανίζουν τη 

μετάλλαξη σε όλα τα 

κύτταρα του σώματός 

τους και παρουσιάζουν 

αυξημένη προδιάθεση 

για την ανάπτυξη 

λεμφωμάτων 

Villin-Cre/ Msh2
LoxP 

(Kucherlapati et al., 

2010) 

-Περιορισμός της 

μετάλλαξης του 

Msh2 στο έντερο, 

ώστε να 

αποφευχθεί η 

ανάπτυξη 

λεμφώματος 

-Ανάπτυξη αδενωμάτων 

και αδενοκαρκινωμάτων 

του εντέρου 

-Δεν πεθαίνουν οι 

ποντικοί από λεμφώματα 

-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

Apc
580S/580S 

(Shibata et al., 1997) 

-Εμφάνιση 

μικρότερου 

αριθμού όγκων οι 

οποίοι 

εντοπίζονται στο 

-Διάρκεια ζωής των 

ποντικών >1 έτους 

-Αναπτύσσονται 2-3 

εντερικά αδενώματα 

-Κάποιοι ποντικοί 

-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

-Το ανενεργό αλλήλιο 

του APC οδηγεί σε 

μείωση των επιπέδων της 
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παχύ έντερο με 

σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

αναπτύσσουν 

αδενοκαρκινώματα 

πρωτεΐνης αυτής σε όλα 

τα κύτταρα του 

οργανισμού 

προδιαθέτοντας στην 

ανάπτυξη 

ηπατοκκυταρικών όγκων 

Apc
Lox15/+

;Fabpl-Cre 

(Robanus-Maandag et 

al., 2010) 

-Εμφάνιση 

μικρότερου 

αριθμού όγκων οι 

οποίοι 

εντοπίζονται στο 

παχύ έντερο με 

σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

-Διάρκεια ζωής των 

ποντικών >1 έτους 

-Αναπτύσσονται 2-3 

εντερικά αδενώματα 

-Κάποιοι ποντικοί 

αναπτύσσουν 

αδενοκαρκινώματα 

-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

 

Apc
min/+

Trp53
-/- 

(Clarke et al., 1995) 

-Προσθήκη 

μεταλλάξεων σε 

επιπλέον 

‘συνεργαζόμενα 

με το APC’ 

γονίδια (p53) με 

σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

 
-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

Apc
2Lox14/+

KrasLSL-

G12D και Fapbl-Cre 

(Haigis et al., 2008) 

-Προσθήκη 

μεταλλάξεων σε 

επιπλέον 

‘συνεργαζόμενα 

με το APC’ 

γονίδια (Kras) με 

σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

-Αναπτύσσονται 

περισσότεροι όγκοι σε 

σύγκριση με τους 

ποντικούς που 

εμφανίζουν μετάλλαξη 

μόνο στο ένα από τα δύο 

γονίδια (APC ή Kras) 

-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

Ποντικοί με 

μεταλλάξεις στο APC 

και ταυτόχρονη 

διαταραχή στα 2 

Tgfbr2, Smad2, Smad4 

(Hamamoto et al., 2002; 

Munoz et al., 2006; 

Takaku et al., 1998) 

-Προσθήκη 

μεταλλάξεων σε 

επιπλέον 

‘συνεργαζόμενα 

με το APC’ 

γονίδια με σκοπό 

την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

-Αναπτύσσονται 

περισσότεροι όγκοι σε 

σύγκριση με τους 

ποντικούς που 

εμφανίζουν μετάλλαξη 

μόνο στο ένα από αυτά 

τα γονίδια 

-Δεν αναπτύσσονται 

μεταστάσεις 

Apc
min/+

Villin-Cre 

Fbxw7
(ΔG) 

(Babaei-Jadidi et al., 

2011) 

-Προσθήκη 

μεταλλάξεων σε 

επιπλέον 

‘συνεργαζόμενα 

-Μειωμένη διάρκεια 

ζωής των ποντικών 

-Αυξημένος αριθμός 

όγκων 

-Δεν αναπτύσσονται 

αδενοκαρκινώματα ή 

μεταστάσεις 



 

83 

 

με το APC’ 

γονίδια (Fbxw) 

με σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

Apc
CKO/CKO

-LSL-G12D; 

Kras
tm4tyj/+ 

(Hung et al., 2010) 

-Προσθήκη 

μεταλλάξεων σε 

επιπλέον 

‘συνεργαζόμενα 

με το APC’ 

γονίδια (Kras) με 

σκοπό την 

αναπαράσταση 

προχωρημένου 

καρκίνου του 

παχέος εντέρου 

-Περιορισμός της 

καρκινογένεσης 

στο κόλον 

-Μείωση του 

αριθμού των 

όγκων 

-Ανάπτυξη 

αδενοκαρκινωμάτων 

μετά από 5 μήνες 

-Ανάπτυξη 

απομακρυσμένων 

μεταστάσεων (πχ στο 

ήπαρ) μετά από 6 μήνες 

-Παρακολούθηση in vivo 

μέσω κολονοσκόπησης 

 

-Απαιτείται κοπιώδης 

χειρουργική επέμβαση 

για τη χορήγηση του 

αδενοϊού που θα 

προκαλέσει την 

απαλοιφή των γονιδίων 

στόχων μόνο στο κόλον 

[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (McIntyre et al., 2015)] 

2) Πειραματικά πρότυπα μεταμόσχευσης καρκινικών κυττάρων σε ποντικούς με 

αποτέλεσμα την τοπική ή απομακρυσμένη ανάπτυξη όγκου. Πιο 

συγκεκριμένα, κύτταρα ή κομμάτια όγκου από ασθενείς ή ποντικούς ή ακόμη 

και από καρκινικές σειρές ενίονται ή μεταμοσχεύονται χειρουργικά σε 

ποντικούς με αποτέλεσμα την τοπική ανάπτυξη όγκου. Κάποιες φορές η 

τοπική αυτή ανάπτυξη όγκου συνοδεύεται και από ανάπτυξη μεταστάσεων. Η 

τεχνική αυτή, όταν αφορά τη μεταφορά καρκινικού υλικού από ανθρώπους ή 

από ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές σε ποντικούς, συνήθως 

πραγματοποιείται σε ποντικούς οι οποίοι είναι ανοσοανεπαρκείς ούτως ώστε 

να αποφευχθεί η απόρριψη του ‘μοσχεύματος’ λόγω προέλευσής του από 

διαφορετικό είδος (Chen et al., 2015; Forbes et al., 2011; Johnson and Fleet, 

2013; Karim and Huso, 2013; Kersten et al., 2017; Klijn et al., 2015; McIntyre 

et al., 2015). Στον Πίνακα 3.2 φαίνονται οι σημαντικότερες κατηγορίες 

‘μεταμόσχευσης’ καρκινικών κυττάρων σε ποντικούς που εφαρμόζονται 

σήμερα. 

Πίνακας 3.2. Τα σημαντικότερα χρησιμοποιούμενα πειραματικά πρότυπα «ξενομεταμόσχευσης» 

καρκινικού υλικού σε ποντικούς για τη μελέτη του καρκίνου του παχέος εντέρου. 
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Πειραματικό πρότυπο 

μεταμόσχευσης 
Πλεονεκτήματα Μειονεκτήματα 

Υποδόριο ξενομόσχευμα: 

Υποδόρια ένεση κυττάρων 

(«ξενομόσχευμα») που 

προέρχονται από καρκινική 

σειρά καρκίνου του παχέος 

εντέρου (Flatmark et al., 2004). 

-Χαμηλό κόστος 

-Ταχεία ανάπτυξη του όγκου 

(2 βδομάδες) 

-Χρήση καλά 

χαρακτηρισμένων 

κυτταρικών σειρών 

-Δυνατότητα γενετικής 

τροποποίησης των κυττάρων 

πριν τη μεταμόσχευση 

-Εύκολα προσβάσιμο σε όλα 

τα εργαστήρια 

-Αντιπροσωπευτικό της 

προχωρημένης νόσου 

-Η καλλιέργεια οδηγεί σε 

κλωνική επιλογή 

-Διαφορές μεταξύ της 

περιοχής προέλευσης των 

καρκινικών κυττάρων και 

της περιοχής υποδοχής 

τους 

-Αναντιστοιχία μεταξύ 

καρκινικών κυττάρων του 

ανθρώπου και κυττάρων 

του στρώματος του 

ποντικού 

-Ανοσοανεπαρκής 

ξενιστής 

-Σπάνιες μεταστάσεις 

Ορθοτοπικό ξενομόσχευμα: 

Ένεση ξενομοσχεύματος 

προερχόμενου από κυτταρική 

σειρά καρκίνου του παχέος 

εντέρου στους ορογόνους του 

εντέρου ανοσοανεπαρκών 

ποντικών (Cespedes et al., 2007; 

Jin et al., 2011; Pocard et al., 

1996). 

-Όπως παραπάνω 

-Πιο «φυσιολογικό» 

περιβάλλον για τα καρκινικά 

κύτταρα 

-Κάποια μοσχεύματα δίνουν 

ακόμη και μεταστάσεις στο 

ήπαρ 

-Όπως παραπάνω (εκτός 

από τις μεταστάσεις οι 

οποίες δεν είναι τόσο 

σπάνιες) 

-Συχνά απαιτείται 

χειρουργείο για τη 

μεταμόσχευση των 

κυττάρων 

Ξενομόσχευμα προερχόμενο 

από ασθενείς (Patient-Derived 

Xenografts/PDXs): Κομμάτια 

μεγέθους 1-2mm από ασθενείς 

με καρκίνο του παχέος εντέρου 

συρράπτονται στο έντερο 

ανοσοανεπαρκών ποντικών (Fu 

et al., 1991). 

-Μεταστάσεις στο ήπαρ 

-Αποφυγή της επικράτησης 

κάποιου συγκεκριμένου 

κλώνου μετά από μακράς 

διάρκειας καλλιέργεια 

-Προσωρινή διατήρηση της 

επικοινωνίας όγκου-

στρώματος από το ίδιο είδος 

-Πιο «φυσιολογικό» 

περιβάλλον για τα καρκινικά 

κύτταρα 

-Τα κύτταρα του 

στρώματος του ποντικού 

αντικαθιστούν αυτά του 

ανθρώπου σε λίγες 

βδομάδες 

-Ανοσοανεπαρκής 

ξενιστής 

-Περιορισμένος αριθμός 

χειρουργικών δειγμάτων 

προς μεταμόσχευση 

-Ακριβή και χρονοβόρα 

μέθοδος 

Συνμόσχευμα/ισομόσχευμα: 

Συρραφή τμήματος καρκινικού 

ιστού ή καρκινικής σειράς 

προερχόμενης από ποντικό σε 

έναν άλλο γενετικά παρόμοιο 

και ανοσοεπαρκή ποντικό 

(Voskoglou-Nomikos et al., 

2003).  

-Καμία αναντιστοιχία λόγω 

είδους μεταξύ όγκου και 

στρώματος 

-Ο ξενιστής έχει ακέραιο 

ανοσοποιητικό σύστημα κι 

επομένως μπορούν να 

μελετηθούν και 

ανοσοτροποποιητικά 

αντικαρκινικά φάρμακα 

-Ακριβή και χρονοβόρα 

μέθοδος 

-Το πειραματικό αυτό 

πρότυπο δεν είναι 

ανθρώπινο 
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[Μετάφραση και τροποποίηση από τους (McIntyre et al., 2015)] 

 

3) Πειραματικά πρότυπα χημικής καρκινογένεσης στα οποία μία καρκινογόνος 

ουσία χορηγείται στους ποντικούς μέσω διαφόρων οδών χορήγησης (πχ 

ενδοπεριτοναϊκή έγχυση, διορθική χορήγηση κλπ.) και οδηγεί στην επαγωγή 

καρκινογένεσης. Μέχρι στιγμής έχουν δοκιμαστεί ποικίλες χημικές ουσίες 

όπως για παράδειγμα η Διμεθυλυδραζίνη (DMH), το αζοξυμεθάνιο (AOM), 

το θειικό άλας δεξτράνης (DSS), η 2-αμινο-1-μεθυλ-6-φενυλ-ιμιδαζολικη 

πυριδίνη (PhIP) κοκ. Τα πειραματικά αυτά πρότυπα προσπαθούν να μιμηθούν 

τη σποραδική καρκινογένεση αλλά η απόκριση των ποντικών σε αυτά ποικίλει 

και εξαρτάται τόσο από το μοτίβο χορήγησης (οδός χορήγησης, διάρκεια, 

δοσολογία κοκ) όσο και από το γενετικό υπόβαθρο του ποντικού (Andreassen 

et al., 2002; Karim and Huso, 2013; Neufert et al., 2007). 

  

4) Πειραματικά πρότυπα ποντικών που σκοπό έχουν να προσομοιάσουν στον 

καρκίνο του εντέρου που αναπτύσσεται σε έδαφος χρόνιας φλεγμονής. Η 

φλεγμονή αυτή επάγεται είτε αυτόματα ως αποτέλεσμα γενετικής απαλοιφής 

γονιδίων όπως η ιντερλευκίνη 10 (Il-10
-/-

 ποντικοί), η ιντερλευκίνη 2 (Il-2
null

 

ποντικοί) και η βλεννίνη 2 (Muc2
-/-

 ποντικοί) (Sohn et al., 2001; Van der Sluis 

et al., 2006) είτε πειραματικά μέσω της χρήσης θειικού άλατος δεξτράνης 

(DSS) στο νερό των ποντικών (Cooper et al., 2000). Επίσης, σε συνδυασμό με 

την πειραματική πρόκληση κολίτιδας με τη χρήση του DSS, έχει δοκιμαστεί 

και η ταυτόχρονη χορήγηση της καρκινογόνου ουσίας αζοξυμεθάνης (AOM) 

η οποία οδηγεί σε αυξημένη επίπτωση καρκινογένεσης στους ποντικούς 

αυτούς (De Robertis et al., 2011).  

 

3.4 Συμπεράσματα 

Ο καρκίνος αποτελεί σήμερα μια από τις συχνότερες αιτίες θανάτου παγκοσμίως ενώ 

στις πρώτες θέσεις θανάτου από καρκίνο βρίσκονται οι ασθενείς που πάσχουν από 

καρκίνο του παχέος εντέρου. Η πολυπλοκότητα των μοριακών 

μηχανισμών/μονοπατιών που καθοδηγούν την όλη διαδικασία της καρκινογένεσης 

καθώς και οι διαρκείς αλληλεπιδράσεις μεταξύ των (προ)καρκινικών κυττάρων και 

του μικροπεριβάλλοντος που τα περιβάλλει καθιστούν αρκετά δύσκολη την 

αποτελεσματική αντιμετώπιση και θεραπεία της νόσου αυτής. Επομένως υπάρχει 
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επιτακτική ανάγκη για την ανεύρεση νέων πιο εξειδικευμένων θεραπειών με 

λιγότερες ανεπιθύμητες ενέργειες. Ένας αρκετά ενδιαφέρον στόχος θα μπορούσε να 

είναι το σύστημα της κυκλοοξυγενάσης-2 – Προσταγλανδίνης Ε2 το οποίο έχει 

δειχτεί ότι παίζει κομβικό ρόλο στην ανάπτυξη του καρκίνου του εντέρου. Ωστόσο οι 

ήδη υπάρχουσες θεραπείες που στοχεύουν το σύστημα αυτό, αν και πολλά 

υποσχόμενες, εντούτοις συνοδεύονται από σημαντικές ανεπιθύμητες ενέργειες οι 

οποίες καθιστούν δύσκολη την ευρεία χρήση τους. Παράλληλα υπάρχει ανάγκη για 

την ανεύρεση νέων μοριακών δεικτών οι οποίοι έγκαιρα θα προειδοποιούν για την 

έναρξη ή υποτροπή της νόσου καθώς και για την ευαισθησία της σε διάφορες 

θεραπείες. 
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ΙΙ. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

1. Στόχοι της διδακτορικής διατριβής 
 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή είχε σαν αντικείμενό της τη μελέτη του ρόλου των 

μεσεγχυματικών κυττάρων τόσο στη φυσιολογία όσο και στη νόσο στον ποντικό και 

κατ’επέκταση και στα υπόλοιπα θηλαστικά όπως ο άνθρωπος. Πιο συγκεκριμένα, 

μελετήθηκε η συμβολή των κυττάρων αυτών στη σωματική αύξηση αλλά και τον 

καρκίνο του παχέος εντέρου. Σκοπός της μελέτης ήταν η καλύτερη κατανόηση του 

ρόλου και των μηχανισμών στους οποίους εμπλέκονται τα μεσεγχυματικά κύτταρα 

τόσο στην υγεία όσο και στη νόσο, ώστε να μπορέσουν να αναπτυχθούν νέες πιο 

στοχευμένες θεραπείες για την αντιμετώπιση διαφόρων παθολογικών καταστάσεων 

όπως για παράδειγμα ο καρκίνος. 

Η μελέτη του ρόλου των μεσεγχυματικών κυττάρων στη σωματική αύξηση, θέμα το 

οποίο ελάχιστα έχει μελετηθεί στη βιβλιογραφία, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

μιας νέας διαγονιδιακής σειράς ποντικών που δημιουργήσαμε στο εργαστήριό μας η 

οποία ονομάζεται TgC6hp55. Οι διαγονιδιακοί αυτοί ποντικοί είναι σχεδιασμένοι να 

εκφράζουν το διαγονίδιο-στόχο σε συγκεκριμένα μεσεγχυματικά κύτταρα διαφόρων 

ιστών τους υπό τον έλεγχο του υποκινητή του Κολλαγόνου VI. Ένας πρώτος αδρός 

φαινοτυπικός χαρακτηρισμός αποκάλυψε ότι οι διαγονιδιακοί ποντικοί παρουσίαζαν 

αυξημένο μέγεθος σώματος (βάρος και μήκος σώματος) ήδη από τις πρώτες 

βδομάδες της ζωής τους. Επομένως, σκοπός μας ήταν η καλύτερη μελέτη και ο 

βαθύτερος φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των ποντικών αυτών, καθώς και η 

περιγραφή των μοριακών μηχανισμών που εκκινούν από τα μεσεγχυματικά κύτταρα 

και οδηγούν στην εμφάνισή του. 

Σε ότι αφορά τον καρκίνο του παχέος εντέρου, χρησιμοποιήσαμε κυρίως το 

πειραματικό πρότυπο των APC
min/+

 ποντικών οι οποίοι φέρουν μια σημειακή 

μετάλλαξη στο γονίδιο APC με αποτέλεσμα να εμφανίζουν δεκάδες 

αδενώματα/όγκους στο πεπτικό τους σύστημα (Moser et al., 1990). Τόσο στο 

συγκεκριμένο όσο και σε άλλα πειραματικά πρότυπα καρκινογένεσης έχει δειχτεί ότι 

η συνολική γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 οδηγεί σε σημαντική μείωση 

του σχηματισμού πολυπόδων (Chulada et al., 2000), ενώ η εξειδικευμένη 

αδρανοποίησή της από τα μακροφάγα/κοκκιοκύτταρα ή από τα επιθηλιακά κύτταρα 
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του εντέρου είτε δε μειώνει τον αριθμό των πολυπόδων είτε οδηγεί σε μέτρια μείωσή 

του μόνο σε θηλυκούς ποντικούς (Cherukuri et al., 2014; Ishikawa and Herschman, 

2006). Ταυτόχρονα έχει δειχτεί ότι η προσταγλανδίνη-Ε2 αλληλεπιδρά με τη 

σηματοδότηση της πρωτεϊνης Wnt προάγοντας την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των καρκινικών βλαστοκυττάρων (Goessling et al., 2009; Wang et 

al., 2004). Επομένως, στους APC
min/+

 ποντικούς αδρανοποιήσαμε ιστοειδικά την 

κυκλοοξυγενάση-2 (Cox-2) στους μυοϊνοβλάστες του εντέρου με τη χρήση των 

διαγονιδιακών ποντικών ColVI-Cre (Armaka et al., 2008). Σκοπός μας ήταν να 

μελετήσουμε το ρόλο που παίζει η παραγόμενη από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

κυκλοοξυγενάση-2 καθώς και η επαγόμενη από αυτήν προσταγλανδίνη Ε2 στην 

καρκινογένεση του παχέος εντέρου. Η καλύτερη περιγραφή των κυττάρων-στόχων 

που συμβάλλουν στην καρκινογένεση του εντέρου μέσω του μονοπατιού της 

κυκλοοξυγενάσης-2 και της προσταγλανδίνης Ε2, θα δώσει τη δυνατότητα ανάπτυξης 

αποτελεσματικότερων θεραπειών με λιγότερες ανεπιθύμητες ενέργειες αλλά και την 

ανάπτυξη πιθανών μοριακών δεικτών που θα προβλέπουν την επιθετικότητα του 

όγκου αλλά και την ανταπόκρισή του σε συγκεκριμένες θεραπείες. 

 

Βάσει των παραπάνω ακολούθως παρουσιάζονται: 

1) Η δημοσιευμένη εργασία που αναφέρεται στον εκτενή φαινοτυπικό και 

μοριακό χαρακτηρισμό των διαγονιδιακών ποντικών TgC6hp55 οι οποίοι 

παρουσιάζουν ενισχυμένη σωματική αύξηση 

2) Αποτελέσματα από τη μελέτη του ρόλου της κυκλοοξυγενάσης-2 που 

προέρχεται από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες αλλά και την επαγόμενη από 

αυτήν προσταγλανδίνη Ε2 στην καρκινογένεση του εντέρου. 
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2. Ο εκτεταμένος φαινοτυπικός χαρακτηρισμός ενός νέου 

διαγονιδιακού ποντικού αποκαλύπτει πλειοτροπικές διαταραχές 

στη φυσιολογία λόγω της μεσεγχυματικής έκφρασης του μινι-

γονιδίου της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης 

 

2.1. Εισαγωγή 

Από νωρίς κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των διαφόρων διαγονιδιακών τεχνικών 

στους ποντικούς έγινε κατανοητό ότι ομόλογες και ετερόλογες ιντρονικές 

αλληλουχίες καθώς και σήματα πολυαδενυλύωσης είναι ουσιώδη για τη 

σταθεροποίηση και επαρκή έκφραση του διαγονιδίου ενδιαφέροντος (Brinster et al., 

1988; Palmiter et al., 1991). Ήταν στις αρχές της δεκαετίας του 1990 όταν οι 

επιστήμονες, για αυτόν ακριβώς το σκοπό, ξεκίνησαν να χρησιμοποιούν το 

αποκαλούμενο hGH minigene το οποίο αποτελείται από ολόκληρη την 

κωδικοποιητική περιοχή του γονιδίου της αυξητικής ορμόνης του ανθρώπου, 

συμπεριλαμβανομένων των ιντρονίων και ενός σήματος πολυαδενυλύωσης (Chaffin 

et al., 1990; Orban et al., 1992). Εκείνη την περίοδο και για πολλά χρόνια αργότερα, 

υπήρχε η πεποίθηση ότι εφόσον το hGH minigene ήταν το δεύτερο κιστρόνιο στο 

mRNA που κωδικοποιείτο από το διαγονίδιο, δε θα εκφραζόταν. Γι’αυτόν το λόγο η 

τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε ευρέως για τη δημιουργία νέων διαγονιδιακών σειρών 

(Hara et al., 2003; Herrera, 2000; Kellendonk et al., 2000; Postic et al., 1999; Vassar 

and Fuchs, 1991; Zimmerman et al., 1994), ειδικά για ποντικούς οι οποίοι εκφράζουν 

την Cre-ανασυνδυάση. Ο αριθμός των ποντικών που φέρουν το hGH minigene 

σήμερα ξεπερνά τα 200 (Brouwers and Creemers, 2015) [ενδεικτικά, μόνο οι 

διαφορετικοί διαγονιδιακοί ποντικοί που είναι ειδικοί για την έκφραση διαγονιδίων 

στη β-κύτταρα του παγκρέατος είναι τουλάχιστον 22 όπως αναφέρθηκε από τους 

Brouwers et al. (Brouwers et al., 2014)]. 

Ωστόσο, κατά τη διάρκεια των τελευταίων χρόνων υπήρξε ένας αυξανόμενος αριθμός 

δημοσιεύσεων οι οποίες ανέφεραν την έκφραση αυτού του μινι-γονιδίου με 

επακόλουθες επιπτώσεις στο φαινότυπο του ποντικού (Baan et al., 2015; Brouwers et 

al., 2014; Chen et al., 1972a; Declercq et al., 2015; Nuytens et al., 2014; Oropeza et 

al., 2015; Pruniau et al., 2013). Για παράδειγμα η έκφραση του hGH minigene ειδικά 

στα β-κύτταρα του παγκρέατος του ποντικού επηρεάζει αρνητικά τη φυσιολογία του 

β-κυττάρου καθώς και την ομοιόσταση της γλυκόζης και της ινσουλίνης (Baan et al., 
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2015; Brouwers et al., 2014; Chen et al., 1972a; Oropeza et al., 2015). Επιπρόσθετα, η 

έκφραση του hGH minigene στον εγκέφαλο των ποντικών (είτε στον υποθάλαμο είτε 

στην υπόφυση) οδηγεί σε ελλειμματική σωματική αύξηση και σε μεταβολική 

απορρύθμιση μέσω της αλληλεπίδρασής του με τον ενδογενή άξονα εκλυτική ορμόνη 

της αυξητικής ορμόνης (GHRH) – αυξητική ορμόνη (GH) – ινσουλινόμορφος 

αυξητικός παράγοντας 1 (IGF1) (Declercq et al., 2015; Nuytens et al., 2014; Pruniau 

et al., 2013). Το εύρημα ότι η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη μπορεί να συνδεθεί και να 

ενεργοποιήσει τόσο τον υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης του ποντικού όσο και τον 

υποδοχέα της προλακτίνης του ποντικού (PRLR) (Goffin et al., 1996) προσθέτει ένα 

ακόμα επίπεδο πολυπλοκότητας στις επιπτώσεις της μη σχεδιασμένης έκφρασης του 

hGH minigene. 

Δυστυχώς ωστόσο, στη μεγάλη πλειοψηφία των 200 διαγονιδιακών ποντικών που 

αναφέρθηκαν παραπάνω, οι συγγραφείς δεν εξέτασαν την πιθανή έκφραση του hGH 

minigene, και όσοι το έκαναν, δεν εξέτασαν το εάν η παραγόμενη ανθρώπινη 

αυξητική ορμόνη ήταν λειτουργική (Klee et al., 2011; Miyazaki et al., 2010; Postic et 

al., 1999; Sanvito et al., 1995). Επιπλέον, οι δημοσιεύσεις που περιέγραψαν την 

παραγωγή και λειτουργικότητα της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης (η οποία 

προερχόταν από το hGH minigene) μελέτησαν μόνο τις τοπικές της επιπτώσεις στους 

ιστούς στους οποίους εκφραζόταν και δεν αξιολόγησαν τις πιθανές συστηματικές 

επιπτώσεις της κυκλοφορούσας ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης οι οποίες θα 

μπορούσαν να προκύψουν μέσω λιγότερο προβλέψιμων μηχανισμών (Baan et al., 

2015; Brouwers et al., 2014; Chen et al., 1972a; Declercq et al., 2015; Nuytens et al., 

2014; Oropeza et al., 2015; Pruniau et al., 2013). Για το λόγο αυτό, η ‘ασφάλεια’ 

ή/και καταλληλότητα της χρήσης ποντικών που περιέχουν το συγκεκριμένο minigene 

παραμένει αμφισβητήσιμη καθώς μόλις τώρα έχουμε αρχίσει να ανακαλύπτουμε τις 

‘παγίδες’ που σχετίζονται με την τεχνική αυτή η οποία χρησιμοποιείται για πάνω από 

20 χρόνια.   

Έχουμε αποδείξει παλαιότερα ότι η σηματοδότηση του TNF μέσω του υποδοχέα του 

τύπου 1 (TNFR1)  στο μεσέγχυμα είναι επαρκής για να οδηγήσει την παθογένεση της 

νόσου σε μοντέλα ασθενειών για τη Ρευματοειδή Αρθρίτιδα και τη Φλεγμονώδη 

Νόσο του Εντέρου που προσομοιάζει τη νόσο του Crohn σε ποντικούς (Armaka et al., 

2008). Από τους δύο υποδοχείς του TNF οι οποίοι ονομάζονται TNFR1 και TNFR2, 

ο ανθρώπινος TNFR1 μπορεί να αναγνωρίσει τον TNF του ποντικού και το 

αντίστροφο, ενώ αυτό δεν ισχύει για τον TNFR2 (Bossen et al., 2006). Με σκοπό 
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λοιπόν να μελετήσουμε το ρόλο της σηματοδότησης μέσω του TNF-TNFR1 στο 

μεσέγχυμα σε ένα εξανθρωπισμένο περιβάλλον, δημιουργήσαμε τους TgC6hp55 

διαγονιδιακούς ποντικούς οι οποίοι, εκτός του Tnfr1 του ποντικού, εκφράζουν και τον 

TNFR1 του ανθρώπου ειδικά στο μεσέγχυμα υπό τον έλεγχο του υποδοχέα του 

κολλαγόνου6α1 (ή απλούστερα CollagenVI ή ColVI) (Braghetta et al., 1996). Έχει 

αποδειχτεί πρωτύτερα σε διαγονιδιακά έμβρυα ότι ο υποδοχέας του κολλαγόνου VI 

είναι ενεργός στα μεσεγχυματικά κύτταρα σε πολλούς διαφορετικούς ιστούς όπως τα 

σημεία εισόδου των επιφανειακών απονευρώσεων στο δέρμα, οι αρθρώσεις, τα 

νεύρα, οι μεσοσπονδύλιοι δίσκοι, τα μουστάκια, οι σκελετικοί μύες, οι μήνιγγες, οι 

τένοντες, το υποεπιδερμικό μεσέγχυμα, η καρδιά, τα αγγεία, ο λιπώδης ιστός, ο 

χόνδρος, το κεντρικό νευρικό σύστημα και ο αμφιβληστροειδής (έκτοπη έκφραση), 

ενώ υπάρχουν κάποιες ενδείξεις για έκφραση σε άλλους ιστούς όπως οι πνεύμονες, το 

έντερο, ο νεφρός, το περιόστεο, το περιχόνδριο, οι ορογόνοι υμένες, η ουροδόχος 

κύστη (Braghetta et al., 1996). 

Στην παρούσα εργασία δείχνουμε ότι η έκφραση του hGH minigene στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα που εκφράζουν κολλαγόνο VI σε διάφορους ιστούς μπορεί 

να οδηγήσει σε αλλαγές στη φυσιολογία του ποντικού οι οποίες δεν έχουν 

περιγραφεί. Ο εκτενής φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των διαγονιδιακών ποντικών 

TgC6hp55 δεν ανέδειξε στοιχεία αυτόματης φλεγμονής ή/και αυτοανοσίας, αλλά 

αποκάλυψε μια ποικιλία διαταραχών σε πολλές διαφορετικές πλευρές της 

φυσιολογίας όπως η σωματική αύξηση και τα σκελετικά χαρακτηριστικά, αλλά και 

ιστολογικές αλλαγές στο ήπαρ και το λιπώδη ιστό οι οποίες υποδηλώνουν αυξημένη 

αποθήκευση λιπιδίων. Πολλά ευρήματα προσομοιάζουν με τις επιπτώσεις που έχει η 

διαγονιδιακή συστηματική έκφραση της αυξητικής ορμόνης. Η μοριακή μας ανάλυση 

αποκάλυψε την έκφραση του hGH minigene σε διάφορους ιστούς ενώ τα 

φαρμακολογικά μας πειράματα επιβεβαίωσαν την αιτιώδη σχέση μεταξύ της 

παραγόμενης ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης και του παρατηρούμενου φαινοτύπου. 

Τα ευρήματά μας περιγράφουν για πρώτη φορά την πληθώρα των τοπικών ή/και 

συστηματικών επιπτώσεων που μπορεί να έχει το hGH minigene όταν εκφράζεται 

στο μεσέγχυμα.   

2.2. Αποτελέσματα 
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2.2.1. Δημιουργία των διαγονιδιακών ποντικών TgC6hp55 και αξιολόγηση της 

έκφρασης του διαγονιδίου 

Για τη δημιουργία των διαγονιδιακών ποντικών TgC6hp55, ένα τμήμα γενετικού 

υλικού μεγέθους 1.5 χιλιάδων βάσεων το οποίο περιείχε την κωδική αλληλουχία του 

DNA του ανθρώπινου TNFR1 (hTNFR1 coding DNA sequence - CDS) (Buckley et 

al., 1985) εισήχθη αμέσως μετά το 3’ άκρο του μεγέθους 7.5 χιλιάδων βάσεων 

υποκινητή του κολλαγόνου 6(α1) (Braghetta et al., 1996), ακολουθούμενο από το 

μεγέθους 2.1 χιλιάδων βάσεων hGH minigene (Jones et al., 1995) (Εικόνα 1A). Η 

ενσωμάτωση του διαγονιδίου στο γενετικό υλικό των ποντικών επιβεβαιώθηκε με τη 

χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Ένας αρσενικός ποντικός ο 

οποίος βρέθηκε να έχει ενσωματώσει το διαγονίδιο χρησιμοποιήθηκε για την ίδρυση 

και καθιέρωση της διαγονιδιακής σειράς TgC6hp55 (1
ος

 ιδρυτής) (Εικόνα 1Β). 

Έπειτα, ακολουθώντας την ίδια διαδικασία, δημιουργήσαμε ένα δεύτερο ποντικό ο 

οποίος μετέφερε το ίδιο διαγονίδιο (2
ος

 ιδρυτής). Οι δύο αυτές διαγονιδιακές σειρές 

διασταυρώθηκαν για πάνω από 8 γενιές με ποντικούς γενετικού υποβάθρου 

C57BL/6J. Ο υπολογισμός του αριθμού των αντιγράφων των  διαγονιδίων τα οποία 

είχαν εισαχθεί σε κάθε διαγονιδιακή σειρά πραγματοποιήθηκε με ποσοτική PCR 

πραγματικού χρόνου (Q-PCR) και ανέδειξε την ενσωμάτωση 2 αντιγράφων του 

διαγονιδίου στο γονιδίωμα του 1
ου

 ποντικού-ιδρυτή και 14 αντιγράφων στο γονιδίωμα 

του 2
ου

. Παρά τη διαφορά στον αριθμό των αντιγράφων που ενσωματώθηκαν στο 

γονιδίωμα του κάθε ιδρυτή, οι δύο διαγονιδιακές σειρές παρουσίασαν το ίδιο ακριβώς 

βάρος σώματος υποδηλώνοντας ότι η διαφορά στον αριθμό των ενσωματωμένων 

αντιγράφων δεν επηρεάζει τα κύρια φαινοτυπικά χαρακτηριστικά (Εικόνα 1Γ). 

Επομένως, και για να αποφύγουμε τις όποιες έξτρα επιπλοκές λόγω του αυξημένου 

αριθμού ενσωματωμένων αντιγράφων στο 2
ο
 ιδρυτή, εστιάσαμε την ανάλυσή μας 

στον 1
ο
. 

Η ανάλυση με τη χρήση Q-PCR σε διαφορετικούς ιστούς των ποντικών TgC6hp55 

επιβεβαίωσε την έκφραση του ανθρώπινου TNFR1 ως αποτέλεσμα της έκφρασης του 

διαγονιδίου. Υψηλά επίπεδα έκφρασης εντοπίστηκαν στους σκελετικούς μύες και το 

σπλήνα ακολουθούμενα από χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης στο ενδοκοιλιακό λευκό 

λιπώδη ιστό (Λευκό Λίπος) και την καρδιά, οριακή έκφραση στους πνεύμονες, τους 

νεφρούς, τον καφέ λιπώδη ιστό (Καφέ Λίπος), τον εγκέφαλο, τον ειλεό και το κόλον, 

ενώ δεν ανιχνεύθηκε έκφραση (ή ήταν χαμηλότερη από τα όρια ανίχνευσης) στο 

ήπαρ (Εικόνα 1Δ). Ο σκελετικός μυς, η καρδιά και το έντερο, αποτελούν τυπικές 
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θέσεις έκφρασης του κολλαγόνου VI, ενώ οι πνεύμονες, οι νεφροί, το ήπαρ, ο 

εγκέφαλος και ο λιπώδης ιστός έχει επίσης αναφερθεί να εκφράζουν κολλαγόνο VI 

σε κάποιες περιπτώσεις (Armaka et al., 2008; Braghetta et al., 1996). Σε ότι αφορά το 

σπλήνα, παρόλο που δε θεωρείται ως ένας τυπικός ιστός που εκφράζει κολλαγόνο VI, 

έχουμε δείξει πρόσφατα ότι υπάρχουν κύτταρα και σε αυτόν που το εκφράζουν (Chen 

et al., 1972b). Συνολικά, το μοτίβο έκφρασης του διαγονιδίου μας συμφωνεί με τη 

μεσεγχυματική έκφραση του κολλαγόνου VI σε διάφορους ιστούς. 

 

Εικόνα 1. Οι TgC6hp55 ποντικοί εκφράζουν τον ανθρώπινο TNFR1 υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του κολλαγόνου VI και παρουσιάζουν αυξημένο μέγεθος σώματος. 

(A) Το κατασκεύασμα που χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία των TgC6hp55 ποντικών. B) 

Μακροσκοπική σύγκριση αρσενικών και θηλυκών διαγονιδιακών ποντικών με τα άγριου τύπου 

αδέρφια τους στην ηλικία των 3 μηνών. (Γ) Σύγκριση του βάρους σώματος των δύο ποντικών-ιδρυτών 

και των διαγονιδιακών ποντικών που προέρχονται από αυτούς. Σε όλα τα χρονικά σημεία δεν υπάρχει 

καμία στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο καμπυλών. (Δ) Ανάλυση με τη χρήση Q-PCR 

για τον εντοπισμό του mRNA του ανθρώπινου TNFR1 σε διάφορους ιστούς από ν= 3 TgC6hp55 

ποντικούς.  

 

2.2.2.  Οι διαγονιδιακοί ποντικοί TgC6hp55 παρουσιάζουν ενισχυμένη 

σωματική αύξηση συνοδευόμενη από αλλαγές σε διάφορες παραμέτρους  της 

φυσιολογίας τους 

Ο φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των ποντικών TgC6hp55 σε συνεργασία με την 

Γερμανική κλινική German Mouse Clinic (GMC) περιλάμβανε τόσο τη 

μακροσκοπική τους εξέταση όσο και εξετάσεις που αφορούσαν τη μορφολογία των 

οστών και του σκελετού, αιματολογικές και βιοχημικές παραμέτρους, το 

ανοσοποιητικό σύστημα, το νευρικό σύστημα, την αλγαισθησία, τις αλλεργίες, το 

καρδιαγγειακό σύστημα και τη μορφολογία/λειτουργία των οφθαλμών (Shibli-Rahhal 
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and Schlechte, 2009; Ueki et al., 2000). (Πιο αναλυτικά οι παραπάνω εξετάσεις 

περιγράφονται στο τμήμα των Υλικών και Μεθόδων). 

Οι διαγονιδιακοί ποντικοί TgC6hp55 παρουσίασαν ήδη από την ηλικία των 3 

εβδομάδων αυξημένο σωματικό βάρος σε σύγκριση με τα άγριου τύπου αδέρφια τους 

(Εικόνα 2A. Και Συμπληρωματική εικόνα S1) καθώς και αυξημένο μήκος σώματος 

σε τρία διαφορετικά χρονικά σημεία (1 μήνας, 3 μήνες και 11 μήνες) (Εικόνα 2B). Η 

εξέταση του δεξιού μηριαίου οστού με τη χρήση μικρο-αξονικού τομογράφου 

(microCT) έδειξε ότι οι TgC6hp55 ποντικοί είχαν αυξημένο μήκος οστών (Εικόνες 

2Γ και 2Δ). Στα ίδια χρονικά σημεία, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 2E, τα 

περισσότερα όργανα των διαγονιδιακών ποντικών ήταν βαρύτερα από αυτά των 

ποντικών-μαρτύρων. Επιπλέον, όπως φαίνεται στην Εικόνα 2ΣΤ, το 

κανονικοποιημένο βάρος αυτών των οργάνων δε διέφερε σημαντικά από αυτών των 

ποντικών-μαρτύρων, υποδηλώνοντας μια γενικευμένη ενίσχυση της σωματικής 

αύξησης. Μόνο το κανονικοποιημένο βάρος του ενδοκοιλιακού λευκού λιπώδους 

ιστού (Λευκό Λίπος) παρουσιάστηκε αυξημένο στους διαγονιδιακούς ποντικούς, 

υποδηλώνοντας έναν επιπλέον φαινότυπο που προσομοιάζει με παχυσαρκία. Η 

ανάλυση της σύστασης ολόκληρου του σώματος που πραγματοποιήθηκε στην ηλικία 

των 13 εβδομάδων (και επαναλήφθηκε στις 19 εβδομάδες) με τη χρήση ποσοτικού 

Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (qNMR) ανέδειξε αύξηση τόσο στην άλιπη 

μάζα όσο και στη μάζα του λιπώδους ιστού στους διαγονιδιακούς ποντικούς 

(Συμπληρωματική εικόνα S2). Όταν οι μάζες αυτές κανονικοποιήθηκαν ως προς το 

συνολικό βάρος σώματος, η μάζα του λιπώδους ιστού βρέθηκε αυξημένη στους 

διαγονιδιακούς ποντικούς ενώ η άλιπη μάζα βρέθηκε ελαφρώς μειωμένη 

(Συμπληρωματική εικόνα S2). Η περαιτέρω ανάλυση της μάζας του λιπώδους ιστού 

σε συνάρτηση με το βάρος σώματος χρησιμοποιώντας γραμμική παλινδρόμηση (Fig. 

2Ζ) σύμφωνα με τους Packard και Boardman (Dazzi et al., 2006) επιβεβαίωσε το 

αποτέλεσμα ότι το βάρος του συνολικού λιπώδους ιστού ήταν αυξημένο στους 

διαγονιδιακούς ποντικούς.  
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Εικόνα 2. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν ενισχυμένη σωματική αύξηση με κάποια 

επιπλέον χαρακτηριστικά που προσομοιάζουν με παχυσαρκία. 

(A) Καμπύλη βάρους σώματος που πραγματοποιήθηκε σε ν=10 μάρτυρες και ν=10 TgC6hp55 

ποντικούς που προέρχονταν από τον 1
ο
 ιδρυτή. Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν από την ηλικία των 

3 μέχρι και την ηλικία των 72 εβδομάδων. (B) Σύγκριση του μήκους σώματος μεταξύ μαρτύρων και 

TgC6hp55 ποντικών στην ηλικία των 1, 3 και 11 μηνών. Ως μήκος σώματος μετρήσαμε την απόσταση 

από την κορυφή της μύτης του κάθε ποντικού έως τη βάση της ουράς του. Στον 1 μήνα συγκρίναμε 

ν=10 μάρτυρες και ν=10 TgC6hp55 ποντικούς, στους 3 μήνες ν=8 μάρτυρες και ν=8 TgC6hp55 

ποντικούς και στους 11 μήνες ν=7 μάρτυρες και ν=9 TgC6hp55 ποντικούς. (Γ) Σύγκριση του μήκους 

του δεξιού μηριαίου οστού σε (ν=7) μάρτυρες και (ν=6) TgC6hp55 ποντικούς στην ηλικία των 3 

μηνών με τη χρήση μικροαξονικής τομογραφίας. (Δ) Ποσοτικοποίηση των δεδομένων της 

μικροαξονικής τομογραφίας που παρουσιάστηκε στην εικόνα 2Γ). (E) Σύγκριση του βάρους του 

ήπατος, του ενδοκοιλιακού λευκού λιπώδους ιστού, των πνευμόνων (και των δύο), των νεφρών (και 

των δύο) και του σπλήνα μεταξύ των μαρτύρων και TgC6hp55 ποντικών που φαίνονται στην εικόνα 

2B) στην ηλικία των 1, 3 και 11 μηνών. (ΣΤ) Σύγκριση του κανονικοποιημένου βάρους των οργάνων 

που φαίνονται στην εικόνα 2E) εκφρασμένο ως % του βάρους σώματος των ποντικών στην ηλικία των 

1, 3 και 11 μηνών. (Ζ) Ανάλυση γραμμικής παλινδρόμησης του λιπώδους ιστού σε συνάρτηση με τη 

μάζα σώματος σε (ν=30) μάρτυρες και (ν=29) TgC6hp55 ποντικούς στην ηλικία των 13 εβδομάδων. 

Λευκό Λίπος: Ενδοκοιλιακός Λευκός Λιπώδης Ιστός. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή 

(mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM) 

Η 48ωρη έμμεση θερμιδομετρία σε συνδυασμό με την καταγραφή της πρόσληψης 

τροφής αποκάλυψε ότι οι TgC6hp55 ποντικοί από τη μία είναι υπερφαγικοί 

(αυξημένη πρόσληψη ενέργειας) και από την άλλη υπερμεταβολικοί (αυξημένη 

κατανάλωση ενέργειας) (Συμπληρωματική εικόνα S3) με το συνολικό ημερήσιο 

ενεργειακό ισοδύναμό τους (ημερήσια πρόσληψη μεταβολίσιμης ενέργειας μείον την 

ημερήσια κατανάλωση ενέργειας) να είναι θετικό και αυξημένο σε σύγκριση με τους 

ποντικούς-μάρτυρες (Εικόνα 3A). Επιπλέον, η μελέτη της ομοιόστασης της γλυκόζης 
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καθώς και της ευαισθησίας στην ινσουλίνη με την εφαρμογή ενδοπεριτοναϊκής 

Δοκιμασίας Ανοχής στη Γλυκόζη (Εικόνα 3B), ενδοπεριτοναϊκής Δοκιμασίας 

Ανοχής στην Ινσουλίνη (Εικόνα 3Γ) αλλά και υπερινσουλιναιμικής-ευγλυκαιμικής 

καμπύλης [συμπεριλαμβανομένου του Ρυθμού Έγχυσης Γλυκόζης (Εικόνα 3Δ) και 

της Ινσουλινοευαίσθητης Καταστολής της Ηπατικής Παραγωγής Γλυκόζης (Εικόνα 

3E)] αποκάλυψε ότι οι TgC6hp55 ποντικοί εμφάνιζαν αντοχή στην ινσουλίνη. 

Παρ’όλα αυτά, παρέμεναν νορμογλυκαιμικοί υπό φυσιολογικές συνθήκες ηρεμίας 

(Εικόνα 3ΣΤ) εξ’αιτίας της υπερινσουλιναιμίας που επιδείκνυαν και η οποία 

συνοδευόταν από αυξημένη Έκκριση Ινσουλίνης Επαγόμενη από τη Γλυκόζη 

(Εικόνα 3Ζ). Αποτέλεσμα των παραπάνω ήταν η φυσιολογική πρόσληψη γλυκόζης 

από τους σκελετικούς μύες και το λευκό λιπώδη ιστό (Εικόνα 3H). Επίσης, αυτή η 

ενισχυμένη -επαγόμενη από τη γλυκόζη- έκκριση ινσουλίνης μπορεί να εξηγήσει τα 

μειωμένα επίπεδα γλυκόζης αίματος που παρατηρήθηκαν στους TgC6hp55 ποντικούς 

κατά τη διάρκεια της Δοκιμασίας Αντοχής στη Γλυκόζη που φαίνεται στην Εικόνα 

3B. Τέλος, η 48ωρη έμμεση θερμιδομετρία αποκάλυψε μια ενδιαφέρουσα αύξηση 

στην κινητοποίηση υδατανθράκων από τους διαγονιδιακούς ποντικούς κατά τη 

διάρκεια της νύχτας (η περίοδος κατά την οποία τα νυκτόβια ζώα όπως οι ποντικοί 

παρουσιάζουν αυξημένες ενεργειακές ανάγκες), ενώ η αξιοποίηση λιπιδίων δεν ήταν 

επηρεασμένη (Εικόνα 3Θ). Σε συμφωνία με τα μεταβολικά χαρακτηριστικά των 

διαγονιδιακών ποντικών που περιγράψαμε παραπάνω, η ιστολογική τους εξέταση 

εντόπισε μια προοδευτική συσσώρευση λιπιδίων στο ήπαρ των TgC6hp55 ποντικών η 

οποία μάλιστα εξελίχθηκε σε μέτρια μακροοζώδη ηπατική στεάτωση (Εικόνα 4A) 

συνοδευόμενη από μειωμένη ηπατική αποθήκευση γλυκογόνου (Εικόνα 4B) καθώς 

και αυξημένο μέγεθος λιποκυττάρων (Εικόνα 4Γ). Επιπρόσθετα και σε συνάρτηση 

με τα παραπάνω ευρήματα, η ανάλυση στη γονιδιακή έκφραση του ήπατος των 

TgC6hp55 ποντικών αποκάλυψε αλλαγές στην έκφραση γονιδίων που έχουν 

συσχετιστεί λειτουργικά με το μεταβολισμό των λιπιδίων, των υδατανθράκων και των 

πρωτεϊνών, με μεταβολικές νόσους όπως η παχυσαρκία αλλά και με φλεγμονώδεις 

διεργασίες (GSE95345).  

Τέλος, επιπλέον διαφορές σχετιζόμενες με το φαινότυπο που περιγράψαμε παραπάνω 

βρέθηκαν και στη μορφολογία και το μεταβολισμό των οστών (μείζονες διαφορές) 

καθώς και σε αιματολογικές, βιοχημικές και ανοσολογικές παραμέτρους (ελάσσονες 

διαφορές) και φαίνονται στις συμπληρωματικές εικόνες S4-S5.  
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Εικόνα 3. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν αυξημένο ισοζύγιο ενέργειας και παραμένουν 

νορμογλυκαιμικοί παρά τη διαταραγμένη ευαισθησία τους στην ινσουλίνη. 

(A) Σύγκριση του καθημερινού ενεργειακού ισοζυγίου μεταξύ μαρτύρων και TgC6hp55 ποντικών 

(ν=15 μάρτυρες και ν=11 TgC6hp55 ποντικοί). (B) Ενδοπεριτοναϊκή Δοκιμασία Ανοχής στη Γλυκόζη 

που πραγματοποιήθηκε σε ν=16 μάρτυρες και ν=13 TgC6hp55 ποντικούς. Η τιμή p αντιπροσωπεύει τη 

σύγκριση του Εμβαδού Υπό της Καμπύλης μαρτύρων και TgC6hp55 ποντικών. (Γ) Ενδοπεριτοναϊκή 

Δοκιμασία Ανοχής στην Ισνουλίνη που πραγματοποιήθηκε σε μάρτυρες (ν=16) και TgC6hp55 (ν=13) 

ποντικούς. Η τιμή p αντιπροσωπεύει τη σύγκριση του Εμβαδού Υπό της Καμπύλης μεταξύ μαρτύρων 

και TgC6hp55 ποντικών. (Δ) Σύγκριση του Ρυθμού Έγχυσης Γλυκόζης που απαιτείται ώστε να 

διατηρηθεί ευγλυκαιμία στους ποντικούς κατά τη διάρκεια της υπερινσουλιναιμικής-ευγλυκαιμικής 

καμπύλης (ν=7 μάρτυρες και ν=6 TgC6hp55 ποντικοί). (E) Σύγκριση της Ινσουλινο-ευαίσθητης 

Καταστολής της Ενδογενούς Ηπατικής Παραγωγής Γλυκόζης κατά τη διάρκεια της 

υπερινσουλιναιμικής-ευγλυκαιμικής καμπύλης σε ν=8 μάρτυρες και ν=7 TgC6hp55 ποντικούς. (ΣΤ) 

Επίπεδα γλυκόζης αίματος κατά τη βασική περίοδο της υπερινσουλιναιμικής-ευγλυκαιμικής καμπύλης. 

(Ζ) Μέτρηση της Επαγόμενης από τη Γλυκόζη Έκκριση Ινσουλίνης κατά τη διάρκεια της 

Ενδοπεριτοναϊκής Δοκιμασίας Ανοχής στη Γλυκόζη που παρουσιάστηκε στην εικόνα 3Γ. (H) 

Σύγκριση της πρόσληψης γλυκόζης από το σκελετικό μυ (γαστροκνήμιος μυς) και το λευκό λιπώδη 

ιστό (επιδιδυμιδικός λευκός λιπώδης ιστός) σε μάρτυρες (ν=6) και TgC6hp55 (ν=6) ποντικούς. (Θ) 

Σύγκριση της οξείδωσης υδατανθράκων και λιπιδίων κατά τη διάρκεια 48ωρης θερμιδομετρίας σε ν= 

16 μάρτυρες και ν=15 TgC6hp55 ποντικούς. Μόνο οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στην οξείδωση 

των υδατανθράκων ήταν στατιστικά σημαντικές. 
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Εικόνα 4. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις στο ήπαρ και το 

λευκό λιπώδη ιστό τους. 

(A) Ιστοπαθολογική αξιολόγηση της προοδευτικής συσσώρευσης λιπιδίων στο ήπαρ των μαρτύρων 

και των TgC6hp55 ποντικών στην ηλικία των 1, 3 και 11 μηνών (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (B) 

Ιστοπαθολογική σύγκριση του αποθηκευμένου γλυκογόνου στο ήπαρ μαρτύρων και TgC6hp55 

ποντικών στην ηλικία των 3 μηνών (χρώση PAS). (Γ) Ιστοπαθολογική σύγκριση του μεγέθους των 

λιποκυττάρων που προέρχονται από τον ενδοκοιλιακό λευκό λιπώδη ιστό μαρτύρων και TgC6hp55 

ποντικών στην ηλικία των 1, 3 και 11 μηνών (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). N=7-10 μάρτυρες και 

ν=7-10 TgC6hp55 ποντικοί. Οι φωτογραφίες (A) και (Γ) είναι σε μεγέθυνση 200x / κλίμακα=60μm 

ενώ η φωτογραφία (B) είναι σε μεγέθυνση 100x / κλίμακα=100μm. PAS: Χρώση Periodic acid-Schiff. 

 

2.2.3. Ο φαινότυπος των TgC6hp55 ποντικών είναι ανεξάρτητος από τον TNF, 

τον TNFR1 και την ενσωμάτωση του διαγονιδίου   

Για να εξετάσουμε τον τρόπο με τον οποίο η ενσωμάτωση του διαγονιδίου με τον -

καθοδηγούμενο από τον υποκινητή του κολλαγόνου VI- ανθρώπινο TNFRI στο 

γονιδίωμα οδήγησε στο φαινότυπο που περιγράψαμε παραπάνω αρχικά 

προσπαθήσαμε να επιβεβαιώσουμε ότι ο φαινότυπος αυτός εξαρτάται από τη 
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σηματοδότηση μέσω του TNF/TNFR1. Για το σκοπό αυτό διασταυρώσαμε τους 

TgC6hp55 ποντικούς με ποντικούς στους οποίους είτε ο TNF (Tnf 
-/-

 ποντικοί) 

(Pasparakis et al., 1996) είτε ο TRADD (Tradd
D/D

 ποντικοί) (Ermolaeva et al., 2008) 

έχουν απαλειφθεί γενετικά. Στους Tnf 
-/-

 ποντικούς, ο TNF δεν παράγεται κι επομένως 

δεν ενεργοποιεί τον TNFR1, δεδομένου ότι ο TNF είναι ο κύριος συνδέτης που 

προσδένεται και ενεργοποιεί τον TNFR1 [ο οποίος ωστόσο μπορεί να ενεργοποιηθεί 

και από τη Λεμφοτοξίνη α (Campagnoli et al., 2001)]. Επιπλέον, στους Tradd
D/D

 

ποντικούς, ο TRADD ο οποίος αποτελεί το σημαντικότερο κομμάτι των 

περισσοτέρων σηματοδοτικών μονοπατιών κάτω από τον TNFR1 

(συμπεριλαμβανομένης της απόπτωσης και της ενεργοποίησης του NFkB 

μονοπατιού) (Ermolaeva et al., 2008; Wilson et al., 1990) λείπει, κι έτσι, μετά την 

ενεργοποίηση του TFNR1 (είτε του ανθρώπου είτε του ποντικού), αυτά τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια δε μπορούν να ενεργοποιηθούν.  

Προς έκπληξή μας, τόσο οι TgC6hp55Tnf
-/-

 ποντικοί όσο και οι TgC6hp55Tradd
D/D

 

ποντικοί δεν παρουσίασαν ουδεμία βελτίωση του φαινοτύπου. Συνέχισαν να 

εμφανίζουν αυξημένο βάρος (Εικόνες 5A,Γ) και μήκος σώματος (Εικόνες 5B,Δ) 

καθώς και αυξημένο βάρος οργάνων. Επιπλέον, το κανονικοποιημένο -ως % του 

συνολικού βάρους σώματος- βάρος των οργάνων τους δε παρουσίαζε μείζονες 

διαφορές, με εξαίρεση το λευκό λιπώδη ιστό το βάρος του οποίου παρέμενε αυξημένο 

(Συμπληρωματική εικόνα S6). Τέλος, στην ιστολογική εξέταση, παρουσίαζαν 

διήθηση λιπιδίων στο ήπαρ τους και αυξημένο μέγεθος λιποκυττάρων στο λευκό 

λιπώδη ιστό τους (Συμπληρωματική εικόνα S7). Όλα αυτά τα αποτελέσματα 

υποδηλώνουν ότι ο φαινότυπος των TgC6hp55 ποντικών είναι ανεξάρτητος από τη 

σηματοδότηση μέσω του Tnf και του Tnfr1.  

Ένα άλλο σενάριο το οποίο έπρεπε να λάβουμε υπόψη μας και να εξετάσουμε ήταν 

αυτό των πιθανών επιπτώσεων της ενσωμάτωσης του διαγονιδίου στο γονιδίωμα του 

ποντικού. Χρησιμοποιώντας την τεχνική Targeted Locus Amplification (TLA) (de 

Vree et al., 2014), καταφέραμε να αναγνωρίσουμε το μοναδικό σημείο ενσωμάτωσης 

του διαγονιδίου το οποίο βρισκόταν στο χρωμόσωμα 10 και συγκεκριμένα στην 

περιοχή Chr10:77533719-77533707. Επιπρόσθετα, βρήκαμε ότι η ενσωμάτωση αυτή  

διατάραξε τα γονίδια Icoslg και Dnmt3l τα οποία βρίσκονται ακριβώς δίπλα στην 

περιοχή αυτή εξ’αιτίας της απαλοιφής κάποιων από τα εξώνιά τους. Επομένως, για να 

εξακριβώσουμε ότι η ενσωμάτωση του διαγονιδίου στη συγκεκριμένη θέση και οι 

τοπικές διαταραχές που αυτή προκάλεσε στο αρχικό DNA δεν ήταν η αιτία του 
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φαινοτύπου των TgC6hp55 ποντικών, δημιουργήσαμε έναν δεύτερο ποντικό-ιδρυτή 

(όπως περιγράφηκε παραπάνω). Αυτός ο ποντικός επίσης παρουσίαζε τον ίδιο 

φαινότυπο αυξημένου μεγέθους σώματος όπως και ο αρχικός ιδρυτής 

(Συμπληρωματική εικόνα S8), επιβεβαιώνοντας ότι ο TgC6hp55 φαινότυπος δεν 

είναι δευτεροπαθής ως αποτέλεσμα (μονάχα) της ενσωμάτωσης του διαγονιδίου. 

 

Εικόνα 5. Ο φαινότυπος TgC6hp55 είναι πρωτοπαθής και ανεξάρτητος από τον TNF, τον TNFR1 

και τις επιπτώσεις της ενσωμάτωσης του διαγονιδίου. 

(A) Καμπύλη βάρους σώματος των Tnf
+/+

 (ν=12), Tnf 
-/-

(ν=24), TgC6hp55Tnf
+/+

 (ν=12) και 

TgC6hp55Tnf 
-/-

(ν=21) ποντικών. (B) Σύγκριση του μήκους σώματος των Tnf
+/+ 

(ν=6), Tnf 
-/-

(ν=11), 

TgC6hp55Tnf
+/+

(ν=6) και TgC6hp55Tnf 
-/-

(ν=9) ποντικών. (Γ) Καμπύλη βάρους σώματος των 

Tradd
+/+

(ν=15), Tradd 
D/D 

(ν=11), TgC6hp55Tradd
+/+

 (ν=19) και TgC6hp55Tradd 
D/D

(ν=8) ποντικών. 

(Δ) Σύγκριση του μήκους σώματος των Tradd
+/+ 

(ν=8), Tradd 
D/D 

(ν=7), TgC6hp55Tradd
+/+

 (ν=7) και 

TgC6hp55Tradd 
D/D 

(ν=7) ποντικών. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα 

της μέσης τιμής (SEM). 

 

2.2.4. Το hGH minigene εκφράζεται στους TgC6hp55 ποντικούς οδηγώντας σε 

τοπική και συστηματική παραγωγή ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης και 

καταστολή της ενδογενούς αυξητικής ορμόνης 

Καθώς δε φαινόταν να υπάρχει κάποια άλλη πιθανή εξήγηση για τον TgCh6p55 

φαινότυπο, αποφασίσαμε να εξετάσουμε την πιθανότητα να εκφράζεται το  hGH 

minigene. Πράγματι, η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη ανιχνεύθηκε με τη χρήση της 

τεχνικής ELISA στον ορό των TgC6hp55 ποντικών σε επίπεδα περίπου 1.6 ng/mL 

(Εικόνα 6A). Ο περαιτέρω έλεγχος με τη χρήση qPCR σε διάφορους ιστούς εντόπισε 

υψηλά επίπεδα του mRNA της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στον εγκέφαλο (τόσο 

συνολικά σε όλο τον ιστό όσο και στην υπόφυση και τον υποθάλαμο) καθώς επίσης 

κι έκφραση στην καρδιά και το σκελετικό μυ. Οι υπόλοιποι ιστοί που εξετάστηκαν 

(πνεύμονες, νεφροί, σπλήνας, λευκός λιπώδης ιστός, καφέ λιπώδης ιστός, ειλεός και 
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κόλον) παρουσίασαν πολύ χαμηλή έκφραση της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης ενώ 

στο ήπαρ δεν παρατηρήθηκε ουδεμία έκφραση (Εικόνα 6B). Όπως εξηγήσαμε 

νωρίτερα, ο σκελετικός μυς και η καρδιά είναι δύο ιστοί στους οποίους ο υποκινητής 

του κολλαγόνου VI αναμένεται να είναι ενεργός, ενώ η έκφρασή του, ειδικά η έκτοπη 

έκφρασή του στον εγκέφαλο, έχει επίσης περιγραφεί στους υπόλοιπους 

ιστούς(Armaka et al., 2008; Braghetta et al., 1996). Τα αποτελέσματα αυτά 

υποδηλώνουν ότι η έκφραση του hGH minigene ελέγχεται από τον υποκινητή του 

κολλαγόνου VI. Το γεγονός ότι το μοτίβο έκφρασης του hGH minigene δεν είναι 

πανομοιότυπο με αυτό του TNFR1 θα μπορούσε να εξηγηθεί από την πιθανά 

διαφορετική ρύθμιση της έκφρασης και επεξεργασίας του mRNA των hTNFR1 και 

hGH στους διάφορους ιστούς. Για παράδειγμα, ενώ το mRNA του hTNFR1 είναι 

γνωστό ότι ρυθμίζεται ελάχιστα στο επίπεδο της σταθερότητας του mRNA, υπάρχουν 

ενδείξεις που υποδηλώνουν ότι το mRNA του hGH ακολουθεί πιο περίπλοκα 

πρότυπα ρύθμισης για παράδειγμα στον εγκέφαλο (Jones et al., 1995). 

Τέλος, όπως έχει αναφερθεί και σε άλλες διαγονιδιακές σειρές ποντικών(Declercq et 

al., 2015; Nuytens et al., 2014; Pruniau et al., 2013), η έκφραση της ανθρώπινης 

αυξητικής ορμόνης στον εγκέφαλο και ειδικά στην υπόφυση και τον υποθάλαμο των 

TgC6hp55 ποντικών οδήγησε σε μια κατά 50% μείωση της παραγωγής της 

ενδογενούς αυξητικής ορμόνης (του ποντικού) από την υπόφυσή τους (Εικόνα 6Γ). 

 

Εικόνα 6. Εντοπισμός της έκφρασης του hGH minigene στους TgC6hp55 ποντικούς. 

(A) Εντοπισμός της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στον ορό των TgC6hp55 ποντικών με τη χρήση 

της τεχνικής ELISA (ν=10 μάρτυρες και ν=10 TgC6hp55 ποντικοί). (B) Q-PCR ανάλυση για τον 

εντοπισμό του mRNA της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης σε διάφορους ιστούς σε 3 TgC6hp55 

ποντικούς. Λευκό Λίπος: Ενδοκοιλιακός Λευκός Λιπώδης Ιστός· Καφέ Λίπος: Καφέ Λιπώδης Ιστός. 

(Γ) Σύγκριση με τη χρήση Q-PCR της ενδογενούς αυξητικής ορμόνης που παράγεται στην υπόφυση 

μαρτύρων (ν=6) και TgC6hp55 (ν=6) ποντικών στην ηλικία των 2,5 μηνών. Τα δεδομένα απεικονίζουν 

τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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2.2.5. Η φαρμακολογική παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω της αυξητικής 

ορμόνης αντιστρέφει τα περισσότερα από τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των 

TgC6hp55 ποντικών 

Για να εξετάσουμε εάν η έκφραση της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης εμπλέκεται 

αιτιολογικά στην ανάπτυξη του TgC6hp55 φαινοτύπου, χρησιμοποιήσαμε έναν 

ανταγωνιστή του υποδοχέα της αυξητικής ορμόνης (πεγβισομάντη ή pegvisomant ή 

PegV). Το αντίσωμα αυτό μπλοκάρει φαρμακολογικά τη σηματοδότηση μέσω της 

αυξητικής ορμόνης μέσω της σύνδεσής του με τον υποδοχέα της και την 

παρεμπόδιση της πρόσδεσής της σε αυτόν (Charbord et al., 1996). Αρχικά, χωρίσαμε 

τους ποντικούς σε 4 διαφορετικές ομάδες: ποντικοί μάρτυρες στους οποίους 

χορηγήθηκε PegV (wt+PegV), ποντικοί μάρτυρες στους οποίους χορηγήθηκε 

αλατούχος ορός (wt+ορός), TgC6hp55 ποντικοί στους οποίους χορηγήθηκε PegV 

(TgC6hp55+PegV) και TgC6hp55 ποντικοί στους οποίους χορηγήθηκε αλατούχος 

ορός (TgC6hp55+ορός). Ξεκινώντας από την ηλικία των 20 ημερών (ακριβώς πριν οι 

TgC6hp55 ποντικοί αρχίσουν να εμφανίζουν διαφορά στο βάρος σώματος), το σχήμα 

χορήγησης -το οποίο είχε ως σκοπό την πρόληψη της εμφάνισης του φαινοτύπου- 

περιελάμβανε τη χορήγηση του φαρμάκου (ή του ορού) 3 φορές την εβδομάδα. Για 

να επιβεβαιώσουμε τη δραστικότητα και την αποτελεσματικότητα της πεγβισομάντης 

στην παρεμπόδιση της σηματοδότησης της μέσω αυξητικής ορμόνης μετρήσαμε τα 

επίπεδα του IGF-1 (Baker et al., 1992; Palmiter et al., 1983; Stewart et al., 1992) στον 

ορό και των 4 ομάδων. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 7A, και οι δύο ομάδες στις 

οποίες χορηγήθηκε το PegV παρουσίασαν μείωση στα κυκλοφορούντα επίπεδα του 

IGF-1, επιβεβαιώνοντας την αποτελεσματικότητα του φαρμάκου. Μετά από 4 

βδομάδες θεραπείας, οι ποντικοί της ομάδας TgC6hp55+PegV ήταν παρόμοιοι με 

αυτούς της ομάδας wt+ορός σε ότι αφορά το βάρος και το μήκος σώματος, ενώ ήταν 

σημαντικά μικρότεροι από αυτούς της ομάδας TgC6hp55+ορός (Εικόνες 7B,Γ). 

Αναφορικά με τα απόλυτα και τα κανονικοποιημένα βάρη των οργάνων τους 

(Εικόνες 7Δ,E), τα αποτελέσματα δε μας οδήγησαν σε κάποιο συμπέρασμα, καθώς 

κάποια όργανα (όπως το ήπαρ ή οι πνεύμονες) δε μεγάλωσαν τόσο πολύ στην ομάδα 

στην οποία χορηγήθηκε το PegV σε σύγκριση με την ομάδα στην οποία χορηγήθηκε 

ορός, ενώ άλλα (όπως ο λευκός λιπώδης ιστός) μεγάλωσαν περισσότερο. Πιθανότατα, 

στην τόσο νεαρή αυτή ηλικία στην οποία εξετάσαμε τους ποντικούς οι διαφορές δεν 

είναι ακόμη τόσο μεγάλες, κι επίσης ίσως να απαιτείται μεγαλύτερη διάρκεια 

θεραπείας ώστε να επηρεαστεί σημαντικά το μέγεθος των οργάνων. Ωστόσο, δε 

μπορούμε να αποκλείσουμε τη μικρή πιθανότητα η αποτελεσματικότητα του PegV 
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ή/και κάποια κομμάτια του TgC6hp55 φαινοτύπου να είναι ανεξάρτητα από την 

αυξητική ορμόνη  και να αποδίδονται σε άλλους μηχανισμούς όπως η έκφραση και 

δράση του ανθρώπινου TNFR1 μέσω του διαγονιδίου ή άλλες περίπλοκες επιπτώσεις 

της ενσωμάτωσης αυτού στο γονιδίωμα. Τέλος, η παρεμπόδιση της σηματοδότησης 

μέσω της αυξητικής ορμόνης στην ομάδα TgC6hp55+PegV απέτρεψε την αυξημένη 

εναπόθεση λιπιδίων στο ήπαρ των ποντικών αυτών το οποίο φαινόταν απολύτως 

φυσιολογικό (Εικόνα 7ΣΤ). Στο λευκό λιπώδη ιστό, τα λιποκύτταρα αυτών των 

ποντικών, παρόλο που ήταν μεγαλύτερα από αυτά της ομάδας wt+ορός, ήταν 

σημαντικά μικρότερα από αυτά της ομάδας TgC6hp55+ορός (Εικόνες 7Ζ,H). 

Συνολικά όλα τα παραπάνω δεδομένα επιβεβαιώνουν ότι η ανάπτυξη των κύριων 

φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των TgC6hp55 ποντικών μπορεί να προληφθεί από 

την παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω της αυξητικής ορμόνης, υποδηλώνοντας 

ότι η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη παίζει καίριο ρόλο στην ανάπτυξη του TgC6hp55 

φαινοτύπου.  

Επιπλέον, είναι γνωστό ότι η αυξητική ορμόνη μπορεί να δράσει τόσο τοπικά μέσω 

αυτοκρινών/παρακρινών οδών όσο και συστηματικά είτε άμεσα είτε έμμεσα μέσω 

του IGF-1 (Daughaday et al., 1972; Woychik and Alagramam, 1998). Γι’αυτό το λόγο 

χρησιμοποιήσαμε τα κυκλοφορούντα επίπεδα του IGF-1 ως δείκτη πιθανών 

συστηματικών επιδράσεων τη ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης (Baker et al., 1992). 

Όπως φαίνεται ξανά στην εικόνα 7A, οι διαγονιδιακοί ποντικοί είχαν τα ίδια επίπεδα 

IGF-1 στον ορό τους με αυτά των μαρτύρων τους. Αυτό το εύρημα σημαίνει ότι η 

κυκλοφορούσα ανθρώπινη αυξητική ορμόνη ασκεί τις δράσεις της είτε ανεξάρτητα 

από τον παραγόμενο στο ήπαρ IGF-1 είτε μέσω της τοπικής παραγωγής και δράσης 

της σε διάφορους ιστούς είτε μέσω και των δύο μηχανισμών. 
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Εικόνα 7. Η φαρμακολογική παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω της αυξητικής ορμόνης 

αντιστρέφει τα περισσότερα από τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των TgC6hp55 ποντικών. 

4 ομάδες ποντικών: 8 μάρτυρες έλαβαν αλατούχο ορό, 8 μάρτυρες έλαβαν πεγβισομάντη (PegV), 8 

TgC6hp55 έλαβαν αλατούχο ορό και 8 TgC6hp55 έλαβαν πεγβισομάντη PegV. (A) Επίπεδα Igf-1 στον 

ορό και των 4 ομάδων. (B) Καμπύλη βάρους σώματος. Τα * αντιπροσωπεύουν τη σύγκριση μεταξύ της 

ομάδας TgC6hp55+ορός και της ομάδας TgC6hp55+PegV. (Γ) Σύγκριση μήκους σώματος. (Δ) 

Σύγκριση του βάρους του ήπατος, του ενδοκοιλιακού λευκού λιπώδους ιστού (λευκό λίπος), των 

πνευμόνων (και των δύο), των νεφρών (και των δύο) και του σπλήνα μεταξύ των 4 ομάδων. (E) 

Σύγκριση του κανονικοποιημένου βάρους των οργάνων από την εικόνα 7Δ) εκφρασμένο ως % του 

βάρους σώματος των ποντικών. (ΣΤ) Ιστοπαθολογική αξιολόγηση της συσσώρευσης λιπιδίων στο 

ήπαρ και των τεσσάρων ομάδων (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (Ζ) Ιστοπαθολογική σύγκριση του 

μεγέθους των λιποκυττάρων από τον ενδοκοιλιακό λευκό λιπώδη ιστό  και των τεσσάρων ομάδων 

(χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (H) Ποσοτικοποίηση του μεγέθους των λιποκυττάρων που 

παρουσιάστηκαν στην εικόνα 7ΣΤ. Οι φωτογραφίες (ΣΤ) και (Ζ) είναι σε μεγέθυνση 200x / 

κλίμακα=60μm. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής 

(SEM). 
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2.3. Συζήτηση 

Παρόλο που δεν είναι η πρώτη φορά που το hGH minigene έχει βρεθεί να εκφράζεται 

σε μια διαγονιδιακή σειρά ποντικών (Baan et al., 2015; Brouwers et al., 2014; Chen et 

al., 1972a; Declercq et al., 2015; Nuytens et al., 2014; Oropeza et al., 2015; Pruniau et 

al., 2013), με αυτή μας τη δουλειά παρέχουμε πρωτότυπες αποδείξεις για τις 

επιδράσεις της έκφρασης αυτής όταν αυτή καθοδηγείται από το μεσεγχυματικό 

υποκινητή του κολλαγόνου VI. Όπως φαίνεται και στον πίνακα 1, μέχρι σήμερα, η 

‘απρόσμενη’ έκφραση του hGH minigene και οι συνέπειές της στο φαινότυπο των 

ποντικών έχει μελετηθεί και περιγραφεί μόνο σε λίγες γραμμές ποντικών οι οποίες 

χρησιμοποίησαν υποκινητές ειδικούς είτε για το πάγκρεας είτε για το ήπαρ είτε για το 

νευρικό σύστημα και γι’αυτό οδήγησε σε μια λιγότερο ή περισσότερο περιορισμένη 

έκφραση της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης σε συγκεκριμένες περιοχές όπως ο 

εγκέφαλος και τα νησίδια του παγκρέατος. Από την άλλη πλευρά, στη δική μας 

διαγονιδιακή σειρά, την TgC6hp55, το hGH minigene βρέθηκε να εκφράζεται σε μια 

σειρά ιστούς υπό τον έλεγχο του υποκινητή του κολλαγόνου VI και είναι η πρώτη 

φορά, απ’όσο γνωρίζουμε, που η έκφραση του hGH minigene περιγράφεται να οδηγεί 

σε ενισχυμένη σωματική αύξηση καθώς και μια πληθώρα αλλαγών σε ποικίλες 

παραμέτρους της φυσιολογίας του ποντικού όπως αναφέραμε νωρίτερα. 

Επιπρόσθετα, με τη φαρμακολογική παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω της 

αυξητικής ορμόνης παρουσιάζουμε άμεσες αποδείξεις για την αιτιολογική σχέση 

μεταξύ της έκφρασης του hGH minigene και του παρατηρούμενου φαινοτύπου.  

Σε κάποιες από τις μελέτες που αναφέρονται στον πίνακα 1, η τοπική έκφραση του 

hGH minigene στην υπόφυση και τον υποθάλαμο ποντικών οδήγησε σε μειωμένη 

σωματική αύξηση εξ’αιτίας της καταστολής της ενδογενούς παραγωγής αυξητικής 

ορμόνης (Declercq et al., 2015; Nuytens et al., 2014; Pruniau et al., 2013), ενώ στα 

υπόλοιπα, στα οποία το minigene δεν εκφραζόταν στον εγκέφαλό τους, δεν 

παρατηρήθηκαν αλλαγές στο μέγεθος του σώματος (Baan et al., 2015; Brouwers et 

al., 2014; Oropeza et al., 2015). Ένα σημαντικό ζήτημα το οποίο δε διευκρινίζεται 

στις περισσότερες από τις προαναφερθείσες μελέτες (Brouwers et al., 2014; Chen et 

al., 1972a; Declercq et al., 2015; Oropeza et al., 2015; Pruniau et al., 2013) είναι το 

εάν η τοπικά παραγόμενη ανθρώπινη αυξητική ορμόνη καταφέρνει να βγει στη 

συστηματική κυκλοφορία ή όχι. Οι 2 μελέτες που εξέτασαν το ζήτημα αυτό δεν 
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κατάφεραν να ανιχνεύσουν την ανθρώπινη αυξητική ορμόνη στην κυκλοφορία (Baan 

et al., 2015; Nuytens et al., 2014).   

Πίνακας 1. Άλλες δημοσιεύσεις που μελέτησαν τις επιπτώσεις της έκφρασης του  hGH. 

Δημοσίευση 
Γραμμή 

ποντικών 
Ειδική για 

Σημείο 

έκφρασης 

Ανθρώπινη 

αυξητική 

ορμόνη στον 

ορό 

Μέθοδος 

ανίχνευσης 

Επιπτώσεις που 

αποδίδονται στην 

ανθρώπινη 

αυξητική ορμόνη 

Pruniau et al. 2013 AlfpCre 
Ηπατοκύτ-

ταρα 

Υποθάλαμος, 

υπόφυση 

Δεν 

εξετάστηκε 
Q-PCR, ELISA 

Ηπατική 

στεάτωση, 

μειωμένη αύξηση 

Nuytens et al. 2014 Nbea+/-GH240B Μη ειδική 
Υποθάλαμος, 

υπόφυση 
Όχι 

Q-PCR, WB, 

ELISA, IF 

Μειωμένη 

αύξηση, 

παχυσαρκία 

Browers et al. 2014 Pdx1CreLate 

α και β 

κύτταρα του 

παγκρέατος 

β κύτταρα του 

παγκρέατος 

Δεν 

εξετάστηκε 

Q-PCR, WB, 

IHC 
Τροποποιημένη 

φυσιολογία των β 

κυττάρων και της 

ρύθμισης της 

γλυκόζης και της 

ινσουλίνης 

Browers et al. 2014 

MIPCre, 

RIPCre 

β κύτταρα 

του 

παγκρέατος 

β κύτταρα του 

παγκρέατος 

Δεν 

εξετάστηκε 

Q-PCR, WB, 

IF 

Baan et al. 2015 MIPFoxM1 

β κύτταρα 

του 

παγκρέατος 

β κύτταρα του 

παγκρέατος 
Όχι 

Q-PCR, WB, 

ELISA 

Τροποποιημένη 

φυσιολογία των β 

κυττάρων 

Declercq et al. 2015 NestinCre 
Νευρικό 

σύστημα 

Υποθάλαμος, 

υπόφυση 

Δεν 

εξετάστηκε 
Q-PCR, ELISA 

Υποϋποφυσισμός,

μειωμένη αύξηση, 

ηπατική 

στεάτωση, 

Συμπεριφορικά 

προβλήματα 

Oropeza et al. 2015, 

Carboneau et al. 2016 
MIPCreERT1Lphi 

β κύτταρα 

του 

παγκρέατος 

β κύτταρα του 

παγκρέατος, 

υποθάλαμος 

Δεν 

εξετάστηκε 
Q-PCR, WB 

Τροποποιημένη 

φυσιολογία των β 

κυττάρων και της 

ρύθμισης της 

γλυκόζης και της 

ινσουλίνης 

WB: Αποτύπωση κατά Western· IHC: Ανοσοϊστοχημεία· IF: Ανοσοφθορισμός 

Είναι ενδιαφέρον ωστόσο το γεγονός ότι οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσίαζαν 

αυξημένο μέγεθος σώματος χωρίς να εμφανίζουν αλλαγές στα συστηματικά επίπεδα 

του Igf-1, παρά την κατά τουλάχιστον 50% μείωση της ενδογενούς αυξητικής 

ορμόνης. Κάτι τέτοιο θα μπορούσε να εξηγηθεί μέσω είτε των τοπικών επιπτώσεων 

της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης είτε των συστηματικών δράσεων της 

κυκλοφορούσας ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης είτε μέσω και των δύο μηχανισμών. 

Από τη μία μεριά έχει δειχτεί ότι η αυξητική ορμόνη μπορεί να δρα τόσο τοπικά όσο 
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και συστηματικά χωρίς να αλλάζει τα επίπεδά του Igf-1 στον ορό (Baker et al., 1992; 

Stewart et al., 1992). Από την άλλη μεριά, η τοπικά παραγόμενη αυξητική ορμόνη, 

ακόμη κι αν έχει πρόσβαση στη συστηματική κυκλοφορία, μπορεί να μην εμφανίζει 

καμία συστηματική επίδραση (Baker et al., 1992). Οι περισσότεροι ιστοί που 

εξετάστηκαν στους TgC6hp55 ποντικούς έδωσαν θετικό σήμα για την έκφραση της 

ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης, κάτι το οποίο υποδηλώνει τοπική δραστικότητα 

αυτής. Επιπλέον, τα κυκλοφουρούντα επίπεδά της δεν εμφανίζονται αρκετά υψηλά 

ώστε να αυξήσουν τα συστηματικά επίπεδα του Igf-1. Ωστόσο, φαίνεται πως ακόμη 

κι έτσι, η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη έχει κάποιες συστηματικές επιδράσεις όπως 

για παράδειγμα στο ήπαρ όπου δε βρέθηκε να παράγεται τοπικά. Επομένως, κατά 

πάσα πιθανότητα, στους TgC6hp55 ποντικούς η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη δρα 

κυρίως σε τοπικό επίπεδο, με κάποιες επιπλέον επιπτώσεις της να αποδίδονται και σε 

συστηματική δράση αυτής. Φυσικά όλες αυτές οι υποθέσεις είναι πολύ 

ενδιαφέρουσες για να μελετηθούν σε δεύτερο χρόνο. 

Ένα άλλο ενδιαφέρον χαρακτηριστικό των TgC6hp55 ποντικών το οποίο μελετήσαμε 

και περιγράψαμε ενδελεχώς είναι η διαταραγμένη ευαισθησία στην ινσουλίνη καθώς 

και ο (διαταραγμένος) μεταβολισμός των υδατανθράκων. Διαγονιδιακοί ποντικοί οι 

οποίοι εκφράζουν το hGH minigene επίσης παρουσίασαν ανάλογες διαταραχές (Baan 

et al., 2015; Brouwers et al., 2014; Chen et al., 1972a; Oropeza et al., 2015). Ωστόσο, 

αυτοί οι ποντικοί εξέφραζαν το hGH minigene στα νησίδια του παγκρέατος ή πιο 

εξειδικευμένα στα β-κύτταρα των νησιδίων, καθιστώντας έτσι πολύ πιο εύκολο για 

την ανθρώπινη αυξητική ορμόνη να αλληλεπιδράσει άμεσα μέσω 

αυτοκρινών/παρακρινών μονοπατιών με την παραγωγή της ινσουλίνης. Επιπρόσθετα, 

είναι γνωστό ότι η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη μπορεί να προσδεθεί και να 

ενεργοποιήσει και τον υποδοχέα της προλακτίνης (Goffin et al., 1996) κι επομένως να 

μιμηθεί την επίδραση των λακτογόνων στα β-κύτταρα του παγκρέατος του ποντικού 

(Parsons et al., 1995). Επίσης, σε συμφωνία και με προηγούμενες μελέτες (Brouwers 

et al., 2014), βρήκαμε αυξημένη έκφραση σεροτονίνης στα παγκρεατικά νησίδια των 

TgC6hp55 ποντικών (Συμπληρωματική εικόνα S9). Καθώς η σεροτονίνη 

χρησιμοποιείται ως δείκτης της ενεργοποίησης του υποδοχέα της προλακτίνης στο 

πάγκρεας (Goyvaerts et al., 2016; Schraenen et al., 2010), αυτό το εύρημα 

υποδηλώνει ότι τουλάχιστον στο πάγκρεας των TgC6hp55 ποντικών, η ανθρώπινη 

αυξητική ορμόνη προσδένεται και ενεργοποιεί και τον υποδοχέα της προλακτίνης. 

Επομένως, κάποιες από τις επιπτώσεις της που περιγράφηκαν παραπάνω σχετικά με 



 

117 

 

το μεταβολισμό των υδατανθράκων μπορούν να εξηγηθούν μέσω αυτού του 

μηχανισμού (Brouwers et al., 2014). 

Επιπλέον, η ενεργοποίηση του υποδοχέα της προλακτίνης από την ανθρώπινη 

αυξητική ορμόνη θα μπορούσε να εξηγήσει και κάποια άλλα φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά των TgC6hp55 ποντικών όπως η ηπατομεγαλία (Buckley et al., 1985; 

Chen et al., 1972a; Chen et al., 1972b), ενώ έρχεται σε αντίθεση με άλλα ευρήματα 

από τους ποντικούς αυτούς όπως για παράδειγμα η αυξημένη οστική πυκνότητα και η 

αυξημένη μάζα λιπώδους ιστού (Ling et al., 2000; Shibli-Rahhal and Schlechte, 

2009). Ωστόσο, το γεγονός ότι ο φαρμακολογικός αποκλεισμός του υποδοχέα της 

αυξητικής ορμόνης ανέστρεψε τα περισσότερα από τα κύρια φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά των TgC6hp55 ποντικών (ενισχυμένη σωματική αύξηση, ηπατική 

στεάτωση, αυξημένο μέγεθος λιποκυττάρων κλπ.), υποδηλώνει ότι οι κύριες δράσεις 

της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης μέσω των οποίων καθοδηγεί τον TgC6hp55 

φαινότυπο πραγματοποιούνται μέσω αυτού του υποδοχέα, ενώ ο υποδοχέας της 

προλακτίνης παίζει έναν πιο δευτερεύοντα ρόλο. Πάρα ταύτα, θα ήταν ενδιαφέρον να 

απαντηθεί αυτό το ερώτημα με μεγαλύτερη λεπτομέρεια σε μελλοντικές μελέτες. 

Επιπρόσθετα, οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσίασαν έναν ενδιαφέροντα φαινότυπο 

αυξημένης πρόσληψης τροφής σε συνδυασμό με αυξημένο μεταβολικό ρυθμό καθώς 

και μια ιδιαίτερη προτίμηση στην κινητοποίηση υδατανθράκων με σκοπό την κάλυψη 

των αυξημένων ενεργειακών τους αναγκών κατά τις νυκτερινές ώρες, φαινότυπος ο 

οποίος δεν έχει περιγραφεί ξανά στο παρελθόν σε συνάρτηση με το hGH minigene. 

Οι διαγονιδιακοί ποντικοί που εκφράζουν το hGH minigene και εν συνεπεία 

εμφανίζουν μείωση της ενδογενώς παραγόμενης αυξητικής ορμόνης αλλά και 

μειωμένη σωματική ανάπτυξη (όπως περιγράψαμε παραπάνω) (Declercq et al., 2015; 

Nuytens et al., 2014; Pruniau et al., 2013) παρουσιάζουν επίσης διαταραχές στο 

μεταβολισμό των λιπιδίων (αυξημένα τριγλυκερίδια, αυξημένη μάζα λιπώδους ιστού, 

ηπατική στεάτωση και απορρυθμισμένη έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στο 

μεταβολισμό των λιπιδίων) παρόμοιες με τα δικά μας ευρήματα, παρά το αυξημένο 

μέγεθος σώματος των TgC6hp55 ποντικών (Yakar et al., 1999). Ωστόσο, τα ίδια 

χαρακτηριστικά έχουν περιγραφεί νωρίτερα στα πλαίσια της αντοχής στην ινσουλίνη 

ή/και της παχυσαρκίας (Boren et al., 2013; Wilcox, 2005) όπως για παράδειγμα σε 

διαγονιδιακούς ποντικούς που υπερεκφράζουν τη χοιρινή αυξητική ορμόνη στο 

κεντρικό νευρικό τους σύστημα με αποτέλεσμα να εμφανίζουν παχυσαρκία λόγω 
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υπερφαγίας (Bohlooly et al., 2005). Αυτός ο μηχανισμός (της παχυσαρκίας που 

προκύπτει λόγω της υπερφαγίας) θα μπορούσε να εξηγήσει τα ευρήματα της 

αυξημένης μάζας του λιπώδους ιστού στους TgC6hp55 ποντικούς και θα μπορούσε 

να αποτελεί μια νέα δευτερογενή ‘παρενέργεια’ της έκφρασης του hGH minigene 

στον εγκέφαλο. Φυσικά δε μπορούμε να αποκλείσουμε επιπλέον τοπικές επιδράσεις 

της τοπικά παραγόμενης (έστω και σε πολύ χαμηλά επίπεδα) ανθρώπινης αυξητικής 

ορμόνης στο λευκό λιπώδη ιστό, καθώς η υπάρχουσα βιβλιογραφία γύρω από το 

συγκεκριμένο ζήτημα ακόμη δεν έχει καταλήξει σε κάποιο συμπέρασμα (Berryman et 

al., 2004; Fleenor et al., 2006; Kawai et al., 2007). Τέλος, οι υπόλοιπες αλλαγές που 

παρατηρήθηκαν κατά τη σκελετική, βιοχημική και αιματολογική εξέταση των 

TgC6hp55 ποντικών επίσης δεν έχουν περιγραφεί ξανά στο παρελθόν σε συνάρτηση 

με την έκφραση του hGH minigene.  

Όλα μαζί τα αποτελέσματα της ανάλυσής μας δείχνουν ότι η μη σχεδιασμένη 

έκφραση του hGH minigene, εάν/όταν συμβαίνει και σε συνάρτηση με το πλαίσιο στο 

οποίο δρα, μπορεί να έχει μια πληθώρα επιπτώσεων οι οποίες μπορεί να 

περιορίζονται στον ιστό στον οποίο γίνεται η έκφραση, αλλά μπορεί και να 

ξεπερνούν τα όρια αυτού. Πιο εξειδικευμένα, δείξαμε ότι η τοπική έκφραση αυτού 

του minigene στα μεσεγχυματικά κύτταρα που εκφράζουν το κολλαγόνο VI μπορεί 

να επηρεάσει ποικίλες παραμέτρους της φυσιολογίας του ποντικού όχι μόνο τοπικά 

αλλά και συστηματικά. Ωστόσο, δε μπορούμε με ασφάλεια να διακρίνουμε ποια από 

τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που περιγράφηκαν στους TgC6hp55 ποντικούς 

μπορούν να αποδοθούν πρωτοπαθώς στην έκφραση του hGH minigene και ποια είναι 

δευτεροπαθή ως αποτέλεσμα της γενικά ενισχυμένης αύξησης των ποντικών αυτών. 

Τα αποτελέσματα της μελέτης μας αυτής  μαζί με τα αποτελέσματα άλλων 

πρόσφατων μελετών, υπογραμμίζουν τη σημασία για όσους χρησιμοποιούμε το hGH 

minigene στο μοντέλα ποντικών μας να εξετάζουμε εάν αυτό εκφράζεται ή όχι καθώς 

και τις πιθανές επιπτώσεις που μπορεί να έχει στους περιγραφόμενους φαινοτύπους, 

καθώς η απουσία εμφανών αλλαγών μεγέθους δε σημαίνει απαραίτητα ότι το 

minigene δεν εκφράζεται. Τέλος, θα ήταν σημαντικό να εξετάζουμε αυτούς τους 

ποντικούς με μια πιο συστηματική προσέγγιση και να μην εστιάζουμε μόνο τοπικά, 

καθώς, όπως δείξαμε και στην παρούσα εργασία, οι ‘παρενέργειες’ της έκφρασης του 

hGH minigene μπορεί να μην περιορίζονται πάντα σε τοπικό επίπεδο.  
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2.4. Υλικά και μέθοδοι 

2.4.1. Ποντικοί 

Όλοι οι ποντικοί αναθράφηκαν και διατηρήθηκαν σε C57BL/6J γενετικό υπόβαθρο 

στις ζωικές εγκαταστάσεις του Ερευνητικού Κέντρου Βιοϊατρικών Επιστημών 

‘Αλέξανδρος Φλέμιγκ’ κάτω από ειδικές συνθήκες χωρίς παθογόνα. Τα πειράματα 

εγκρίθηκαν από την αρμόδια Επιτροπή Αξιολόγησης Πρωτοκόλλων σε συνεργασία 

με τη Διεύθυνση της Κτηνιατρικής Υπηρεσίας της Ελληνικής Δημοκρατίας της 

Περιφέρειας Αττικής σύμφωνα με όλη την ισχύουσα Ευρωπαϊκή και εθνική 

νομοθεσία και πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με όλες τις σχετικές οδηγίες και 

κανονισμούς. Όλοι οι ποντικοί στεγάζονταν σε πρότυπα κλουβιά (με πριονίδι για 

υπόστρωμα) σε 12ωρο κύκλο ημέρας/νύκτας και ταΐζονταν με πρότυπη τροφή για 

τρωκτικά. 

2.4.2. Δημιουργία των διαγονιδιακών ποντικών TgC6hp55  

Η διαδικασία για τη δημιουργία των TgC6hp55 ποντικών έχει περιγραφεί στο 

κομμάτι των Αποτελεσμάτων. Η προπυρηνική ένεση του διαγονιδίου σε 

γονιμοποιημένα (C57BL/6JXCBA/J)F2 ωοκύτταρα πραγματοποιήθηκε στη Μονάδα 

Διαγένεσης του Ε.ΚΕ.Β.Ε. Αλέξανδρος Φλέμιγκ. Ο υποκινητής του 

κολλαγόνουVI(a1) ήταν μια ευγενική χορηγία του G. Bressan (University of Padova, 

Padova, Italy) (Braghetta et al., 1996). Η κωδική αλληλουχία DNA του ανθρώπινου 

TNFR1 ήταν μια ευγενική χορηγία του D. Wallach (The Weizmann Institute of 

Science, Rehovot, Israel) (Buckley et al., 1985). Το hGH minigene ήταν μια ευγενική 

χορηγία του R. Perlmutter (Howard Hughes Medical Institute, University of 

Washington, Washington, USA) (Jones et al., 1995). Για τη γονοτύπηση των 

ποντικών, οι εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε ήταν: Πρόσθιος: AGG AAA TGG GTC 

AGG TGG AG και Ανάστροφος: CTC AAT CTG GGG TAG GCA CA. Οι συνθήκες 

πραγματοποίησης της PCR ήταν οι ακόλουθες: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων 

του DNA με τους εκκινητές για 30 δευτερόλεπτα στους 66
o
C με μείωση κατά 1

o
C 

ανά κύκλο μέχρι τους 57
o
C και μετά στους 57

o
C για 30 ακόμη κύκλους, επιμήκυνση 

για 1 λεπτό στους 72
o
C. Η δημιουργία των Tnf 

-/-
 ποντικών έχει περιγραφεί 

προηγουμένως(Pasparakis et al., 1996) ενώ οι Tradd
D/D

 ποντικοί ήταν μια ευγενική 

χορηγία του M. Πασπαράκη (University of Cologne, Cologne, Germany)(Ermolaeva 

et al., 2008). 
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Σε όλα τα πειράματα προσπαθήσαμε να χρησιμοποιήσουμε ίσους αριθμούς 

αρσενικών και θηλυκών ποντικών από κάθε γονότυπο. Επιπρόσθετα, σε όλα τα 

πειράματα, τα ποντίκια που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από την ίδια γέννα ή 

τουλάχιστον ‘συστεγάζονταν’ στο ίδιο κλουβί από την ημέρα του απογαλακτισμού 

τους. 

2.4.3. Q-PCR 

Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε πιάτα 96 πηγαδιών στο μηχάνημα 

PTC200 Thermal Cycler από την MJ Research (USA) και τα δεδομένα αναλύθηκαν 

χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Opticon Monitor 3. 

2.4.3.1. Υπολογισμός του αριθμού των αντιγράφων 

Για τον υπολογισμό του αριθμού των αντιγράφων του διαγονιδίου τα οποία 

ενσωματώθηκαν στο γονιδίωμα κάθε ποντικού-ιδρυτή και των απογόνων του, 

απομονώσαμε γενετικό υλικό από την ουρά των ποντικών χρησιμοποιώντας το 

κλασσικό πρωτόκολλο εξαγωγής DNA με φαινόλη:χλωροφόρμιο. Όλα τα δείγματα 

αραιώθηκαν σε τελική συγκέντρωση 12,5 ng/μl και 2 μl από κάθε δείγμα 

χρησιμοποιήθηκαν στην κάθε αντίδραση. Για τον πολλαπλασιασμό του διαγονιδίου 

χρησιμοποιήσαμε εκκινητές που ανιχνεύουν το εξώνιο 3 του ανθρώπινου TNFR1 ενώ 

το γονίδιο MAP3K8 χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση 

των αποτελεσμάτων. Τέλος, χρησιμοποιήσαμε ποντικούς στους οποίους ο Tnfr1 (ή 

αλλιώς p55) έχει αντικατασταθεί από τον ανθρώπινο, ως δείγματα ελέγχου τα οποία 

περιέχουν 2 αντίγραφα από τον ανθρώπινο TNFR1 (ή p55)(Van Hauwermeiren et al., 

2013). Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: ανθρώπινος 

TNFR1 (εξώνιο 3) πρόσθιος: 5’ – TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG – 3’, 

ανθρώπινος TNFR1 (εξώνιο 3) ανάστροφος: 5’ – GCA TTT GGA GCA GCT GAG 

GC – 3’, MAP3K8 πρόσθιος: 5; - TCC AGG CCT GTT TCC GGC – 3’, MAP3K8 

ανάστροφος: 5’- CCT CCC TCG CCG GCT TCC – 3’. Οι συνθήκες της Q-PCR 

ήταν: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές στους 59
o
C 

για 30 δευτερόλεπτα, επιμήκυνση στους 72
o
C για 30 δευτερόλεπτα. Οι αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του Quantitect Real-time PCR kit από την Qiagen 

(Cato No. 204143). 
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2.4.3.2. Επίπεδα έκφρασης του ανθρώπινου TNFR1, της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης 

και της αυξητικής ορμόνης του ποντικού 

Μετά την ευθανασία των ποντικών, οι ιστοί που μας ενδιέφεραν (καρδιά, πνεύμονες, 

νεφροί, σπλήνας, ήπαρ, μυς, εγκέφαλος, ιλεός, κόλον, ενδοκοιλιακός λευκός λιπώδης 

ιστός, μεσοπλατιαίος καφέ λιπώδης ιστός, όρχεις, υπόφυση και υποθάλαμος 

καταψύχθηκαν ακαριαία μέσα σε υγρό άζωτο. Το συνολικό RNA απομονώθηκε από 

τους ιστούς και το DNA που περιείχε καταστράφηκε με τη χρήση DNAασης μέσω 

του Absolutely RNA Miniprep Kit από την Agilent Technologies (Cat. No. 400800). 

Η αντίστροφη μεταγραφή πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας την M-MLV 

αντίστροφη μεταγραφάση της Promega (Cat. No. M1705). Τα δείγματα 

κανονικοποιήθηκαν ως προς το Β2Μ (B2M πρόσθιος εκκινητής: 5’ – TTC TGG TGC 

TTG TCT CAC TGA – 3’; B2M ανάστροφος εκκινητής: 5’ – CAG TAT GTT CGG 

CTT CCC ATT C – 3’). Οι εκκινητές για τον ανθρώπινο TNFR1 αγοράστηκαν από 

την Qiagen (QT00216993). Οι εκκινητές για την ανθρώπινη αυξητική ορμόνη έχουν 

περιγραφεί από τους Browers et al. (Brouwers et al., 2014), οι εκκινητές για την 

αυξητική ορμόνη του ποντικού έχουν περιγραφεί από τους Martari et al. (Martari et 

al., 2009). Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του Quantitect Real-

time PCR kit της Qiagen (Cat. No. 204143). Οι συνθήκες των αντιδράσεων ήταν: 

ανθρώπινος TNFR1: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους 

εκκινητές στους 55
o
C για 30 δευτερόλεπτα και επιμήκυνση στους 72

o
C για 30 

δευτερόλεπτα· ανθρώπινη αυξητική ορμόνη: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων 

του DNA με τους εκκινητές στους 58
o
C για 30δευτερόλεπτα και επιμήκυνση στους 

72
o
C για 40 δευτερόλεπτα. 

2.4.4. Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός 

2.4.4.1. Καμπύλη βάρους σώματος 

Για τη δημιουργία της καμπύλης βάρους σώματος ζυγίζαμε τους ποντικούς μία φορά 

τη βδομάδα ξεκινώντας από την ηλικία των 4 εβδομάδων. Επιπλέον, σε ότι αφορά 

τους TgC6hp55 ποντικούς, συγκρίναμε και τα σωματικά τους βάρη (ως προς τα 

άγριου τύπου αδέρφια τους) στη 1 βδομάδα, τις 11 μέρες, τις 2 βδομάδες και τις 3 

βδομάδες. 

2.4.4.2. Μικροαξονική τομογραφία (microCT) 

Η εξέταση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε σε έναν μικροαξονικό τομογράφο 

Skyscan 1172 (Brucker). Τα δείγματα οστών (δεξιό μηριαίο οστό) τυλίχθηκαν με 
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γάζα που είχε εμποτιστεί σε αλατούχο διάλυμα ρυθμισμένο με φωσφορικά (PBS) και 

αποθηκεύτηκαν στους −20 °C. Πριν από την εξέτασή του, αφέθηκαν να ξεπαγώσουν 

σε θερμοκρασία δωματίου. Οι παράμετροι ελέγχου τέθηκαν στα 49kV και 100μA, η 

ανάλυση ήταν 1332x960 και το φίλτρο που χρησιμοποιήθηκε ήταν Al 0,5mm. Η 

ανασύσταση των εικόνων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του προγράμματος 

NRecon (SkyScan, Brucker). 

2.4.5. Αλγόριθμος της διαδικασίας φαινοτυπικού χαρακτηρισμού στην German 

Mouse Clinic 

2.4.5.1. Ενδοπεριτοναϊκή Δοκιμασία Ανοχής της Γλυκόζης 

Οι ποντικοί που συμμετείχαν σε αυτή τη δοκιμασία τέθηκαν σε νηστεία κατά τη 

διάρκεια της νύκτας για 16-18 ώρες. Κατά την έναρξη του τεστ, μετρήθηκε το βάρος 

σώματος των ποντικών. Για τον προσδιορισμό των επιπέδων γλυκόζης νηστείας στο 

αίμα, η άκρη της ουράς χαράχτηκε με αποστειρωμένο νυστέρι και μια μικρή σταγόνα 

αίματος χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση με το μετρητή σακχάρου Accu-Chek 

Aviva (Roche/Mannheim). Έπειτα, χορηγήθηκαν στους ποντικούς ενδοπεριτοναϊκά 2 

γραμμάρια γλυκόζης/κιλό βάρους σώματος με τη χρήση διαλύματος γλυκόζης 20%, 

σύριγγας 1ml και βελόνας 25G. Στα 15, 30, 60 και 120 λεπτά μετά την ένεση της 

γλυκόζης, συλλέχθηκαν επιπλέον δείγματα αίματος (μία σταγόνα σε κάθε χρονικό 

σημείο) για τον προσδιορισμό των επιπέδων σακχάρου και ινσουλίνης (στα 30 και 60 

λεπτά) αίματος όπως περιγράφηκε νωρίτερα. Η επαναλαμβανόμενη αιμορραγία 

προκλήθηκε με αφαίρεση του πήγματος αίματος από την αρχική τομή και εν συνεχεία 

με μαλάξεις της ουράς του ποντικού. Μόλις ολοκληρώθηκε η δοκιμασία, οι ποντικοί 

τοποθετήθηκαν σε κλουβιά με άφθονη παροχή νερού και τροφής(Yakar et al., 2002). 

Τα επίπεδα ινσουλίνης μετρήθηκαν με τη χρήση της τεχνικής ELISA (Mercodia, 

Sweden). 

2.4.5.2. Δοκιμασία Ανοχής στην Ινσουλίνη 

Η δοκιμασία ανοχής στην ινσουλίνη πραγματοποιήθηκε νωρίς το απόγευμα μετά από 

6 ώρες στέρησης τροφής η οποία ξεκίνησε το ίδιο πρωί. Η ινσουλίνη (0.7 

μονάδες/κιλό βάρους σώματος) χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά μετά τη μέτρηση του 

αρχικού επιπέδου σακχάρου αίματος από δείγματα αίματος που ελήφθησαν από την 

φλέβα της ουράς των ποντικών. Επιπλέον δείγματα αίματος ελήφθησαν στα 15, 30, 

60, 90 και 120 λεπτά μετά την ένεση. Τα επίπεδα σακχάρου του αίματος 
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προσδιορίστηκαν με τη χρήση του μετρητή σακχάρου χειρός ACCU CHECK Aviva 

(Roche Diagnostics / Mannheim, Germany). 

2.4.5.3. Υπερινσουλιναιμική-ευγλυκαιμική καμπύλη 

Για την προετοιμασία αυτής της δοκιμασίας, 6-7 μέρες πριν την πραγματοποίησή της 

τοποθετήθηκε στους πειραματικούς ποντικούς υπό αναισθησία ένας μόνιμος 

σφαγιτιδικός φλεβικός καθετήρας. Πριν από την έναρξη της καμπύλης, οι ποντικοί 

στερήθηκαν της τροφής τους για 6 ώρες ξεκινώντας από νωρίς το πρωί. Κατά τη 

διάρκεια της διαδικασίας, οι ποντικοί είχαν πλήρη συνείδηση και ελευθερία κινήσεων 

αλλά είχαν τοποθετηθεί σε υπερμεγέθεις περιοριστές κινήσεων για αρουραίους και 

προθερμάνθηκαν με ειδικά θερμαντικά μαξιλάρια. Για τη χορήγηση των διαλυμάτων, 

οι καθετήρες ήταν συνδεδεμένοι σε αντλίες χορήγησης τύπου CMA402 (Axel 

Semrau, Sprockhoevel, Germany). Μετά από 110 λεπτά αρχικής συνεχούς έγχυσης 

[3-
3
H] γλυκόζης (1.85 kBq/λεπτό), συλλέχθηκε δείγμα αίματος για τον προσδιορισμό 

της ινσουλίνης πλάσματος καθώς και της συγκέντρωσης γλυκόζης αλλά και [3-
3
H] 

γλυκόζης ώστε να υπολογιστεί η βασική ενδογενής παραγωγή γλυκόζης. Έπειτα 

ξεκίνησε η χορήγηση [3-
3
H] γλυκόζης (3.7 kBq/λεπτό) μαζί με ινσουλίνη (15 

pmol·κιλό
-1

·λεπτό
-1

 - HumulinR, Lilly, Indianapolis, IN). Οι συγκεντρώσεις της 

γλυκόζης στο αίμα καταγράφονταν κάθε 10 λεπτά. Τα επιδιωκόμενα επίπεδα 

γλυκόζης αίματος επιτεύχθηκαν με την τροποποίηση του ρυθμού χορήγησης 

γλυκόζης. 120 λεπτά μετά την έναρξη του πειράματος, χορηγήθηκε ενδοφλεβίως 2-

[
14

C] δεοξυ-γλυκόζη (370 kBq) για να εκτιμηθεί ο ρυθμός πρόσληψης γλυκόζης από 

τους διάφορους ιστούς. Μετά την ολοκλήρωση του πειράματος οι ποντικοί 

υποβλήθηκαν σε ευθανασία με τη χορήγηση υπερβολικής δόσης 

κεταμίνης/ξυλαζίνης. Έπειτα συλλέχθηκαν διάφοροι ιστοί, καταψύχθηκαν ακαριαία 

σε υγρό άζωτο και αποθηκεύτηκαν στους -80°C. Κατά τη διάνοιξη των ποντικών 

συλλέχθηκε επίσης αίμα και προσδιορίστηκε η 
3
H και 

14
C ραδιενέργεια του 

πλάσματος (αφού πρώτα αφαιρέθηκαν οι πρωτεΐνες του) πριν και μετά την εξάτμιση 

του ραδιενεργού 
3
H2O ώστε να υπολογιστεί ο ρυθμός γλυκόλυσης. Σε δείγματα 

λιωμένου ήπατος η 2-[
14

C] δεοξυ-6-φωσφορική-γλυκόζη διαχωρίστηκε από τη 2-

[
14

C] δεοξυ-γλυκόζη με τη χρήση κολώνας ανταλλαγής ιόντων (Poly-Prep AG1-X8, 

Bio-Rad, Germany). Οι ρυθμοί πρόσληψης γλυκόζης υπολογίστηκαν 

πολλαπλασιάζοντας τη μέση συγκέντρωση γλυκόζης πλάσματος μεταξύ 120 και 140 

λεπτών (mmol/ml) με το περιεχόμενο των ιστών σε 2-[
14

C] δεοξυ-γλυκόζη 

(dpm/100g ιστού), διαιρούμενο με το εμβαδόν υπό την καμπύλη της συγκέντρωσης 
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πλάσματος της 2-[
14

C] δεοξυ-γλυκόζης στην ίδια χρονική περίοδο. Πηγή 

ραδιενεργών ισοτόπων: Perkin Elmer· τα δείγματα μετρήθηκαν με τη χρήση του 

κοκτέιλ σπινθηροβολίας Ultima-Gold (Tri-Carb2910TR, Perkin-Elmer, Weissenstein, 

Germany). Η εναπόθεση γλυκόζης σε όλο το σώμα (M value) υπολογίστηκε από το 

ρυθμό έγχυσης, την ειδική δραστικότητα της [3-
3
H] γλυκόζης και το βάρος σώματος.  

2.4.5.4. Έμμεση θερμιδομετρία 

Η 48ωρη έμμεση θερμιδομετρία πραγματοποιήθηκε σε ποντικούς με ελεύθερη 

πρόσβαση σε τροφή και νερό (32 κλουβιά PhenoMaster με έναν ποντικό το καθένα 

και δυνατότητα καταγραφής της δραστηριότητας αλλά και της κατανάλωσης φαγητού 

και νερού, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Germany). Η καταγραφή έγινε σε 4 

χρονικά σημεία ανά ώρα (κατανάλωση οξυγόνου, παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα, 

λόγος ανταλλαγής αναπνευστικών αερίων, μεταβολικός ρυθμός) με αποτέλεσμα τη 

συλλογή στοιχείων από 192 χρονικά σημεία. Από τα δεδομένα ανταλλαγής αερίων 

υπολογίσαμε τους ρυθμούς οξείδωσης υδατανθράκων και λιπιδίων(Ling et al., 2000). 

Παράλληλα με την καταγραφή των ενεργειακών δαπανών, καταγράφηκε προσεκτικά 

και η κατανάλωση τροφής. Η κατανάλωση τροφής μετατράπηκε σε πρόσληψη 

μεταβολίσιμης ενέργειας χρησιμοποιώντας ως παράγοντα μετατροπής τα 13.047 kJ 

ανά γραμμάριο τροφής (Altromin 1324, Altromin, Lage, Germany) τα οποία είχαν 

υπολογιστεί πριν από την έμμεση θερμιδομετρία στηριζόμενα σε μετρήσεις που 

πραγματοποιήθηκαν σε δείγματα τροφής και κοπράνων με τη χρήση ειδικού 

θερμιδομετρητή ανάφλεξης. 

2.4.5.5. Ποσοτικός Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισμός (qNMR) 

Η ανάλυση της σύστασης του σώματος των ποντικών πραγματοποιήθηκε μη 

επεμβατικά με τη χρήση ποσοτικού πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού - qNMR 

(Bruker MiniSpec LF50, Bruker, Ettlingen, Germany).   

2.4.5.6. Κλινική Χημεία 

Τα δείγματα αίματος για τις αναλύσεις κλινικής χημείας συλλέχθηκαν σε σωληνάκια 

καλυμμένα με λίθιο/ηπαρίνη μετά από ολονύχτια στέρηση της τροφής των ποντικών 

αλλά και μετά από κατά βούληση λήψη τροφής. Τα δείγματα πλάσματος αναλύθηκαν 

με τη χρήση ενός αυτόματου αναλυτή AU480 (Olympus, Germany) και 

προσαρμοσμένα αντιδραστήρια τα οποία μας παρείχε η Beckman-Coulter, Wako 

Chemicals GmbH ή η Randox σύμφωνα με τις πρότυπες διαδικασίες της GMC(Kahn 

et al., 1988). Ένα μικρό δείγμα αίματος αναμεμειγμένο με EDTA χρησιμοποιήθηκε 
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για τον ανοσολογικό έλεγχο με τη χρήση κυτταρομετρίας ροής ενεργοποιούμενης με 

φθορισμό (FACS). 

2.4.5.7.     Ανάλυση κυτταρομετρίας ροής (FACS) των λευκοκυττάρων περιφερικού 

αίματος  

Τα λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος απομονώθηκαν από την πελέτα κυττάρων 

που προέκυψε από 500μl ολικού αίματος μετά από φυγοκέντρηση. Η πελέτα 

κυττάρων διαλύθηκε σε  600 μl διαλύματος λύσης ερυθροκυττάρων βασισμένο σε 

NH4Cl και ρυθμισμένο με Tris, και 150μl μεταφέρθηκαν σε μικροπιάτα 96 πηγαδιών. 

Μετά τα επακόλουθα βήματα πλυσίματος με διάλυμα χρώσης για το FACS (PBS, 

0.5%BSA, 0.02%sodium azide, pH 7.45), τα λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος 

επωάστηκαν για 20 λεπτά με αντίσωμα Fc block (clone 2.4G2, PharMingen, San 

Diego, USA). Έπειτα τα κύτταρα βάφτηκαν με μονοκλωνικά αντισώματα συζευγμένα 

με φθορίζουσες χρωστικές (PharMingen). Μετά την επώαση με τα αντισώματα 

προστέθηκε ιωδιούχο προπίδιο για την αναγνώριση των νεκρών κυττάρων ή των 

κυττάρων που πεθαίνουν(Schraenen et al., 2010), και τα οποία θα μπορούσαν να 

προσδέσουν αντισώματα μη ειδικά ή/και να απελευθερώσουν ειδικά αντιγόνα κατά 

την απόπτωση(Goyvaerts et al., 2016). Τα δείγματα ελήφθησαν από τα 96αρια πιάτα 

και μετρήθηκαν σε έναν από τους κυτταρομετρητές ροής 3 λέιζερ-10 χρωμάτων 

(LSRII, Becton Dickinson, USA; Gallios, Beckman Coulter, USA). Επιτεύχθηκε ένας 

συνολικός αριθμός 10.000- 30.000 ζωντανών CD45+ κυττάρων ανά δείγμα. Αρχικά 

για την ανάλυση τα ανέπαφα κύτταρα αναγνωρίστηκαν με βάση το προφίλ 

πρόσθιας/πλάγιας σκέδασή τους (FSC/SSC). Αυτά τα κύτταρα εξετάστηκαν με βάση 

το φθορισμό που εξέπεμπαν λόγω του ιωδιούχου προπιδίου/χρώση ΡΕ 

(αντισταθμιστικές παράμετροι), αποκλείοντας έτσι τα νεκρά κύτταρα. Έπειτα τα 

ζωντανά κύτταρα εξετάστηκαν με βάση το σήμα τους για την πλάγια σκέδαση/CD45, 

και αποκλείστηκαν έτσι τα ερυθροκύτταρα, τα θρομβοκύτταρα και τα κυτταρικά 

υπολείμματα(Weaver et al., 2002). Στη συνέχεια τα CD45+ κύτταρα αναλύθηκαν με 

τη χρήση κατάλληλου λογισμικού (Flowjo, TreeStar Inc, USA; SPICE)(Roederer et 

al., 2011). Σε προηγούμενα πειράματα, δείγματα από άγριου τύπου ποντικούς-

μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν ως FMO (Φθορισμός μείον ένα) μάρτυρες για τον 

καθορισμό των ‘θετικών’ και ‘αρνητικών’ περιοχών(Baumgarth and Roederer, 2000). 

2.4.5.8. Ανοσοϊστοχημική ανάλυση 

Η ανοσοϊστοχημική ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε ιστό μονιμοποιημένο σε 

παραφίνη με τη χρήση της μεθόδου στρεπταβιδίνης-βιοτίνης και την αξιοποίηση ενός 
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αυτόματου μηχανήματος πραγματοποίησης ανοσοϊστοχημικών χρώσεων 

(DiscoveryXT; Roche, Penzberg, Germany). Μετά την ανάκτηση -μέσω θέρμανσης- 

του αντιγόνου με τη χρήση εθυλενο-διαμινο-τετραοξικού οξέος (EDTA) με pH=8, 

χρησιμοποιήσαμε το πρωτογενές αντίσωμα έναντι της σεροτονίνης (5-HT) 

ABIN617893 σε αραίωση 1:100 το οποίο προμηθευτήκαμε από το 

https://www.antibodies-online.com/antibody/617893/anti-5-Hydroxytryptamine. Η 

διαδικασία επαναλήφθηκε 2 φορές με τον κατάλληλο θετικό (νευροενδοκρινικά 

κύτταρα από το έντερο ποντικών) και αρνητικό (χωρίς το πρωτογενές αντίσωμα) 

μάρτυρα για να επιβεβαιωθεί η ειδικότητα της χρώσης. Το δευτερογενές αντίσωμα 

καθώς και το μπλοκάρισμα έναντι μη ειδικής πρόσδεσης των αντισωμάτων 

πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τις οδηγίες του αντισώματος. Η 3-3΄-διαμινο-

βενζιδίνη (DAB) και η αιματοξυλίνη ως μέσο αντίθεσης χρησιμοποιήθηκαν για την 

οπτικοποίηση της αντίδρασης πεπτίδιο-ορμόνη-αντίσωμα. Η κυταροπλασματική 

χρώση θεωρήθηκε ως θετική αντίδραση. Η δημιουργία εικόνων για δημοσίευση 

πραγματοποιήθηκε με το σύστημα σκαναρίσματος αντικειμενοφόρων πλακών 

NanoZoomer 2.0 HT (Hamamatsu Photonics K.K.; Hamamatsu City, Japan). 

2.4.5.9. Απορροφησιομετρία ακτίνων Χ διπλής ενέργειας (DEXA) 

Μετά την επίτευξη αναισθησίας, καταγράφηκε το βάρος και το μήκος του κάθε 

ποντικού και ο ποντικός τοποθετήθηκε μέσα στον αναλυτή (pDEXA Sabre X-ray 

Bone Densitometer, Norland Medical Systems Inc., Basingstoke, Hampshire, UK). 

Πραγματοποιήθηκε ανάλυση όλου του σώματος εκτός του κρανίου (ταχύτητα 

σκαναρίσματος 20 mm/s, ανάλυση 0.5 mm x 1.0 mm, HAW 0.020). 

2.4.6. Ιστοπαθολογική ανάλυση 

Οι ιστοί απομονώθηκαν από τους ποντικούς, πλύθηκαν με PBS και μονιμοποιήθηκαν 

σε φορμαλίνη στους 4
o
C όλη τη νύχτα. Έπειτα τοποθετήθηκαν μέσα σε παραφίνη, 

κόπηκαν με μιρκοτόμο και βάφτηκαν είτε με Αιματοξυλίνη/Ηωσίνη (H/E) είτε με 

χρώση Periodic acid-Schiff (PAS). Οι φωτογραφίες ελήφθησαν με το μικροσκόπιο 

Nikon Eclipse E800 εξοπλισμένο με κάμερα Q Imaging ExiAqua και με τη βοήθεια 

του προγράμματος Bioquant Q-capture Pro7. Το μέγεθος των λιποκυττάρων 

υπολογίστηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Adiposoft. 

2.4.7. Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης 

Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης σε ήπαρ προερχόμενο από ν=4 TgC6hp55 και 

ν=4 άγριου τύπου αρσενικούς ποντικούς στην ηλικία των 21 εβδομάδων 

https://www.antibodies-online.com/antibody/617893/anti-5-Hydroxytryptamine
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πραγματοποιήθηκε μετά από ολική απομόνωση RNA (RNAeasy Midi kit, Qiagen). 

Εν συνεχεία χρησιμοποιήθηκαν ειδικά τσιπ Illumina Mouse Ref-8 v2.0 Expression 

BeadChips όπως έχει περιγραφεί προηγουμένως (Kugler et al., 2013). Το πρόγραμμα 

Illumina GenomeStudio 2011.1 χρησιμοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των 

δεδομένων (καμπύλες παρεμβολής) και η στατιστική ανάλυση για τον εντοπισμό της 

τροποποιημένης γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιήθηκε με την τεχνική SAM 

(Significance Analysis of Microarrays, fold change > 1.7, FDR < 1%) (Tusher et al., 

2001). Για τον προσδιορισμό των λειτουργιών στις οποίες εμπλέκονται τα γονίδια 

των οποίων η έκφραση βρέθηκε αλλαγμένη χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα 

Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen Redwood City). Τα δεδομένα που συζητούνται 

σε αυτή τη δημοσίευση έχουν αποθηκευτεί και στη βάση δεδομένων Gene Expression 

Omnibus(Barrett et al., 2013) του NCBI και είναι διαθέσιμα μέσω του σειριακού 

αριθμού πρόσβασης GEΟ: GSE95345. 

2.4.8. Αναγνώριση του σημείου ενσωμάτωσης του διαγονιδίου 

Η αναγνώριση του σημείου ενσωμάτωσης του διαγονιδίου πραγματοποιήθηκε από 

την εταιρεία Cergentis (Utrecht, Netherlands) με τη χρήση της τεχνικής TLA 

(Targeted Locus Amplification)(de Vree et al., 2014). 

2.4.9. Ανίχνευση της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης και του IGF-1 του 

ποντικού 

Η ανθρώπινη αυξητική ορμόνη ανιχνεύτηκε και ποσοτικοποιήθηκε στον ορό των 

TgC6hp55 ποντικών με τη χρήση του Growth Hormone (GH) Human SimpleStep 

ELISA Kit από την Abcam (ab190811). Ο ορός των ποντικών μαρτύρων δεν έδωσε 

κάποιο σήμα. Ο IGF-1 του ποντικού ανιχνεύθηκε και ποσοτικοποιήθηκε στον ορό 

των ποντικών-μαρτύρων και των TgC6hp55 ποντικών με τη χρήση της IGF-1 

(mouse/rat) ELISA από την ALPCO (Cat. No. 22-IG1MS-E01). 

2.4.10. Θεραπεία με πεγβισομάντη 

Η πεγβισομάντη ήταν μια ευγενική χορηγία της Pfizer (New York, USA).  

Ξεκινώντας από την ηλικία των 20 εβδομάδων, οι ποντικοί αρχικά ζυγίζονταν και εν 

συνεχεία  ακολουθούσε η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση είτε 250mg/κιλό βάρους 

σώματος πεγβισομάντης (πειραματικές ομάδες) είτε ίδιου όγκου αλατούχου 

διαλύματος (ομάδες μάρτυρες) κάθε Δευτέρα-Τετάρτη-Παρασκευή πρωί σύμφωνα με 

τους Liao et al. (Liao et al., 2006) για 4 εβδομάδες. Με το τέλος αυτής της περιόδου 

οι ποντικοί υποβλήθηκαν σε ευθανασία, τα όργανά τους ζυγίστηκαν, ενώ το ήπαρ και 
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ο λευκός λιπώδης ιστός τους συλλέχθηκαν για ιστοπαθολογική εξέταση. 

Επιπρόσθετα, συλλέχθηκε ορός αίματος με σκοπό να μετρήσουμε τα επίπεδα του 

IGF-1 των ποντικών ως δείκτη της αποτελεσματικότητας της θεραπείας.  

2.4.11. Στατιστική ανάλυση 

Σε κάθε σύγκριση που πραγματοποιήσαμε, αρχικά εξετάσαμε εάν τα δεδομένα σε 

κάθε ομάδα ακολουθούν κανονική (Γκαουσιανή) κατανομή χρησιμοποιώντας το 

D’Agostino-Pearson Omnibus τεστ κανονικότητας, το Shapiro-Wilk τεστ και το 

Kolmogorov-Smirnov τεστ με την Dallal-Wilkison-Lilliefor P value. Εάν τα 

δεδομένα όντως ακολουθούσαν κανονική κατανομή, τότε τα συγκρίναμε 

χρησιμοποιώντας το απλό t-test (unpaired t-test) ή το απλό t-test με τη διόρθωση κατά 

Welch εάν οι διακυμάνσεις των τιμών των υπό σύγκριση ομάδων διέφεραν 

σημαντικά σύμφωνα με το F-test. Από την άλλη μεριά, εάν τα δεδομένα δεν 

ακολουθούσαν κανονική κατανομή, τα συγκρίναμε χρησιμοποιώντας το Mann-

Whitney τεστ. Τέλος, για πολλαπλές στατιστικές συγκρίσεις σε ένα συγκεκριμένο σετ 

δεδομένων χρησιμοποιήσαμε το ANOVA τεστ. Η στατιστική σημαντικότητα 

απεικονίζεται στις γραφικές παραστάσεις ως *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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2.5. Συμπληρωματικές εικόνες 

 

Συμπληρωματική εικόνα S1. Οι TgC6hp55 ποντικοί δεν παρουσιάζουν αυξημένο μέγεθος 

σώματος κατά τις 2 πρώτες βδομάδες της ζωής τους. 

(A) Σύγκριση του βάρους σώματος στην 1
η
 βδομάδα ζωής (ν=29 άγριου τύπου και ν=22 TgC6hp55 

ποντικοί). (B) Σύγκριση του βάρους σώματος στις 11 ημέρες ζωής (ν=41 άγριου τύπου και ν=33 

TgC6hp55 ποντικοί). (C) Σύγκριση του βάρους σώματος στη 2
η
 βδομάδα ζωής (ν=41 άγριου τύπου και 

ν=32 TgC6hp55 ποντικοί). Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης 

τιμής (SEM). 
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Συμπληρωματική εικόνα S2. (A) Ανάλυση της σύστασης όλου του σώματος με τη χρήση Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισμού (NMR). Μέτρηση της άλιπης μάζας και της μάζας του λιπώδους ιστού 

ολόκληρου του σώματος των ποντικών από άγριου τύπου (ν=30) και TgC6hp55 (ν=29) ποντικούς στην 

ηλικία των 13 εβδομάδων. (B) Κανονικοποίηση των τιμών της ανάλυσης που παρουσιάζεται στην 

εικόνα 2Ζ σύμφωνα με το βάρος σώματος. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό 

σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 

 

Συμπληρωματική εικόνα S3. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν αυξημένη κατανάλωση 

ενέργειας καθώς και αυξημένο μεταβολισμό. 

(A) Ημερήσια πρόσληψη μεταβολίσιμης ενέργειας (ν= 15 άγριου τύπου και ν=11 TgC6hp55 ποντικοί). 

(B) Ημερήσια κατανάλωση ενέργειας (ν= 15 άγριου τύπου και ν=11 TgC6hp55 ποντικοί). 

 

 

Συμπληρωματική εικόνα S4. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν διαφορές στη φυσιολογία και 

το μεταβολισμό των οστών τους.  

(A) Σύγκριση της Οστικής Πυκνότητας μεταξύ άγριου τύπου (ν=20) και TgC6hp55 (ν=18) ποντικών. 

(B) Σύγκριση της συνολικής οστικής μάζας (πλην του κρανίου) σε ν=20 άγριου τύπου και ν=18 

TgC6hp55 ποντικούς. (C) Σύγκριση της Ενεργότητας της Αλκαλικής Φωσφατάσης ορού μεταξύ 

άγριου τύπου (ν=29) και TgC6hp55 (ν=30) ποντικών. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή 

(mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Συμπληρωματική εικόνα S5. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν διαφορές σε μια πληθώρα 

παραμέτρων της φυσιολογίας τους. 

 (A-ΣΤ) Αιματολογική ανάλυση του ορού των άγριου τύπου (ν=28) και TgC6hp55 (ν=28) ποντικών: 

(A) Αιματοκρίτης. (B) Αιμοσφαιρίνη. (Γ) Μέσος Όγκος Ερυθροκυττάρων (MCV). (Δ) Μέση 

Ποσότητα Αιμοσφαιρίνης (MCH). (E) Εύρος κατανομής των Ερυθροκυτάρων (RDW). (ΣΤ) Λευκά 

Αιμοσφαίρια. (Ζ-ΙΒ) Βιοχημική ανάλυση του ορού ν=29 άγριου τύπου και ν=30 TgC6hp55 ποντικών: 

(Ζ) Συγκέντρωση Σιδήρου στο πλάσμα. (H) Συνολική Δεσμευτική Ικανότητα Σιδήρου (TIBC). (Θ) 

Υπολογισμένος Κορεσμός Τρανσφερίνης. (Ι) Ολική πρωτεΐνη ορού. (ΙΑ) Αλβουμίνη ορού. (ΙΒ) 

Τριγλυκερίδια ορού σε ποντικούς ελεύθερα σιτιζόμενους. (ΙΓ-ΙΔ) Ανοσολογική ανάλυση του 

περιφερικού αίματος των άγριου τύπου και TgC6hp55 ποντικών: (ΙΓ) LyC6
+
 μονοκύτταρα από άγριου 

τύπου (ν=22) και TgC6hp55 (ν=23) ποντικούς. (ΙΔ) CD4
+
CD45

+
CD44

++
 T λεμφοκύτταρα από άγριου 

τύπου (ν=29) και TgC6hp55 (ν=30) ποντικούς. (ΙΕ-ΙΣΤ) Ανοσολογική ανάλυση του σπλήνα των 

άγριου τύπου (ν=4) και TgC6hp55 (ν=4) ποντικών: (ΙΕ) B220
+ 

κύτταρα. (ΙΣΤ) Mac1
+
Gr1

lo
 κύτταρα. 

Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Συμπληρωματική εικόνα S6. Οι TgC6hp55Tnf 
-/-

 και TgC6hp55Tradd
D/D

 ποντικοί παρουσιάζουν  

αυξημένο βάρος οργάνων παρόμοιο με αυτό των TgC6hp55 ποντικών.  

(A) Σύγκριση του βάρους του ήπατος, του ενδοκοιλιακού λευκού λιπώδους ιστού (Λευκό λίπος), των 

πνευμόνων (και των δύο), των νεφρών (και των δύο) και του σπλήνα μεταξύ των Tnf
+/+ 

(ν=6), Tnf 
-/-

(ν=11), TgC6hp55Tnf
+/+

 (ν=6) και TgC6hp55Tnf 
-/- 

(ν=9) ποντικών. (B) Σύγκριση του βάρους των 

ίδιων οργάνων με το Α) μεταξύ των Tradd
+/+ 

(ν=8), Tradd 
D/D 

(ν=7), TgC6hp55Tradd
+/+

 (ν=7) και 

TgC6hp55Tradd 
D/D 

(ν=7) ποντικών. (Γ) Σύγκριση του κανονικοποιημένου βάρους των οργάνων της 

εικόνας (S6A) εκφρασμένου ως % του βάρους σώματος των ποντικών. (Δ) Σύγκριση του 

κανονικοποιημένου βάρους των οργάνων της εικόνας (S6Β) εκφρασμένου ως % του βάρους σώματος 

των ποντικών. 
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Συμπληρωματική εικόνα S7. Οι TgC6hp55Tnf 
-/-

 και TgC6hp55Tradd
D/D

 ποντικοί παρουσιάζουν 

ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις στο ήπαρ και το λευκό λιπώδη ιστό τους παρόμοιες με αυτές των 

TgC6hp55 ποντικών. 

(A) Ιστοπαθολογική αξιολόγηση της συσσώρευσης λιπιδίων στο ήπαρ των Tnf
-+/+

, Tnf 
-/-

, 

TgC6hp55Tnf
+/+

 και TgC6hp55Tnf 
-/- 

ποντικών (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (B) Ιστοπαθολογική 

σύγκριση του μεγέθους των λιποκυτυτάρων που προέρχονται από το λευκό λιπώδη ιστό των Tnf
-+/+

, 

Tnf 
-/-

, TgC6hp55Tnf
+/+

 και TgC6hp55Tnf 
-/- 

ποντικών (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (Γ) 

Ιστοπαθολογική αξιολόγηση της συσσώρευσης λιπιδίων στο ήπαρ των Tradd
-+/+

, Tradd
D/D

, 

TgC6hp55Tradd
+/+

 και TgC6hp55Tradd
D/D

 ποντικών (χρώση αιματοξυλίνης/ηωσίνης). (Δ) 

Ιστοπαθολογική σύγκριση του μεγέθους των λιποκυττάρων που προέρχονται από το λευκό λιπώδη 

ιστό των Tradd
-+/+

, Tradd
D/D

, TgC6hp55Tradd
+/+

 και TgC6hp55Tradd
D/D

 ποντικών (χρώση 

αιματοξυλίνης/ηωσίνης). Tnf
+/+ 

(ν=6), Tnf 
-/-

(ν=11), TgC6hp55Tnf
+/+

 (ν=6) και TgC6hp55Tnf
-/- 

(ν=9), 

Tradd
+/+

(ν=8), Tradd
D/D

(ν=7), TgC6hp55Tradd
+/+

 (ν=7) και TgC6hp55Tradd
D/D 

(ν=7) ποντικοί. Όλες 

οι φωτογραφίες είναι σε μεγέθυνση 200x / κλίμακα=60μm. 

 

 

Συμπληρωματική εικόνα S8. Οι TgC6hp55 ποντικοί που προέρχονται από το 2
ο
 ιδρυτή 

συνεχίζουν να παρουσιάζουν ενισχυμένη σωματική αύξηση ταυτόσημη με αυτή των ποντικών 

που προέρχονται από τον 1
ο
 ιδρυτή.  

Καμπύλη βάρους σώματος από άγριου τύπου ποντικούς (ν=10) και διαγονιδιακούς ποντικούς (ν=10) 

που προέρχονται από τον 1
ο
 ποντικό-ιδρυτή καθώς και από άγριου τύπου ποντικούς (ν=11) και 

διαγονιδιακούς ποντικούς (ν=15) που προέρχονται από τον 2
ο
 ποντικό-ιδρυτή. Σε όλα τα χρονικά 

σημεία, οι άγριου τύπου ποντικοί που προέρχονται και από τους δύο ιδρυτές δεν εμφανίζουν κάποια 

διαφορά στο βάρος τους. Ταυτόχρονα, οι διαγονιδιακοί ποντικοί που προέρχονται και από τους δύο 

ιδρυτές επίσης δεν παρουσίασαν κάποια διαφορά στο βάρος τους.  

Το a αντιπροσωπεύει στατιστικά σημαντική διαφορά *** (p<0.001) μεταξύ του βάρους σώματος των 

TgC6hp55 ποντικών και των άγριου τύπου ποντικών που προέρχονται από τον 1
ο
 ιδρυτή. Το b 

αντιπροσωπεύει στατιστικά σημαντική διαφορά ** (p<0.01) μεταξύ του βάρους σώματος των 

διαγονιδιακών ποντικών και των άγριου τύπου ποντικών που προέρχονται από το 2
ο
 ιδρυτή. Το c 

αντιπροσωπεύει στατιστικά σημαντική διαφορά *** (p<0.001) μεταξύ του βάρους σώματος των 

διαγονιδιακών ποντικών και των άγριου τύπου ποντικών που προέρχονται από το 2
ο
 ιδρυτή. Τα 

δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Συμπληρωματική εικόνα S9. Οι TgC6hp55 ποντικοί παρουσιάζουν αυξημένη παραγωγή 

σεροτονίνης στα παγκρεατικά στους νησίδια. 

A) Αντιπροσωπευτική ανοσοϊστοχημική χρώση για σεροτονίνη (καφέ) στο νευροενδοκρινές πάγκρεας 

(νησίδια) ενός TgC6hp55 και ενός άγριου τύπου ποντικού. B) Η αρνητική χρώση-μάρτυρας στους 

ίδιους ποντικούς (χωρίς το 1ογενές αντίσωμα). ν=3 αρσενικοί και 3 θηλυκοί άγριου τύπου ποντικοί και 

ν=3 αρσενικοί και 3 θηλυκοί TgC6hp55 ποντικοί. Όλες οι εικόνες είναι σε μεγέθυνση 400x  / κλίμακα 

= 50μm. 
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3. Συμπληρωματικά αποτελέσματα: Μελέτη του ρόλου της 

μεσεγχυματικής κυκλοοξυγενάσης-2 στον καρκίνο του εντέρου 

3.1. Εισαγωγή 

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (ΠΟΥ), ο καρκίνος του παχέος 

εντέρου αποτελεί την 3
η
 κατά σειρά συχνότητας και την 4

η
 κατά σειρά θνησιμότητας 

μορφή καρκίνου παγκοσμίως (WHO, 2017). Στη βιβλιογραφία περιγράφονται 3 

βασικές μορφές καρκίνου του παχέος εντέρου: α) σποραδική (περίπου 75% των 

περιπτώσεων), β) κληρονομική [κυρίως η Οικογενής Αδενωματώδης Πολυποδίαση 

(Familial Adenomatous Polyposis – FAP) και  ο Κληρονομικός Μη-Πολυποειδής 

Καρκίνος του Παχέος Εντέρου  (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer – 

HNPCC ή σύνδρομο Lynch)] και γ) σχετιζόμενη με την κολίτιδα (Colitis-associated 

Cancer) (Gala and Chung, 2011; Jasperson et al., 2010). Οι βασικοί μηχανισμοί και 

τα στάδια εξέλιξης των παραπάνω μορφών καρκίνου του παχέος εντέρου είναι κοινά, 

ωστόσο οι διαφορές που παρουσιάζουν σε επιμέρους μηχανισμούς έχουν ως 

αποτέλεσμα οι μεν κληρονομικές μορφές να παρουσιάζονται σε αρκετά μικρότερη 

ηλικία, οι δε σχετιζόμενες με την κολίτιδα μορφές να παρουσιάζουν ταχύτερη 

εξέλιξη, βαρύτερη κλινική εικόνα και χειρότερη πρόγνωση (Gruber et al., 2002; 

Ligtenberg et al., 2009; Vogelstein and Kinzler, 2004). 

Η κυκλοοξυγενάση (Cox) αποτελεί ένα ένζυμο-κλειδί στο μεταβολικό μονοπάτι του 

αραχιδονικού οξέος και απαντάται σε δύο ισομορφές, την κυκλοοξυγενάση 1 (Cox-1) 

και την κυκλοοξυγενάση 2 (Cox-2 ή PTGS2). Και οι δύο ισομορφές παίζουν 

σημαντικότατο ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης του εντέρου τόσο στην υγεία 

όσο και στη νόσο (πχ στη φλεγμονή ή τον καρκίνο) μέσω του μεταβολισμού και της 

μετατροπής του αραχιδονικού οξέος στα διάφορα προστανοειδή (προσταγλανδίνες 

και θρομβοξάνια) (Araujo et al., 2005; FitzGerald and Patrono, 2001; Wang and 

Dubois, 2010, 2013). Κύριο προϊόν της δράσης της Cox-2 αποτελεί η 

προσταγλανδίνη Ε2 (PGE2) η οποία με τη σειρά της δρα μέσω τεσσάρων υποδοχέων 

(EP1, EP2, EP3 και EP4) και ρυθμίζει ποικίλες λειτουργίες σε επίπεδο κυττάρου 

αλλά και ιστού όπως ο πολλαπλασιασμός, η επιβίωση, η απόπτωση, η φλεγμονή, η 

αγγειογένεση και η καρκινογένεση (Greenhough et al., 2009; Wang and Dubois, 

2010). 
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Η μη-εκλεκτική αναστολή του μονοπατιού της κυκλοοξυγενάσης με τη χρήση μη 

στεροειδών αντιφλεγμονωδών φαρμάκων (ΜΣΑΦ) καθώς και η εκλεκτική αναστολή 

της Cox-2 με τη χρήση των κοξιμπών έχει δειχτεί σε κλινικές μελέτες να έχει θετικά 

αποτελέσματα τόσο στην πρόληψη όσο και στη θεραπεία του καρκίνου του παχέος 

εντέρου. Ωστόσο, οι σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες που σχετίζονται με τη χρήση 

τέτοιων φαρμάκων (ειδικά από το γαστρεντερικό και το καρδιαγγειακό σύστημα) έχει 

αποτρέψει την καθιέρωσή τους ως μια «ασφαλή» επιλογή για τη θεραπεία του 

καρκίνου του παχέος εντέρου (Cuzick et al., 2009; Psaty and Potter, 2006; Wang and 

DuBois, 2013). 

Οι εντερικοί μυοϊνοβλάστες συναντώνται κάτω από τις εντερικές κρύπτες και ο 

κύριος ρόλος τους είναι να υποστηρίζουν το σχηματισμό και τη λειτουργία των 

εντερικών βλαστοκυττάρων από τα οποία προέρχονται και τα υπόλοιπα κύτταρα του 

εντερικού επιθηλίου (Powell et al., 2011; Shaker and Rubin, 2010). Πρόσφατα 

αποδείξαμε ότι η εξειδικευμένη ενεργοποίηση του μονοπατιού των Cox-2 – PGE2 

στους εντερικούς μυοϊνοβλάστες παίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της 

ομοιόστασης του εντέρου μετά από τραυματισμό του εντερικού επιθηλίου 

προάγοντας τον αντιρροπιστικό πολλαπλασιασμό του επιθηλίου στον πυθμένα της 

εντερικής κρύπτης (Roulis M et al., 2014). Επιπρόσθετα, η PGE2 έχει δειχτεί ότι 

αλληλεπιδρά με το σηματοδοτικό μονοπάτι της Wnt προάγοντας τον 

πολλαπλασιασμό και την επιβίωση των καρκινικών βλαστοκυττάρων στις εντερικές 

κρύπτες (Goessling et al., 2009; Wang et al., 2004).  

Η ολική γενετική απαλοιφή της Cox-2 στους Apc
min/+

 ποντικούς οι οποίοι αποτελούν 

ένα από τα συχνότερα χρησιμοποιούμενα πειραματικά πρότυπα για τη μελέτη του 

καρκίνου του παχέος εντέρου (Moser et al., 1990), οδήγησε σε σημαντική μείωση του 

αριθμού των εντερικών πολυπόδων που σχηματίστηκαν (Chulada et al., 2000). 

Αντίθετα, σε ένα αντίστοιχο πειραματικό πρότυπο (στους APC
Δ716

 ποντικούς), η 

εκλεκτική απαλοιφή της Cox-2 από τα μακροφάγα/κοκκιοκύτταρα δεν επηρέασε των 

αριθμό των σχηματιζόμενων εντερικών πολυπόδων, ενώ η εκλεκτική απαλοιφή της 

από τα εντερικά επιθηλιακά κύτταρα οδήγησε σε μέτρια μείωση του αριθμού αυτού 

μόνο στους θηλυκούς ποντικούς (Cherukuri et al., 2014; Ishikawa and Herschman, 

2006). Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι με τη χρήση ενδομικροσκοπικής απεικόνισης 

στο λεπτό έντερο των Apc
min/+

 ποντικών, η κύρια πηγή της Cox-2 βρέθηκε να είναι τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα του στρώματος (Foersch et al., 2013). Επιπλέον, σε ένα άλλο 

πειραματικό πρότυπο σποραδικής καρκινογένεσης του εντέρου στους ποντικούς στο 
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οποίο χρησιμοποιούνται επαναλαμβανόμενες ενέσεις της μεταλλαξιγόνου ουσίας 

αζοξυμεθάνιο (ΑΟΜ), η ολική γενετική απαλοιφή της Cox-2 φαίνεται να 

προστατεύει από την ανάπτυξη καρκίνου του εντέρου (Ishikawa and Herschman, 

2010). Τέλος, αντίστοιχα αποτελέσματα έχουν παρατηρηθεί και μετά τη γενετική 

απαλοιφή των διαφόρων υποδοχέων της PGE2, χωρίς ωστόσο να είναι ξεκάθαρο το 

ποιος συγκεκριμένος υποδοχέας είναι ο σημαντικότερος για τη διαδικασία της 

καρκινογένεσης του εντέρου (Mutoh et al., 2002; Sonoshita et al., 2001; Watanabe et 

al., 1999). 

Στην παρούσα μελέτη εξετάσαμε τις επιπτώσεις που έχει η εκλεκτική γενετική 

απαλοιφή της Cox-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες με τη χρήση των 

διαγονιδιακών ποντικών ColVI-Cre (Armaka et al., 2008) στην καρκινογένεση του 

εντέρου. Παράλληλα προσπαθήσαμε να ανακαλύψουμε τα συγκεκριμένα μοριακά 

μονοπάτια μέσω των οποίων η παραγόμενη από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες Cox-

2 επιδρά στη διαδικασία της καρκινογένεσης. Παρακάτω παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων μας τα οποία δεν οδήγησαν ακόμη σε κάποια 

δημοσίευση. 

3.2. Αποτελέσματα 

3.2.1. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα οδηγεί σε μειωμένη παραγωγή της τόσο σε απομονωμένους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες όσο και σε επίπεδο ολικού ιστού 

Για τη γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες των ποντικών, διασταυρώσαμε τους Cox2
f/f 

ποντικούς (Ishikawa and 

Herschman, 2006) με τους ColVICre
 
ποντικούς (Armaka et al., 2008). Η επιβεβαίωση 

της ιστοειδικής απαλοιφής της κυκλοοξυγενάσης-2 στους ColVICre,Cox2
f/f 

ποντικούς 

έγινε με την απομόνωση εντερικών μυοϊνοβλαστών και των έλεγχο της παραγωγής 

Cox-2 από αυτούς. Όπως έδειξε η ανάλυσή μας, οι εντερικοί μυοϊνοβλάστες των 

ColVICre,Cox2
f/f 

ποντικών παράγουν σημαντικά λιγότερη Cox-2 σε αντίθεση με τους 

μάρτυρές τους (Cox2
f/f

 ποντικοί) (Εικόνες 1Α-Β). Παράλληλα μελετήσαμε τα 

επίπεδα έκφρασης της Cox-2 σε δείγμα ολικού ιστού εντέρου (τελικού ειλεού). Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι η γενετική απαλοιφή της Cox-2 από τους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες οδηγεί σε μειωμένη παραγωγή της ακόμη και σε επίπεδο ολικού ιστού 

(Εικόνα 1Γ). Επομένως θεωρούμε ότι η γενετική απαλοιφή της Cox-2 από τους 

εντερικούς μυοϊνοβλάστες με τη χρήση των ColVI-Cre ποντικών πραγματοποιείται 
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σε ικανοποιητικά επίπεδα. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι το ποσοστό του 

γενετικού ανασυνδυασμού στους συγκεκριμένους ποντικούς ποτέ δεν είναι 100% 

αλλά ποικίλει (Koliaraki et al., 2015). 

 

Εικόνα 1. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

οδηγεί σε μείωση της παραγωγής κυκλοοξυγενάσης-2 από αυτούς αλλά και σε μείωση της 

παραγωγής της σε επίπεδο ολικού ιστού. 

Α) Σχηματική απεικόνιση της παραγωγής κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες με 

τη χρήση κυτταρομετρίας ροής (FACS). Β) Ποσοτική σύγκριση της παραγωγής κυκλοοξυγενάσης-2 

από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες της εικόνας (1Α) προερχόμενους από ν=3 Cox2
f/f

 και ν=3 

ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Γ) Ανάλυση με τη χρήση real-time PCR της παραγόμενης 

κυκλοοξυγενάσης-2 σε κομμάτι τελικού ειλεού από ν=7 Cox2
f/f

 και ν=7 ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. 

Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 

3.2.2. Οι APC
min/+

ColVICre,Cox2
f/f 

ποντικοί εμφανίζουν σημαντικά μικρότερο 

αριθμό πεπτικών όγκων συνοδευόμενο από ηπιότερη κλινική εικόνα και 

σημαντική επιμήκυνση της διάρκειας ζωής τους 

Η ιστοειδική γενετική απαλοιφή της Cox-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των 

Apc
mιn/+

 ποντικών (APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί) οδήγησε σε πάνω από 50% 

μείωση του αριθμού των αναπτυσσόμενων όγκων και πολυπόδων στο έντερο των 

ποντικών αυτών σε σύγκριση με τους μάρτυρές τους (APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικοί) 

(Εικόνες 2Α-Β). Ταυτόχρονα, η ανάλυση του μέσου μεγέθους των αναπτυσσόμενων 

όγκων δεν ανέδειξε κάποια διαφορά μεταξύ των δύο γονοτύπων (Εικόνες 2Γ-Δ). Η 

ανάλυση έγινε στους 5,5 μήνες ζωής των ποντικών χρονικό σημείο στο οποίο έχουν 

αναπτυχθεί αρκετά οι όγκοι και η νόσος βρίσκεται σε προχωρημένο στάδιο. 

Ταυτόχρονα, η μέτρηση του μεγέθους του σπλήνα ως δείκτη της βαρύτητας της 

νόσου ανέδειξε μικρότερη σπληνομεγαλία στους APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 

ποντικούς σε σύγκριση με τους APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικούς, υποδηλώνοντας ηπιότερη 

βαρύτητα της νόσου (Εικόνες 3Α-Β). Η ηπιότερη βαρύτητα της νόσου 

επιβεβαιώθηκε και στην πράξη από τη σημαντική επιμήκυνση της διάρκειας ζωής 

των APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικών όπως φαίνεται και στην εικόνα 3Γ με την 
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αντίστοιχη καμπύλη επιβίωσης Kaplan-Meier (Faller et al., 2015; Friedrich et al., 

2013).  

 

Εικόνα 2 Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

οδηγεί σε μείωση του αριθμού των πεπτικών όγκων που αναπτύσσονται χωρίς να επηρεάζει το 

μέγεθός τους. 

Α) Καταγραφή του αριθμού των όγκων στις διαφορετικές περιοχές του εντέρου καθώς και συνολικά 

σε όλο το έντερο των ποντικών σε ηλικία 5,5 μηνών. Β) Αντιπροσωπευτική μακροσκοπική εικόνα του 

εντέρου ενός APC
min/+

Cox2
f/f

 και ενός APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικού. Γ) Μέσο μέγεθος των 

όγκων που εντοπίστηκαν μακροσκοπικά και μικροσκοπικά στο λεπτό και το παχύ έντερο των 

ποντικών. Δ) Κατανομή των όγκων που εντοπίστηκαν στο λεπτό έντερο των ποντικών με βάση το 

μέγεθός τους. Ν= 16 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=23 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί. Τα δεδομένα 

απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Εικόνα 3. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

οδηγεί σε μείωση της βαρύτητας της νόσου στους APC
min/+

 ποντικούς αλλά και σε επιμήκυνση 

της διάρκειας ζωής τους. 

Α) Αντιπροσωπευτική μακροσκοπική απεικόνιση των σπληνών των ποντικών. Β) Σύγκριση του 

βάρους των σπληνών των ποντικών της εικόνας (3Α). Ν=6 Cox2
f/f

, ν=6 ColVICre,Cox2
f/f

, ν=8 

APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=6 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί. Γ) Καμπύλη επιβίωσης Kaplan-Meier σε 

ν=12 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=12 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη 

μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 

3.2.3. Οι APC
min/+

ColVICre,Cox2
f/f 

ποντικοί εμφανίζουν σημαντικά μικρότερο 

αριθμό πεπτικών όγκων ήδη από τα αρχικά στάδια της νόσου 

Η παρατηρούμενη μείωση του αριθμού των πεπτικών όγκων στους 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς εύλογα γεννά το ερώτημα του κατά πόσον η 

κυκλοοξυγενάση-2 που προέρχεται από τους μυοϊνοβλάστες του εντέρου επηρεάζει 

την έναρξη της καρκινογένεσης ή όχι. Για να απαντήσουμε στο ερώτημα αυτό, 

αποφασίσαμε να εξετάσουμε τους ποντικούς σε δύο πρώιμα στάδια της νόσου. 

Αρχικά εξετάσαμε ποντικούς ηλικίας 5 βδομάδων, χρονικό σημείο κατά το οποίο  

ξεκινάει η διαδικασία της καρκινογένεσης και εμφανίζονται τα πρώτα 

μικροαδενώματα. Έπειτα εξετάσαμε τους ποντικούς σε ηλικία 8 εβδομάδων, χρονικό 

σημείο κατά το οποίο η καρκινογένεση έχει ήδη ξεκινήσει με αποτέλεσμα τα ήδη 

υπάρχοντα μικροαδενώματα να εξελίσσονται σε μακροαδενώματα και όγκους ενώ 

παράλληλα εμφανίζονται και νέα αδενώματα (Hull et al., 2006; Kettunen et al., 

2003). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι και σε αυτά τα δύο αρχικά στάδια οι 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί παρουσιάζουν μικρότερο αριθμό 
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αναπτυσσόμενων μικρο- και μακρο-αδενωμάτων (Εικόνα 4Α). Ωστόσο το μέσο 

μέγεθος των αδενωμάτων αυτών δε διαφέρει μεταξύ των δύο γονοτύπων (Εικόνα 

4Β).  

Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι η κυκλοοξυγενάση-2 που προέρχεται από 

τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες παίζει σημαντικό ρόλο στην έναρξη της 

καρκινογένεσης του εντέρου και δευτερεύοντα ίσως ρόλο στην εξέλιξη αυτής. 

 

Εικόνα 4. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

οδηγεί σε μείωση του αριθμού των όγκων στους APC
min/+

 ποντικούς ήδη από τα πολύ αρχικά 

στάδια της νόσου χωρίς να επηρεάζει το μέγεθός τους. 

Α) Σύγκριση του συνολικού αριθμού των δυσπλαστικών εστιών και των (μικρο)αδενωμάτων που 

εντοπίζονται στο έντερο των ποντικών κατά τα αρχικά στάδια της νόσου. Β) Μέσο μέγεθος των 

(μικρο)αδενωμάτων που εντοπίστηκαν στο λεπτό έντερο των ποντικών. Γ) Κατανομή των 

(μικρο)αδενωμάτων που εντοπίστηκαν στο λεπτό έντερο των ποντικών με βάση το μέγεθός τους. ν=21 

APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=17 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 5 εβδομάδων. ν=18 

APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=14 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 8 εβδομάδων. Τα δεδομένα 

απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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3.2.4. Η αδρανοποίηση της Cox-2 στους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των APC
min/+

 

ποντικών οδηγεί σε μείωση του αριθμού των κυττάρων που βρίσκονται σε 

ενεργό πολλαπλασιασμό στις εντερικές κρύπτες χωρίς να επηρεάζει την 

απόπτωσή τους  

Για να μελετήσουμε τα μονοπάτια μέσω των οποίων η κυκλοοξυγενάση-2 που 

παράγεται από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες συμβάλλει στην καρκινογένεση του 

εντέρου, αρχικά μελετήσαμε τον πολλαπλασιασμό και την απόπτωση των 

επιθηλιακών κυττάρων του εντέρου τόσο σε υγιές επιθήλιο όσο και εντός των 

(μικρο)αδενωμάτων στις 5 και στις 8 εβδομάδες. Για τη μελέτη του 

πολλπαλασιασμού χρησιμοποιήσαμε τη χρώση βρωμο-δεοξυ-ουριδίνης (BrdU) 

(Ritchie et al., 2009), ενώ για τη μελέτη της απόπτωσης την τεχνική TUNEL.  

Και στα δύο χρονικά σημεία, στο φαινομενικά ‘υγιές’ ακόμη επιθήλιο παρατηρήθηκε 

αυξημένος αριθμός επιθηλιακών κυττάρων που πολλαπλασιάζονται ενεργά στους 

APC
min/+

 ποντικούς σε σύγκριση με τους άγριου τύπου ποντικούς. Ωστόσο, οι 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί παρουσίασαν λιγότερα κύτταρα που βρίσκονται 

σε ενεργό πολλαπλασιασμό σε σύγκριση με τους APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικούς (Εικόνες 

5Α, 5Γ και 5Δ). Εντός των (μικρο)αδενωμάτων δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά 

μεταξύ των δύο γονοτύπων (Εικόνες 6Α, 6Γ και 6Δ). 

Αντίστοιχα, καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 

και των APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικών ούτε στο ‘υγιές’ επιθήλιο (Εικόνες 5Β, 5Ε και 

5ΣΤ) ούτε εντός των (μικρο)αδενωμάτων (Εικόνες 6Β, 6Ε και 6ΣΤ) σε ότι αφορά 

την απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων. Ωστόσο, στην ηλικία των 8 εβδομάδων οι 

APC
min/+

 ποντικοί παρουσίαζαν αυξημένο αριθμό κυττάρων που βρίσκονταν σε 

απόπτωση σε σύγκριση με τους μη APC
min/+

 ποντικούς (Εικόνα 5ΣΤ).  

Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η προερχόμενη από τους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες Cox-2 επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό των επιθηλιακών κυττάρων 

στις εντερικές κρύπτες χωρίς όμως να επηρεάζει την απόπτωσή τους. 
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Εικόνα 5. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των 

ποντικών APC
min/+

 οδηγεί σε μείωση του αριθμού των επιθηλιακών κυττάρων που 

πολλαπλασιάζονται ενεργά σε υγιή κομμάτια του εντέρου χωρίς να επηρεάζει την απόπτωσή 

τους. 

A) Αντιπροσωπευτική ιστολογική απεικόνιση της ανοσοϊστοχημικής χρώσης με βρωμο-δεοξυ-

ουριδίνη (BrdU) σε υγιή ιστό (τελικό ειλεό). Β) Απεικόνιση μέσω ανοσοφθορισμού των κυττάρων που 

αποπίπτουν (τεχνική TUNEL) σε υγιές έντερο (τελικός ειλεός). Γ)  Ποσοτικοποίηση της χρώσης BrdU 

σε υγιές έντερο (τελικός ειλεός) στην ηλικία των 5 εβδομάδων από ν=4 Cox2
f/f

, ν=7 ColVICre,Cox2
f/f

, 

ν=7 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=12 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Δ)  Ποσοτικοποίηση της χρώσης 

BrdU σε υγιές έντερο (τελικός ειλεός) στην ηλικία των 8 εβδομάδων από ν=4 Cox2
f/f

, ν=4 

ColVICre,Cox2
f/f

, ν=6 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=8 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Ε) 

Ποσοτικοποίηση της χρώσης TUNEL σε υγιές έντερο (τελικός ειλεός) στην ηλικία των 5 εβδομάδων 

από ν=4 Cox2
f/f

, ν=5 ColVICre,Cox2
f/f

, ν=7 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=11 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 

ποντικούς. ΣΤ) Ποσοτικοποίηση της χρώσης TUNEL σε υγιές έντερο (τελικός ειλεός) στην ηλικία των 

8 εβδομάδων από ν=8 Cox2
f/f

, ν=8 ColVICre,Cox2
f/f

, ν=8 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=8 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Οι εικόνες είναι σε μεγέθυνση 200x, κλίμακα=60μm. Η μπλε 

χρωστική (DAPI) απεικονίζει τους πυρήνες των κυττάρων ενώ με πράσινο φαίνονται τα κύτταρα που 

αποπίπτουν. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Εικόνα 6. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των 

ποντικών APC
min/+ 

δεν επηρεάζει ούτε τον πολλαπλασιασμό ούτε την απόπτωση των επιθηλιακών 

κυττάρων εντός των αδενωμάτων/όγκων. 

A) Αντιπροσωπευτική ιστολογική απεικόνιση της ανοσοϊστοχημικής χρώσης με βρωμο-δεοξυ-

ουριδίνη (BrdU) σε όγκο εντέρου. Β) Απεικόνιση μέσω ανοσοφθορισμού των κυττάρων που 

αποπίπτουν (τεχνική TUNEL) σε αδένωμα εντέρου. Γ)  Ποσοτικοποίηση της χρώσης BrdU εντός των 

αδενωμάτων στην ηλικία των 5 εβδομάδων από ν=6 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=7 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Δ)  Ποσοτικοποίηση της χρώσης BrdU εντός των αδενωμάτων 

στην ηλικία των 8 εβδομάδων από ν=6 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=8 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. 

Ε) Ποσοτικοποίηση της χρώσης TUNEL εντός των αδενωμάτων στην ηλικία των 5 εβδομάδων από 

ν=6 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=9 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. ΣΤ) Ποσοτικοποίηση της χρώσης 

TUNEL εντός των αδενωμάτων στην ηλικία των 8 εβδομάδων από ν=8 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=8 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Οι εικόνες είναι σε μεγέθυνση 200x, κλίμακα=60μm. Η μπλε 

χρωστική (DAPI) απεικονίζει τους πυρήνες των κυττάρων ενώ με πράσινο φαίνονται τα κύτταρα που 

αποπίπτουν. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 

 

3.2.5. Η αδρανοποίηση της Cox-2 στους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των APC
min/+

 

ποντικών δεν επηρεάζει ούτε την αγγείωση των όγκων ούτε τη διήθησή τους από 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 
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Με τη χρήση ανοσοϊστοχημικής χρώσης έναντι της πρωτεΐνης CD34 μελετήσαμε τη 

(νεο)αγγειογένεση εντός των αδενωμάτων που έχουν σχηματιστεί στους 3 μήνες ζωής 

των ποντικών. Καμία διαφορά δεν εντοπίστηκε μεταξύ των 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 και των APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικών ούτε στους μικρού 

μεγέθους ούτε στους μεγάλου μεγέθους όγκους (Εικόνες 7Α-Β).  

Από την άλλη πλευρά, με τη χρήση κυτταρομετρίας ροής (FACS) μελετήσαμε τη 

διήθηση του εντέρου των ποντικών από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 

στο ίδιο χρονικό σημείο (3 μήνες). Ούτε εδώ εντοπίστηκε κάποια σημαντική διαφορά 

μεταξύ των APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 και των APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικών (Εικόνες 

7Γ-ΣΤ). 

 

Εικόνα 7. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες δεν 

επηρεάζει την αγγειογένεση εντός των αναπτυσσόμενων αδενωμάτων/όγκων ούτε τη διήθησή 

τους από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος.  

Α) Απεικόνιση των αγγείων που αναπτύσσονται εντός του όγκου με τη χρήση ανοσοϊστοχημικής 

χρώσης έναντι της πρωτεΐνης CD34. Β) Ποσοτικοποίηση της ανοσοϊστοχημικής χρώσης της εικόνας 

(7Α). Γ) Διήθηση του εντέρου των ποντικών (τελικός ειλεός) από κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος (μυελογενούς προέλευσης). Δ) Διήθηση του εντέρου των ποντικών (τελικός ειλεός) από 
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κοκκιοκύτταρα. Ε) Διήθηση του εντέρου των ποντικών (τελικός ειλεός) από μακροφάγα. ΣΤ) Διήθηση 

του εντέρου των ποντικών (τελικός ειλεός) από ενεργοποιημένα μονοκύτταρα και ουδετερόφιλα. Οι 

φωτογραφίες είναι σε μεγέθυνση 200x / κλίμακα=60μm. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση τιμή 

(mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 

Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η ιστοειδική αδρανοποίηση της Cox-2 

στους εντερικούς μυοϊνοβλάστες επηρεάζει τη διαδικασία της καρκινογένεσης μέσω 

μηχανισμών διαφορετικών από τη (νεο)αγγειογένεση ή τη διήθηση του όγκου και του 

στρώματος αυτού από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. 

3.2.6. Η αδρανοποίηση της Cox-2 στους εντερικούς μυοϊνοβλάστες επηρεάζει το 

σηματοδοτικό μονοπάτι της β-κατενίνης καθώς και την έκφραση διαφόρων 

δεικτών των βλαστοκυττάρων 

Για να μπορέσουμε να εντοπίσουμε τα μοριακά μονοπάτια μέσω των οποίων η 

κυκλοοξυγενάση-2 των εντερικών μυοϊνοβλαστών συμβάλλει στην καρκινογένεση 

του εντέρου, πραγματοποιήσαμε μια σειρά από αναλύσεις με τη χρήση της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time PCR). Στις 

αναλύσεις αυτές χρησιμοποιήσαμε 4 διαφορετικούς γονοτύπους ποντικών σε 

προχωρημένη ηλικία (5,5 μηνών) : α) ποντικοί άγριου τύπου (Cox2
f/f

), β) ποντικοί 

άγριου τύπου στους οποίους έχει απαλειφθεί γενετικά η κυκλοοξυγενάση-2 από τους 

εντερικούς μυοϊνοβλάστες τους (CοlVICre,Cox2
f/f

), γ) ποντικοί APC
min/+

,Cox2
f/f

 και 

δ) ποντικοί APC
min/+

  στους οποίους έχει απαλειφθεί γενετικά η κυκλοοξυγενάση-2 

από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες τους (APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

). Οι αναλύσεις 

πραγματοποιήθηκαν είτε σε δείγμα ολικού ιστού από τον τελικό ειλεό είτε 

συγκρίνοντας ‘υγιείς’ περιοχές του εντέρου με όγκους που είχαν αναπτυχθεί στον ίδιο 

ποντικό σε άλλο σημείο του εντέρου. Τα μονοπάτια που μελετήσαμε αφορούσαν 

κυρίως τη σηματοδότηση μέσω της β-κατενίνης καθώς έχει δειχτεί στη βιβλιογραφία 

ότι αυτά τα μονοπάτια παίζουν κομβικό ρόλο στην καρκινογένεση του εντέρου και 

σχετίζονται και με τον άξονα της Cox-2 / PGΕ-2 (Castellone et al., 2005; Shao et al., 

2005). Επίσης μελετήσαμε και μια σειρά από δείκτες βλαστοκυττάρων. 

Σε επίπεδο ολικού ιστού παρατηρήσαμε διαφορές τόσο σε μόρια που βρίσκονται στο 

σηματοδοτικό μονοπάτι της β-κατενίνης (c-Myc και CyclinD1) (Εικόνες 8Α-Δ) όσο 

και σε μόρια-δείκτες βλαστοκυττάρων του εντέρου όπως ο Lgr5 και ο Sox-9 

(Εικόνες 9Α-Δ). Οι δείκτες αυτοί ήταν αυξημένοι στους APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικούς 

ενώ η απαλοιφή της Cox-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες των ποντικών 
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επανέφερε τους δείκτες αυτούς στα φυσιολογικά επίπεδα που παρατηρήθηκαν και 

στους ποντικούς-μάρτυρες. 

Τα ίδια αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό και κατά 

τη σύγκριση όγκων από τους APC
min/+

 ποντικούς με φυσιολογικό ιστό είτε από 

APC
min/+ 

ποντικούς είτε από μη APC
min/+

 ποντικούς (Εικόνες 8ΣΤ-Θ και 9ΣΤ-Ι). 

Ωστόσο η σύγκριση όγκων μεταξύ APC
min/+

,Cox2
f/f

 ποντικών και 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικών δεν ανέδειξε κάποια στατιστικά σημαντική 

διαφορά. Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι οι όγκοι οι οποίοι εν τέλει 

αναπτύσσονται στους APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς πιθανότατα ξεφεύγουν 

από την αδρανοποίηση της Cox-2 κι επομένως εμφανίζουν «φυσιολογική» ανάπτυξη. 

Τέλος, η σύγκριση των επιπέδων της παραγόμενης Cox-2 τόσο σε επίπεδο ολικού 

ιστού όσο και εντός των όγκων ανέδειξε αντίστοιχες διαφορές επιβεβαιώνοντας έτσι 

την αποτελεσματικότητα της γενετικής απαλοιφής της (Εικόνες 8Ε και 8Ι). Η 

απουσία σημαντικής διαφοράς στα επίπεδα της παραγόμενης Cox-2 εντός των όγκων 

των APC
min/+

,Cox2
f/f

 και των APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικών, υποστηρίζει 

περεταίρω την υπόθεση ότι οι όγκοι που αναπτύσσονται στους 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς πιθανότατα ξεφεύγουν από την αδρανοποίηση 

της Cox-2 κι επομένως εμφανίζουν «φυσιολογική» ανάπτυξη. 

Επιπλέον, η απουσία διαφορών μεταξύ των όγκων που προέρχονται από τους 

APC
min/+

,Cox2
f/f

 και τους APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς, σε συνδυασμό με την 

ανεύρεση διαφορών κατά την εξέταση ολόκληρου του ιστού από τους παραπάνω 

ποντικούς οδηγεί στο συμπέρασμα ότι πιθανότατα οι παρατηρούμενες διαφορές 

οφείλονται στο σημαντικά μικρότερο αριθμό όγκων που παρατηρείται στους 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς. Επίσης, η απουσία διαφορών μεταξύ του 

‘υγιούς’ ιστού που προέρχεται από άγριου τύπου ποντικούς και του ‘υγιούς’ ιστού 

που προέρχεται από APC
min/+

 ποντικούς υποδηλώνει ότι για την ανάπτυξη τέτοιων 

διαφορών πιθανότατα απαιτείται η απώλεια και του δεύτερου (του φυσιολογικού 

δηλαδή) αλληλίου των APC
min/+

 ποντικών [όπως είναι γνωστό, οι APC
min/+

 ποντικοί 

έχουν ένα φυσιολογικό αλλήλιο του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη APC και 

ένα μεταλλαγμένο το οποίο δεν οδηγεί στην παραγωγή πρωτεΐνης (Moser et al., 

1990)].  

Συνολικά τα αποτελέσματα της παραπάνω ανάλυσης υποδηλώνουν ότι σε μοριακό 

επίπεδο η σηματοδότηση μέσω της Cox-2 που παράγεται από τους εντερικούς 
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μυοϊνοβλάστες επηρεάζει τη διαδικασία της καρκινογένεσης μέσω των 

σηματοδοτικών μονοπατιών της β-κατενίνης αλλά και μέσω της επίδρασής της στα 

εντερικά βλαστοκύτταρα. 

 

Εικόνα 8. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

εμποδίζει την παραγωγή Cox-2 και την ενεργοποίηση μορίων που συμμετέχουν στο 

σηματοδοτικό μονοπάτι της β-κατενίνης σε επίπεδο ολικού ιστού αλλά όχι εντός των όγκων. 

Α-Ε) Ανάλυση με τη χρήση real-time PCR της έκφρασης διαφόρων μορίων σε δείγμα ολικού ιστού 

από τον τελικό ειλεό. Α) Έκφραση της β-κατενίνης. B) Έκφραση του cMyc. Γ) Έκφραση του 

CyclinD1. Δ) Έκφραση του PPARδ. Ε) Έκφραση της Cox-2.  ΣΤ-Ι) Ανάλυση με τη χρήση real-time 

PCR της έκφρασης διαφόρων μορίων σε δείγμα υγιούς ιστού από τον τελικό ειλεό αλλά και ιστού 

προερχόμενου από όγκους. ΣΤ) Έκφραση της β-κατενίνης. Ζ) Έκφραση του cMyc. Η) Έκφραση του 

CyclinD1. Θ) Έκφραση του PPARδ. Ι) Έκφραση της Cox-2. Για τον ολικό ιστό ν=5 Cox2
f/f

, ν=5 

ColVICre,Cox2
f/f

, ν=7 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=6 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 5,5 μηνών. 

Για τη σύγκριση υγιούς ιστού και όγκων ν=4 Cox2
f/f

, ν=4 ColVICre,Cox2
f/f

, ν=5 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και 

ν=5 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 5,5 μηνών. Από κάθε APC
min/+

 ποντικό 

χρησιμοποιήθηκε δείγμα από όγκο αλλά και από υγιή ιστό ως μάρτυρας ελέγχου. Τα δεδομένα 

απεικονίζουν τη μέση τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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Εικόνα 9. Η γενετική απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες 

εμποδίζει την αύξηση δεικτών βλαστοκυττάρων σε επίπεδο ολικού ιστού αλλά όχι εντός των 

όγκων. 

Α-Ε) Ανάλυση με τη χρήση real-time PCR της έκφρασης διαφόρων μορίων σε δείγμα ολικού ιστού 

από τον τελικό ειλεό. Α) Έκφραση του Lgr5. B) Έκφραση του Sox-9. Γ) Έκφραση του Olfm4. Δ) 

Έκφραση του Ascl2. Ε) Έκφραση του Bmi1. ΣΤ-Ι) Ανάλυση με τη χρήση real-time PCR της 

έκφρασης διαφόρων μορίων σε δείγμα υγιούς ιστού από τον τελικό ειλεό αλλά και ιστού 

προερχόμενου από όγκους ΣΤ) Έκφραση του Lgr5. Ζ) Έκφραση του Sox-9. Η) Έκφραση του Olfm4. 

Θ) Έκφραση του Ascl2. Ι) Έκφραση του Bmi1. Για τον ολικό ιστό ν=5 Cox2
f/f

, ν=5 ColVICre,Cox2
f/f

, 

ν=7 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=6 APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 5,5 μηνών. Για τη σύγκριση 

υγιούς ιστού και όγκων ν=4 Cox2
f/f

, ν=4 ColVICre,Cox2
f/f

, ν=5 APC
min/+

,Cox2
f/f

 και ν=5 

APC
min/+

,ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικοί ηλικίας 5,5 μηνών. Από κάθε APC
min/+

 ποντικό χρησιμοποιήθηκε 

δείγμα από όγκο αλλά και από υγιή ιστό ως μάρτυρας ελέγχου. Τα δεδομένα απεικονίζουν τη μέση 

τιμή (mean)±τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής (SEM). 
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3.3. Συζήτηση 

Η παρούσα μελέτη ανέδειξε το σημαντικότατο ρόλο που παίζει η κυκλοοξυγενάση-2 

που παράγεται από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες στη διαδικασία της 

καρκινογένεσης του εντέρου in vivo. Πιο συγκεκριμένα, δείξαμε ότι η γενετική 

απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες ποντικών που 

αναπτύσσουν αυθόρμητα δεκάδες αδενώματα/όγκους στο λεπτό κυρίως έντερο 

(APC
min/+

 ποντικοί) επηρεάζει κυρίως την έναρξη της καρκινογένεσης (και 

δευτερευόντως ίσως την εξέλιξη αυτής) οδηγώντας σε σημαντική μείωση του 

αριθμού τον αδενωμάτων/όγκων που αναπτύσσονται και εν συνεχεία σε μειωμένη 

βαρύτητα της νόσου και σημαντική επιμήκυνση της διάρκειας ζωής τους. Ωστόσο 

όπως αναφέραμε παραπάνω, η αποτελεσματικότητα του ανασυνδυασμού μέσω της 

Cre κατά τη χρήση του υποκινητή του κολλαγόνου VI δεν είναι 100%. Αυτό σημαίνει 

ότι υπάρχουν εντερικοί μυοϊνοβλάστες που εκφράζουν το κολλαγόνο VI οι οποίοι 

συνεχίζουν να παράγουν Cox-2 και οι οποίοι θα μπορούσαν να υποστηρίξουν τη 

‘φυσιολογική’ ανάπτυξη ενός όγκου. Επίσης είναι γνωστό ότι υπάρχουν και άλλοι 

εντερικοί μυοϊνοβλάστες οι οποίοι δεν εκφράζουν το κολλαγόνο VI κι επομένως δεν 

επηρεάζονται από την Cre ανασυνδυάση με τη χρήση του συγκεκριμένου υποκινητή, 

με αποτέλεσμα να παράγουν κανονικά την Cox-2 (Koliaraki et al., 2015). Άρα τα 

αποτελέσματα που παρατηρήσαμε θα μπορούσαν να είναι ακόμη πιο θετικά εάν η 

απαλοιφή της Cox-2 γινόταν με επιτυχία 100%. 

Από μηχανιστικής απόψεως, στη βιβλιογραφία έχουν περιγραφεί πολλοί διαφορετικοί 

μηχανισμοί ρυθμιζόμενοι από το σηματοδοτικό μονοπάτι της Cox-2 / PGE2 οι οποίοι 

ενισχύουν τη διαδικασία της καρκινογένεσης του εντέρου επιδρώντας είτε άμεσα στα 

επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα (προάγοντας τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση, την 

απόπτωση αλλά και την τοπική ή απομακρυσμένη διήθησή τους), είτε έμμεσα στο 

μικροπεριβάλλον του όγκου επηρεάζοντας τη (νεο)αγγειογένεση και τη διήθηση του 

όγκου από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Wang and DuBois, 2013). Σε 

ότι αφορά τα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου, φαίνεται ότι η κυκλοοξυγενάση-2 που 

προέρχεται από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό τους 

ακόμη και πριν από την εμφάνιση του όγκου (στο φαινομενικά υγιές επιθήλιο). 

Ωστόσο δε φαίνεται να επηρεάζει την απόπτωση των κυττάρων αυτών. Παράλληλα, 

σε ότι αφορά το μικροπεριβάλλον του όγκου, η κυκλοοξυγενάση-2 που προέρχεται 

από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες φαίνεται πως δεν επηρεάζει τη 
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(νεο)αγγειογένεση εντός του όγκου ή η διήθησή του από κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος.  

Τέλος, από μοριακής απόψεως ανακαλύψαμε διαφορές σε μόρια που συμμετέχουν 

στο σηματοδοτικό μονοπάτι της β-κατενίνης αλλά και σε κάποιους δείκτες 

βλαστοκυττάρων. Οι πρωτεΐνες αυτές βρέθηκαν αυξημένες στους APC
min/+ 

ποντικούς 

σε σύγκριση με τους με τους μη-APC
min/+

 ποντικούς επιβεβαιώνοντας ευρήματα 

άλλων μελετών από τη βιβλιογραφία (Castellone et al., 2005; Shao et al., 2005). Το 

γεγονός ότι οι διαφορές αυτές μεταξύ των APC
min/+

Cox2
f/f

 και των 

APC
min/+

ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικών  παρατηρήθηκαν μόνο σε επίπεδο ολικού ιστού 

και όχι μεταξύ όγκων προερχόμενων από τους ποντικούς αυτούς, πιθανότατα 

οφείλεται στη σημαντική διαφορά που υπάρχει στον αριθμό των όγκων που 

εμφανίζουν οι ποντικοί αυτοί. Επίσης υποδηλώνει ότι οι όποιες πιθανές διαφορές 

υπάρχουν μετά την απαλοιφή της κυκλοοξυγενάσης-2 στους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες, είτε είναι πολύ μικρές γιατί αφορούν ελάχιστα κύτταρα (πχ κάποια 

βλαστοκύτταρα) από τα οποία ξεκινά ο όγκος είτε δεν αφορούν τα σηματοδοτικά 

μονοπάτια της β-κατενίνης που μελετήσαμε. Φυσικά, υπάρχει και η πιθανότητα οι 

όγκοι που εν τέλει αναπτύσσονται στους APC
min/+

ColVICre,Cox2
f/f

 ποντικούς να 

διαφεύγουν με κάποιον τρόπο τη γενετική απαλοιφή της Cox-2 (πχ αναφέραμε και 

νωρίτερα ότι ο γενετικός ανασυνδυασμός της Cre στους συγκεκριμένους ποντικούς 

δεν είναι 100%) και γι’αυτό να παρουσιάζουν «φυσιολογική» ανάπτυξη. Επομένως 

χρειάζεται περαιτέρω μελέτη και πιο ακριβείς προσεγγίσεις για την ανακάλυψη των 

μονοπατιών που καθοδηγούν το φαινότυπο που παρατηρήσαμε παραπάνω. 

Τα αποτελέσματα της μελέτης μας αποτελούν μια γερή βάση για την περαιτέρω 

μελέτη του ρόλου του άξονα Cox-2 / PGΕ2 στον καρκίνο του εντέρου σε 

συγκεκριμένα κύτταρα στόχους τόσο εντός του όγκου όσο και στο μικροπεριβάλλον 

αυτού και πιο συγκεκριμένα στην αλληλεπίδραση και ενεργό επικοινωνία μεταξύ 

μεσεγχυματικών και επιθηλιακών κυττάρων. Προς αυτήν την κατεύθυνση 

συνεχίζουμε να μελετάμε το ρόλο που παίζουν συγκεκριμένοι υποδοχείς της PGE-2 

στο εντερικό επιθήλιο καθώς και τα συγκεκριμένα μονοπάτια που ενεργοποιούνται 

στα κύτταρα αυτά μετά την ενεργοποίηση των παραπάνω υποδοχέων από την PGE2. 

Οι γνώσεις αυτές είναι απαραίτητες ώστε αφενός μεν να αναπτυχθούν νέες πιο 

αποτελεσματικές θεραπείες με λιγότερες ανεπιθύμητες ενέργειες, αφετέρου δε να 

αναπτυχθούν νέοι μοριακοί δείκτες οι οποίοι θα συμβάλλουν στην πιο έγκαιρη 
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εντόπιση του καρκίνου αλλά και την επιλογή της καταλληλότερης κάθε φορά 

θεραπείας. 

3.4. Υλικά και μέθοδοι 

3.4.1. Ποντικοί 

Όλοι οι ποντικοί αναθράφηκαν και διατηρήθηκαν σε C57BL/6J γενετικό υπόβαθρο 

στις ζωικές εγκαταστάσεις του Ερευνητικού Κέντρου Βιοϊατρικών Επιστημών 

‘Αλέξανδρος Φλέμιγκ’ κάτω από ειδικές συνθήκες χωρίς παθογόνα. Τα πειράματα 

εγκρίθηκαν από την αρμόδια Επιτροπή Αξιολόγησης Πρωτοκόλλων σε συνεργασία 

με τη Διεύθυνση της Κτηνιατρικής Υπηρεσίας της Ελληνικής Δημοκρατίας της 

Περιφέρειας Αττικής σύμφωνα με όλη την ισχύουσα Ευρωπαϊκή και εθνική 

νομοθεσία και πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με όλες τις σχετικές οδηγίες και 

κανονισμούς. Όλοι οι ποντικοί στεγάζονταν σε πρότυπα κλουβιά (με πριονίδι για 

υπόστρωμα) σε 12ωρο κύκλο ημέρας/νύκτας και ταΐζονταν με πρότυπη τροφή για 

τρωκτικά. 

Οι APC
min/+

 ποντικοί (Moser et al., 1990) αγοράστηκαν από τα εργαστήρια Jackson 

(ΗΠΑ, https://www.jax.org/). Oι ποντικοί Cox-2
f/f

 ήταν μια ευγενική προσφορά του 

καθηγητή H.R. Herschman (University of California, Loas Angeles, USA) (Ishikawa 

and Herschman, 2006). Οι ποντικοί CollagenVI-Cre ήταν μια ευγενική προσφορά της 

Δρ. Αρμακά Μαρίας (Ε.ΚΕ.Β.Ε. Αλέξανδρος Φλέμιγκ, Βάρη, Ελλάδα) (Armaka et 

al., 2008). 

Για τη γονοτύπηση των ποντικών χρησιμοποιήθηκε DNA που απομονώθηκε από την 

ουρά τους. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε ήταν:  

Για την Cox-2: A)5'- AAT TAC TGC TGA AGC CCA CC-3', B) 5'- AGA AGG CTT 

CCC AGC TTT TGT AAC C-3', Γ) 5'- GAA TCT CCT AGA ACT GAC TGG-3' 

Για το APCmin: Α) 5’- TTC TGA GAA AGA CAG AAG TTA -3’, Β) 5' - TTC CAC 

TTT GGC ATA AGG C - 3', Γ) 5' - GCC ATC CCT TCA CGT TAG - 3'  

Για την Cre: Πρόσθιος) 5'-ATT ACC GGT CGA TGC AAC GAG T-3', Ανάστροφος) 

5'-CAG GTA TCT CTG ACC AGA GTC A-3' 

Οι συνθήκες πραγματοποίησης της PCR ήταν οι ακόλουθες:  

https://www.jax.org/
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Για την Cox-2: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές για 

45 δευτερόλεπτα στους 60
o
C για 35 κύκλους, επιμήκυνση για 1 λεπτό στους 72

o
C.  

Για το APCmin: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές 

για 2 λεπτά στους 56
o
C για 29 κύκλους, επιμήκυνση για 3 λεπτά στους 72

o
C.  

Για την Cre: επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές για 1 

λεπτό στους 57
o
C και επιμήκυνση για 1 λεπτό στους 72

o
C για 5 κύκλους, έπειτα 

επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές για 40 

δευτερόλεπτα στους 55
o
C και επιμήκυνση για 1 λεπτό στους 72

o
C για 25 κύκλους.  

Σε όλα τα πειράματα προσπαθήσαμε να χρησιμοποιήσουμε ίσους αριθμούς 

αρσενικών και θηλυκών ποντικών από κάθε γονότυπο. Επιπρόσθετα, σε όλα τα 

πειράματα, τα ποντίκια που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από την ίδια γέννα ή 

τουλάχιστον ‘συστεγάζονταν’ στο ίδιο κλουβί από την ημέρα του απογαλακτισμού 

τους κι έπειτα. 

3.4.2. Μέτρηση όγκων και απομόνωση σπληνών 

Για την καταμέτρηση των όγκων, οι ποντικοί υποβλήθηκαν σε ευθανασία με τη 

χρήση ξηρού πάγου (όπως προβλέπεται από τους διεθνείς κανονισμούς) και 

απομονώθηκε το έντερο και ο σπλήνας τους. Στην ηλικία των 5,5 μηνών το έντερο 

μετά την πλύση του με κρύο PBS (Phosphate Buffered Saline) διανοίχτηκε κατά 

μήκος και καταμετρήθηκαν οι όγκοι που ήταν εμφανείς με το μάτι. Στην ηλικία των 5 

και 8 εβδομάδων η μέτρηση έγινε μόνο κατά την εξέταση τομών στο μικροσκόπιο. Σε 

ότι αφορά τους σπλήνες, επίσης πλύθηκαν σε κρύο PBS και εν συνεχεία ζυγίστηκαν 

και φωτογραφήθηκαν.  

3.4.3. Ιστοπαθολογική ανάλυση  

Τα έντερα που απομονώθηκαν από τους ποντικούς, αφού πλύθηκαν με κρύο PBS και 

διανοίχτηκαν κατά μήκος, μονιμοποιήθηκαν σε φορμαλίνη στους 4
o
C όλη τη νύχτα. 

Έπειτα τοποθετήθηκαν μέσα σε παραφίνη, κόπηκαν με μιρκοτόμο και βάφτηκαν με 

Αιματοξυλίνη/Ηωσίνη (H/E). Ο υπολογισμός του μεγέθους των αδενωμάτων/όγκων 

έγινε με τη χρήση του λογισμικού ImageJ. Άβαφες τομές χρησιμοποιήθηκαν για την 

εφαρμογή χρώσεων ανοσοϊστοχημείας και ανοσοφθορισμού.  
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Για τη μελέτη της (νεο)αγγείωσης εντός των όγκων, άβαφες τομές εντέρου 

επωάστηκαν με αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης CD34 (Abcam, ab81289). Έπειτα 

χρησιμοποιήθηκε βιοτινυλιωμένο δευτερογενές αντίσωμα (Vector Laboratories), ενώ 

η ανάπτυξη και ενίσχυση του σήματος έγινε με τη χρήση του κιτ της 3,3-

διαμινοβενζιδίνης (Vectastain DAB, Vector Laboratories). Ως χρώση αντίθεσης 

χρησιμοποιήθηκε η απλή χρώση αιματοξυλίνης. Οι φωτογραφίες ελήφθησαν με το 

μικροσκόπιο Nikon Eclipse E800 εξοπλισμένο με κάμερα Q Imaging ExiAqua και με 

τη βοήθεια του προγράμματος Bioquant Q-capture Pro7. Η ποσοτικοποίηση της 

χρώσης CD34 έγινε με τη χρήση του λογισμικού ImageJ.   

3.4.4. Εκτίμηση του πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης των επιθηλιακών 

κυττάρων 

Για την εκτίμηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, χορηγήθηκε στους ποντικούς 

ενδοπεριτοναϊκά 100mg/kg βρωμο-δεοξυ-ουριδίνη (Roche) 2 ώρες πριν την 

ευθανασία τους. Οι άβαφες τομές βάφτηκαν με τη χρήση του κιτ BrdU Proliferation 

Detection kit (BD Biosciences) ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή και ως 

χρώση αντίθεσης χρησιμοποιήθηκε απλή χρώση αιματοξυλίνης. Η καταγραφή των 

BrdU θετικών κυττάρων έγινε σε τουλάχιστον 20 διαφορετικά οπτικά πεδία καθένα 

από τα οποία περιείχε πάνω από 1 κρύπτη και σε ότι αφορά τους όγκους 

κανονικοποιήθηκε ως προς το μέγεθός τους με τη χρήση του λογισμικού ImageJ.  

Για την εκτίμηση της κυτταρικής απόπτωσης χρησιμοποιήθηκε το σύστημα DeadEnd 

Fluorimetric TUNEL (Promega) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Για τη 

χρώση των πυρήνων χρησιμοποιήθηκε η χρώση DAPI (Sigma-Aldrich). Η 

καταγραφή των TUNEL θετικών κυττάρων έγινε σε τουλάχιστον 20 διαφορετικά 

οπτικά πεδία καθένα από τα οποία περιείχε πάνω από 1 κρύπτη και σε ότι αφορά τους 

όγκους κανονικοποιήθηκε ως προς το μέγεθός τους με τη χρήση του λογισμικού 

ImageJ.  

Οι φωτογραφίες ελήφθησαν με το μικροσκόπιο Nikon Eclipse E800 εξοπλισμένο με 

κάμερα Q Imaging ExiAqua και με τη βοήθεια του προγράμματος Bioquant Q-

capture Pro7. 

 

 



 

158 

 

3.4.5. Q-PCR 

Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε πιάτα 96 πηγαδιών στο μηχάνημα 

BioRad CFX96 Real-Time System, C1000 Touch Thermal Cycler (Biorad) και τα 

δεδομένα αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Opticon Monitor 3. 

Μετά την ευθανασία των ποντικών, κομμάτι του τελικού ειλεού ή υλικό προερχόμενο 

από πεπτικούς όγκους απομονώθηκαν και καταψύχθηκαν ακαριαία μέσα σε υγρό 

άζωτο. Το συνολικό RNA απομονώθηκε και το DNA που περιείχε καταστράφηκε με 

τη χρήση DNAασης μέσω του Absolutely RNA Miniprep Kit της Agilent 

Technologies (Cat. No. 400800). Η αντίστροφη μεταγραφή καθώς και η αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας 

το κιτ QIAGEN OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Cat. No. 210212). Τα δείγματα 

κανονικοποιήθηκαν ως προς το Β2Μ. Οι εκκινητές για όλα τα γονίδια που 

εξετάστηκαν αγοράστηκαν από την Qiagen: B2M (Cat. No. 01149547), β-κατενίνη 

(Cat. No. 00160958), cMyc (Cat. No. 00096194), CyclinD1 (Cat. No. 00154595), 

PPARδ (Cat. No. 00166292), Cox-2 (Cat. No. 00165347), Lgr5 (Cat. No. 00123193), 

Bmi1 (Cat. No. 00165798), Olfm4 (Cat. No. 01557052), Ascl2 (Cat. No. 01066513) 

και Sox9 (Cat. No. 00163765).  Οι συνθήκες των αντιδράσεων ήταν οι εξής: αρχικά η 

αντίστροφη μεταγραφή έγινε στους 50
o
C  για 10 λεπτά. Έπειτα η Q-PCR ακολούθησε 

το εξής πρόγραμμα: αποδιάταξη του DNA στους 95
o
C για 10 δευτερόλεπτα, 

επανασυγκόλληση των μονών ελίκων του DNA με τους εκκινητές και επιμήκυνση 

στους 60
o
C για 30 δευτερόλεπτα. Ο κύκλος αυτός επαναλήφθηκε συνολικά 40 φορές.  

3.4.6. Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής (FACS) 

Μετά την ευθανασία των ποντικών, το λεπτό τους έντερο αφαιρέθηκε, κόπηκε σε 

μικρά κομμάτια (0,5-1 εκ.) και πλύθηκε εκτενώς με κρύο HBSS (Gibco) στο οποίο 

είχε προστεθεί και διάλυμα αντιβιοτικού-αντιμυκητιακού (Gibco). Έπειτα ο ιστός 

επωάστηκε σε διάλυμα HBSS που περιείχε 400 U/ml Κολλαγενάση IV (Sigma-

Aldrich), 1 mg/ml Διασπάση II (Roche) και 100 U/ml DΝAάση I (Sigma-Aldrich) για 

30-40 λεπτά στους 37°C. Το εναιώρημα κυττάρων που προέκυψε φιλτραρίστηκε 

μέσω φίλτρου 70 μm, πλύθηκε και επαναδιαλύθηκε σε PBS συμπληρωμένο με 5% 

FBS (Fetal Bovine Serum). Η βιωσιμότητα των κυττάρων ελέγχθηκε με τη χρήση της 

χρωστικής Trypan Blue και τα κύτταρα βάφτηκαν στους 4°C για 30 λεπτά με τα 

ακόλουθα αντισώματα: συζευγμένο με FITC αντι-CD11b (eBioscience, #11-0112-
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85), συζευγμένο με ΡΕ αντι-F4/80 (eBioscience, #12-4801-82), συζευγμένο με 

APC/Cy7 αντι-CD45 (BioLegend, #103116), συζευγμένο με AlexaFluor647 αντι-Gr1 

(BioLegend, #108418).  

Για την ενδοκυττάρια χρώση έναντι της Cox-2, αρχικά απομονώθηκαν 

μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου [όπως έχει περιγραφεί αναλυτικά από τους 

(Koliaraki and Kollias, 2016)] τα οποία καλλιεργήθηκαν για 1,5 εβδομάδα μέχρι να 

φτάσουν στο 3
ο
 πέρασμα. Έπειτα απομακρύνθηκαν από τις φλάσκες καλλιέργειας με 

τη χρήση διαλύματος τριψίνης-EDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific) και 

βάφτηκαν εξωκυττάρια με τη χρήση του συζευγμένου με AlexaFluor700 αντι-CD45 

αντισώματος (BioLegend, #103128). Εν συνεχεία, μονιμοποιήθηκαν και η κυτταρική 

τους μεμβράνη κατέστη διαπερατή με τη χρήση των αντίστοιχων διαλυμάτων 

Μονιμοποίησης (Fixation) και Διαπερατότητας (Permeabilization) (eBioscience) 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Έπειτα τα κύτταρα βάφτηκαν με 

συζευγμένο με AlexaFluor647 αντι-vimentin αντίσωμα (Abcam, #ab194719) και με 

συζευγμένο με FITC αντι-Cox2 αντίσωμα (Cayman, #10010096) σε θερμοκρασία 

δωματίου για 20 λεπτά.  

Η ανάλυση όλων των παραπάνω δειγμάτων έγινε με τη χρήση του κυτταρομετρητή 

ροής FACS Canto II Flow cytometer (BD) και του λογισμικού FACSDiva (BD) ή του 

λογισμικού FlowJo (FlowJo, LLC). 

3.4.7. Στατιστική ανάλυση 

Σε κάθε σύγκριση που πραγματοποιήσαμε, αρχικά εξετάσαμε εάν τα δεδομένα σε 

κάθε ομάδα ακολουθούν κανονική (Γκαουσιανή) κατανομή χρησιμοποιώντας το 

D’Agostino-Pearson Omnibus τεστ κανονικότητας, το Shapiro-Wilk τεστ και το 

Kolmogorov-Smirnov τεστ με την Dallal-Wilkison-Lilliefor P value. Εάν τα 

δεδομένα όντως ακολουθούσαν κανονική κατανομή, τότε τα συγκρίναμε 

χρησιμοποιώντας το απλό t-test (unpaired t-test) ή το απλό t-test με τη διόρθωση κατά 

Welch εάν οι διακυμάνσεις των τιμών των υπό σύγκριση ομάδων διέφεραν 

σημαντικά σύμφωνα με το F-test. Από την άλλη μεριά, εάν τα δεδομένα δεν 

ακολουθούσαν κανονική κατανομή, τα συγκρίναμε χρησιμοποιώντας το Mann-

Whitney τεστ. Τέλος, για πολλαπλές στατιστικές συγκρίσεις σε ένα συγκεκριμένο σετ 

δεδομένων χρησιμοποιήσαμε το ANOVA τεστ. Η στατιστική σημαντικότητα 

απεικονίζεται στις γραφικές παραστάσεις ως *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 



 

160 

 

Βιβλιογραφία 

Araujo, L.F., Soeiro Ade, M., Fernandes Jde, L., and Serrano Junior, C.V. (2005). 
[Cardiovascular events: a class effect by COX-2 inhibitors]. Arquivos brasileiros de cardiologia 
85, 222-229. 

Armaka, M., Apostolaki, M., Jacques, P., Kontoyiannis, D.L., Elewaut, D., and Kollias, G. 
(2008). Mesenchymal cell targeting by TNF as a common pathogenic principle in chronic 
inflammatory joint and intestinal diseases. The Journal of experimental medicine 205, 331-
337. 

Castellone, M.D., Teramoto, H., Williams, B.O., Druey, K.M., and Gutkind, J.S. (2005). 
Prostaglandin E2 promotes colon cancer cell growth through a Gs-axin-beta-catenin 
signaling axis. Science 310, 1504-1510. 

Cherukuri, D.P., Ishikawa, T.O., Chun, P., Catapang, A., Elashoff, D., Grogan, T.R., Bugni, J., 
and Herschman, H.R. (2014). Targeted Cox2 gene deletion in intestinal epithelial cells 
decreases tumorigenesis in female, but not male, Apc(Min/+) mice. Mol Oncol 8, 169-177. 

Chulada, P.C., Thompson, M.B., Mahler, J.F., Doyle, C.M., Gaul, B.W., Lee, C., Tiano, H.F., 
Morham, S.G., Smithies, O., and Langenbach, R. (2000). Genetic disruption of Ptgs-1, as well 
as Ptgs-2, reduces intestinal tumorigenesis in Min mice. Cancer research 60, 4705-4708. 

Cuzick, J., Otto, F., Baron, J.A., Brown, P.H., Burn, J., Greenwald, P., Jankowski, J., La 
Vecchia, C., Meyskens, F., Senn, H.J., et al. (2009). Aspirin and non-steroidal anti-
inflammatory drugs for cancer prevention: an international consensus statement. The Lancet 
Oncology 10, 501-507. 

Faller, W.J., Jackson, T.J., Knight, J.R., Ridgway, R.A., Jamieson, T., Karim, S.A., Jones, C., 
Radulescu, S., Huels, D.J., Myant, K.B., et al. (2015). mTORC1-mediated translational 
elongation limits intestinal tumour initiation and growth. Nature 517, 497-500. 

FitzGerald, G.A., and Patrono, C. (2001). The coxibs, selective inhibitors of 
cyclooxygenase-2. The New England journal of medicine 345, 433-442. 

Foersch, S., Neufert, C., Neurath, M.F., and Waldner, M.J. (2013). Endomicroscopic 
Imaging of COX-2 Activity in Murine Sporadic and Colitis-Associated Colorectal Cancer. 
Diagnostic and Therapeutic Endoscopy 2013, 5. 

Friedrich, T., Richter, B., Gaiser, T., Weiss, C., Janssen, K.P., Einwachter, H., Schmid, R.M., 
Ebert, M.P., and Burgermeister, E. (2013). Deficiency of caveolin-1 in Apc(min/+) mice 
promotes colorectal tumorigenesis. Carcinogenesis 34, 2109-2118. 

Gala, M., and Chung, D.C. (2011). Hereditary colon cancer syndromes. Seminars in 
oncology 38, 490-499. 

Goessling, W., North, T.E., Loewer, S., Lord, A.M., Lee, S., Stoick-Cooper, C.L., Weidinger, 
G., Puder, M., Daley, G.Q., Moon, R.T., et al. (2009). Genetic interaction of PGE2 and Wnt 
signaling regulates developmental specification of stem cells and regeneration. Cell 136, 
1136-1147. 

Greenhough, A., Smartt, H.J., Moore, A.E., Roberts, H.R., Williams, A.C., Paraskeva, C., 
and Kaidi, A. (2009). The COX-2/PGE2 pathway: key roles in the hallmarks of cancer and 
adaptation to the tumour microenvironment. Carcinogenesis 30, 377-386. 

Gruber, S.B., Ellis, N.A., Scott, K.K., Almog, R., Kolachana, P., Bonner, J.D., Kirchhoff, T., 
Tomsho, L.P., Nafa, K., Pierce, H., et al. (2002). BLM heterozygosity and the risk of colorectal 
cancer. Science 297, 2013. 

Hull, M.A., Faluyi, O.O., Ko, C.W., Holwell, S., Scott, D.J., Cuthbert, R.J., Poulsom, R., 
Goodlad, R., Bonifer, C., Markham, A.F., et al. (2006). Regulation of stromal cell 
cyclooxygenase-2 in the ApcMin/+ mouse model of intestinal tumorigenesis. Carcinogenesis 
27, 382-391. 

Ishikawa, T.O., and Herschman, H.R. (2006). Conditional knockout mouse for tissue-
specific disruption of the cyclooxygenase-2 (Cox-2) gene. Genesis 44, 143-149. 

Ishikawa, T.O., and Herschman, H.R. (2010). Tumor formation in a mouse model of colitis-
associated colon cancer does not require COX-1 or COX-2 expression. Carcinogenesis 31, 
729-736. 



 

161 

 

Jasperson, K.W., Tuohy, T.M., Neklason, D.W., and Burt, R.W. (2010). Hereditary and 
familial colon cancer. Gastroenterology 138, 2044-2058. 

Kettunen, H.L., Kettunen, A.S., and Rautonen, N.E. (2003). Intestinal immune responses in 
wild-type and Apcmin/+ mouse, a model for colon cancer. Cancer research 63, 5136-5142. 

Koliaraki, V., and Kollias, G. (2016). Isolation of Intestinal Mesenchymal Cells from Adult 
Mice. Bio-protocol 6. 

Koliaraki, V., Pasparakis, M., and Kollias, G. (2015). IKKbeta in intestinal mesenchymal 
cells promotes initiation of colitis-associated cancer. The Journal of experimental medicine 
212, 2235-2251. 

Ligtenberg, M.J., Kuiper, R.P., Chan, T.L., Goossens, M., Hebeda, K.M., Voorendt, M., Lee, 
T.Y., Bodmer, D., Hoenselaar, E., Hendriks-Cornelissen, S.J., et al. (2009). Heritable somatic 
methylation and inactivation of MSH2 in families with Lynch syndrome due to deletion of 
the 3' exons of TACSTD1. Nature genetics 41, 112-117. 

Moser, A.R., Pitot, H.C., and Dove, W.F. (1990). A dominant mutation that predisposes to 
multiple intestinal neoplasia in the mouse. Science 247, 322-324. 

Mutoh, M., Watanabe, K., Kitamura, T., Shoji, Y., Takahashi, M., Kawamori, T., Tani, K., 
Kobayashi, M., Maruyama, T., Kobayashi, K., et al. (2002). Involvement of prostaglandin E 
receptor subtype EP(4) in colon carcinogenesis. Cancer research 62, 28-32. 

Powell, D.W., Pinchuk, I.V., Saada, J.I., Chen, X., and Mifflin, R.C. (2011). Mesenchymal 
cells of the intestinal lamina propria. Annual review of physiology 73, 213-237. 

Psaty, B.M., and Potter, J.D. (2006). Risks and benefits of celecoxib to prevent recurrent 
adenomas. The New England journal of medicine 355, 950-952. 

Ritchie, K.J., Walsh, S., Sansom, O.J., Henderson, C.J., and Wolf, C.R. (2009). Markedly 
enhanced colon tumorigenesis in Apc(Min) mice lacking glutathione S-transferase Pi. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 106, 
20859-20864. 

Roulis M, Nikolaou C, Kotsaki E, Koliaraki V, Salpea K, Ragoussis J, Martini E, Becker C, 
Herschman H, Vetrano S, et al. (2014). An intestinal myofibroblast-specific Tpl2-Cox-2-PGE2 
pathway links innate sensing to epithelial homeostasis. Manuscript under review in PNAS. 

Shaker, A., and Rubin, D.C. (2010). Intestinal stem cells and epithelial-mesenchymal 
interactions in the crypt and stem cell niche. Transl Res 156, 180-187. 

Shao, J., Jung, C., Liu, C., and Sheng, H. (2005). Prostaglandin E2 Stimulates the beta-
catenin/T cell factor-dependent transcription in colon cancer. The Journal of biological 
chemistry 280, 26565-26572. 

Sonoshita, M., Takaku, K., Sasaki, N., Sugimoto, Y., Ushikubi, F., Narumiya, S., Oshima, M., 
and Taketo, M.M. (2001). Acceleration of intestinal polyposis through prostaglandin 
receptor EP2 in Apc(Delta 716) knockout mice. Nature medicine 7, 1048-1051. 

Vogelstein, B., and Kinzler, K.W. (2004). Cancer genes and the pathways they control. 
Nature medicine 10, 789-799. 

Wang, D., and Dubois, R.N. (2010). The role of COX-2 in intestinal inflammation and 
colorectal cancer. Oncogene 29, 781-788. 

Wang, D., and DuBois, R.N. (2013). The role of anti-inflammatory drugs in colorectal 
cancer. Annual review of medicine 64, 131-144. 

Wang, D., Wang, H., Shi, Q., Katkuri, S., Walhi, W., Desvergne, B., Das, S.K., Dey, S.K., and 
DuBois, R.N. (2004). Prostaglandin E(2) promotes colorectal adenoma growth via 
transactivation of the nuclear peroxisome proliferator-activated receptor delta. Cancer cell 
6, 285-295. 

Watanabe, K., Kawamori, T., Nakatsugi, S., Ohta, T., Ohuchida, S., Yamamoto, H., 
Maruyama, T., Kondo, K., Ushikubi, F., Narumiya, S., et al. (1999). Role of the prostaglandin E 
receptor subtype EP1 in colon carcinogenesis. Cancer research 59, 5093-5096. 

WHO (2017). International Agency for Research on Cancer: Cancer Today. 





 

163 

 

ΙΙΙ. Περίληψη της διδακτορικής διατριβής 

 

Τίτλος: Μελέτη του ρόλου των μεσεγχυματικών κυττάρων στη σωματική 

αύξηση και τον καρκίνο 

Συγγραφέας: Κακλαμάνος Αιμίλιος 

Τα μεσεγχυματικά κύτταρα, μαζί με τα επιθηλιακά κύτταρα, συνιστούν τα δύο 

βασικότερα είδη κυττάρων στα σπονδυλωτά ζώα στα οποία ανήκει και ο άνθρωπος. 

Αποτελούν έναν αρκετά ετερογενή πληθυσμό ο οποίος περιλαμβάνει κύτταρα 

περισσότερο (πχ οστεοβλάστες, χονδροβλάστες κοκ) ή λιγότερο (πχ μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα) διαφοροποιημένα, και με ποικίλες δυνατότητες διαφοροποίησης σε 

άλλους κυτταρικούς τύπους. Στη βιβλιογραφία ωστόσο, με τον όρο «μεσεγχυματικά 

κύτταρα» αναφέρονται συνήθως κύτταρα όπως τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, οι 

ινοβλάστες και οι μυοϊνοβλάστες, τα οποία δεν είναι τελικώς 

διαφοροποιημένα/εξειδικευμένα αλλά παρουσιάζουν κάποια πλαστικότητα τόσο ως 

προς τη δυνατότητά τους να διαφοροποιούνται περαιτέρω ως απάντηση σε διάφορα 

ερεθίσματα όσο και ως προς τις λειτουργίες τους.  

Είναι πλέον γνωστό ότι τα μεσεγχυματικά κύτταρα επιτελούν ποικίλες λειτουργίες οι 

οποίες είναι απαραίτητες τόσο για τη διατήρηση της ομοιόστασης του οργανισμού 

(όπως για παράδειγμα κατά την επούλωση ενός τραύματος) όσο και στα πλαίσια της 

παθοφυσιολογίας κάποιας νόσου (όπως για παράδειγμα η φλεγμονή και ο καρκίνος). 

Ωστόσο η μεγάλη ετερογένεια μεσεγχυματικών κυττάρων που παρατηρείται μεταξύ 

των διαφόρων ιστών του οργανισμού αλλά ακόμη και εντός του ίδιου ιστού, καθιστά 

πολύ δύσκολη την αποσαφήνιση του ξεχωριστού ρόλου που κάθε ένα από αυτά τα 

κύτταρα παίζει στην υγεία αλλά και στη νόσο. Παράλληλα, αυξάνεται διαρκώς το 

ενδιαφέρον για τη στόχευση μεσεγχυματικών κυττάρων στα πλαίσια της θεραπείας 

διαφόρων ασθενειών για τις οποίες οι κλασικές θεραπείες δεν επαρκούν. Είναι 

επομένως επιτακτική η ανάγκη να μελετηθούν και να κατανοηθούν εις βάθος οι 

διαφορετικοί ρόλοι που παίζουν τα μεσεγχυματικά κύτταρα ανάλογα με το 

περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται και τις συνθήκες στις οποίες δρουν. 

Με αυτό το σκοπό λοιπόν σχεδιάστηκε και η συγκεκριμένη μελέτη η οποία είχε δύο 

σκέλη. Αφενός μεν να μελετήσουμε το ρόλο των μεσεγχυματικών κυττάρων στη 
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σωματική αύξηση και αφετέρου να μελετήσουμε το ρόλο τους στον καρκίνο και 

συγκεκριμένα στον καρκίνο του παχέος εντέρου.  

Από τη μία μεριά, σε ότι αφορά τη σωματική αύξηση, είναι γνωστό ότι αυτή 

ρυθμίζεται και καθοδηγείται κυρίως από τον άξονα εκλυτική ορμόνη της αυξητικής 

ορμόνης – αυξητική ορμόνη – ινσουλινοειδής αυξητικός παράγοντας (GHRH - GH - 

Igf1). Επίσης είναι γνωστό ότι σε επίπεδο ιστού και κυττάρου, τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα παίζουν σημαντικό ρόλο στην υποστήριξη της επιβίωσης και του 

πολλαπλασιασμού ποικίλων άλλων κυτταρικών τύπων όπως τα επιθηλιακά κύτταρα, 

αλλά και στη δημιουργία ολόκληρου του ιστού παρέχοντάς του έναν υποστηρικτικό 

σκελετό πάνω στον οποίο θα δομηθεί. Ωστόσο ο ρόλος τους στη σωματική αύξηση 

γενικότερα, δεν έχει μελετηθεί στη βιβλιογραφία.  

Η μη αναμενόμενη έκφραση του γονιδίου της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στα 

μεσεγχυματικά κύτταρα που εκφράζουν το κολλαγόνο VI στον διαγονιδιακό ποντικό 

TgC6hp55 που δημιουργήσαμε στο εργαστήριό μας και ο οποίος παρουσίαζε εμφανή 

ενίσχυση της σωματικής του αύξησης, μας έδωσε τη δυνατότητα να μελετήσουμε το 

ρόλο της ιστοειδικής έκφρασης της αυξητικής ορμόνης από το μεσέγχυμα. Πιο 

συγκεκριμένα, η έκφραση της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στους TgC6hp55 

ποντικούς εντοπίστηκε σε διάφορους ιστούς όπως ο εγκέφαλος, η καρδιά και οι 

σκελετικοί μύες και σε χαμηλότερα επίπεδα οι πνεύμονες, οι νεφροί, ο σπλήνας, ο 

λιπώδης ιστός (λευκός και καφέ) και το έντερο, αλλά και στη συστηματική 

κυκλοφορία τους, οδηγώντας σε ποικίλες φαινοτυπικές αλλαγές. 

Αρχικά, οι ποντικοί παρουσίαζαν ενισχυμένη σωματική αύξηση (αυξημένο μήκος και 

βάρος σώματος) ήδη από την 3
η
 εβδομάδα της ζωής τους. Η αύξηση του σωματικού 

βάρους οφειλόταν κυρίως στην αναλογική αύξηση του βάρους των εσωτερικών τους 

οργάνων και γενικότερα της άλιπης μάζας τους, αλλά και σε μια επιπλέον αύξηση του 

λευκού λιπώδους ιστού η οποία παραπέμπει σε εικόνα ήπιας παχυσαρκίας. 

Παράλληλα, οι διαγονιδιακοί ποντικοί, πιθανότατα λόγω της έκφρασης της 

ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στον εγκέφαλό τους και κυρίως στην υπόφυση και 

τον υποθάλαμο, εμφάνισαν υπερφαγία αλλά και αυξημένο μεταβολισμό με 

εντονότερη κινητοποίηση υδατανθράκων ως πηγή ενέργειας κατά τις βραδινές ώρες 

(ώρες αυξημένων αναγκών για τα τρωκτικά), με το τελικό ημερήσιο ισοζύγιο 

ενέργειάς τους να είναι θετικό και αυξημένο σε σχέση με τους ποντικούς μάρτυρες. 
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Το γεγονός αυτό εξηγεί πιθανότατα και την παρατηρούμενη εικόνα παχυσαρκίας. 

Επιπλέον, σε ότι αφορά το μεταβολικό τους προφίλ, οι TgC6hp55 ποντικοί 

παρουσίασαν εικόνα παρόμοια με τα αρχικά στάδια του σακχαρώδη διαβήτη στον 

άνθρωπο, δηλαδή αντοχή στην ινσουλίνη με ταυτόχρονη υπερισνουλιναιμία, 

καταφέρνοντας έτσι να διατηρήσουν την ευγλυκαιμία τους.  

Σε συμφωνία με τα παραπάνω, η ιστολογική εξέταση των διαγονιδιακών ποντικών 

ανέδειξε την προοδευτική συσσώρευση λιπιδίων στο ήπαρ η οποία εξελίχθηκε σε 

μέτρια μακροοζώδη ηπατική στεάτωση, αλλά και τη μειωμένη αποθήκευση ηπατικού 

γλυκογόνου, ενώ τα ευρήματα αυτά συνοδεύονταν και από αλλαγές σε επίπεδο 

έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με το μεταβολισμό λιπιδίων, πρωτεϊνών και 

υδατανθράκων στο ήπαρ. Επίσης, και τα λιποκύτταρα του λευκού λιπώδους ιστού 

παρουσίαζαν μεγαλύτερο μέγεθος λόγω μεγαλύτερης συσσώρευσης και αποθήκευσης 

λιπιδίων. Τέλος, μια σειρά από παραμέτρους της φυσιολογίας των ποντικών όπως 

είναι κάποιες βιοχημικές παράμετροι (αλβουμίνη, ολική πρωτεΐνη, τριγλυκερίδια, 

σίδηρος κλπ), κυτταρολογικοί δείκτες (αιματοκρίτης, αιμοσφαιρίνη, λευκά 

αιμοσφαίρια κλπ) αλλά και δείκτες του μεταβολισμού των οστών (οστική πυκνότητα, 

αλκαλική φωσφατάση κλπ) παρουσίασαν αλλαγές σε σύγκριση με τους ποντικούς 

μάρτυρες. 

Η παρεμπόδιση της δράσης της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης μέσω του 

φαρμακολογικού αποκλεισμού του υποδοχέα της, οδήγησε σε αναστροφή των κύριων 

χαρακτηριστικών του παρατηρούμενου φαινοτύπου, επιβεβαιώνοντας την 

αιτιολογική σχέση της -παραγόμενης από το μεσέγχυμα- ανθρώπινης αυξητικής 

ορμόνης με το φαινότυπο των TgC6hp55 ποντικών.  

Η διατήρηση των επιπέδων του Igf-1 στο αίμα των TgC6hp55 ποντικών σε 

φυσιολογικά επίπεδα παρά την παρουσία της ανθρώπινης αυξητικής ορμόνης στη 

συστηματική κυκλοφορία τους μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι πιθανότατα ο κύριος 

μηχανισμός δράσης της στους TgC6hp55 ποντικούς ήταν μέσω της τοπικής έκφρασής 

της από το μεσέγχυμα διαφόρων οργάνων και της εν συνεχεία παρακρινούς δράσης 

της σε αυτά, συνεπικουρούμενη και από κάποιες συστηματικές δράσεις. Παράλληλα, 

επειδή η αυξητική ορμόνη του ανθρώπου στον ποντικό ενεργοποιεί και τον υποδοχέα 

της προλακτίνης, είναι πιθανό κάποια πιο δευτερεύοντα χαρακτηριστικά του 

παρατηρούμενου φαινοτύπου να οφείλονται και σε έναν τέτοιο μηχανισμό. 
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Συνοπτικά, η μελέτη μας έδειξε ότι η τοπική έκφραση της αυξητικής ορμόνης από τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα που εκφράζουν το κολλαγόνο VI, μπορεί να δράσει τόσο σε 

τοπικό όσο και σε συστηματικό επίπεδο επηρεάζοντας σημαντικά τη σωματική 

αύξηση του ποντικού αλλά και μια ποικιλία από παραμέτρους της φυσιολογίας του.  

Από την άλλη μεριά, σε ότι αφορά τον καρκίνο του παχέος εντέρου, είναι γνωστό ότι 

πέρα από τα καρκινικά κύτταρα αυτά καθαυτά, σημαντικότατο ρόλο στην εμφάνιση 

και εξέλιξη της νόσου παίζει και το λεγόμενο «μικροπεριβάλλον» του όγκου το οποίο 

αποτελείται από μια σειρά άλλα κύτταρα όπως τα μεσεγχυματικά, τα ενδοθηλιακά 

και τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. Τα κύτταρα αυτά, μέσω ποικίλων 

μορίων που παράγουν κι εκκρίνουν μπορούν να επιδρούν στα καρκινικά κύτταρα και 

να ενισχύουν την καρκινογένεση. Για παράδειγμα, έχει δειχτεί ότι η 

κυκλοοξυγενάση-2 που παράγεται στους όγκους, μέσω της παραγωγής 

προσταγλανδίνης Ε2 συμβάλει στην ενίσχυση της καρκινογένεσης μέσω πολλών και 

διαφορετικών μηχανισμών (ενίσχυση του πολλαπλασιασμού και της επιβίωσης των 

καρκινικών κυττάρων αλλά και αποφυγή της απόπτωσης, ενίσχυση της 

αγγειογένεσης, αποφυγή της ανοσολογικής επιτήρησης κλπ.). Μάλιστα, όλο και 

περισσότερες μελέτες υποδηλώνουν ως πηγή της κυκλοοξυγενάσης-2 τα 

μεσεγχυματικά κύτταρα του εντέρου που βρίσκονται κάτω από τις εντερικές κρύπτες. 

Σκοπός μας λοιπόν ήταν η μελέτη του ρόλου της κυκλοοξυγενάσης-2 που παράγεται 

από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες στην καρκινογένεση του εντέρου. 

Αξιοποιώντας τους CollagenVI-Cre ποντικούς, αδρανοποιήσαμε ιστοειδικά στους 

εντερικούς μυοϊνοβλάστες την κυκλοοξυγενάση-2 σε ένα πολύ καλά χαρακτηρισμένο 

πειραματικό πρότυπο καρκινογένεσης του εντέρου, τους ποντικούς APC
min/+

. 

Φυσιολογικά, οι ποντικοί αυτοί παρουσιάζουν αυτόματα δεκάδες έως εκατοντάδες 

αδενώματα-όγκους στο έντερό τους και εμφανίζουν προσδόκιμο επιβίωσης γύρω 

στους 6 μήνες. Ωστόσο, μετά την αδρανοποίηση της κυκλοοξυγενάσης-2 από τους 

εντερικούς μυοϊνοβλάστες των ποντικών αυτών (APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

 ποντικοί), 

ο αριθμός των αναπτυσσόμενων όγκων/αδενωμάτων μειώθηκε κατά τουλάχιστον 

50%. Η μείωση αυτή, αν και δε συνοδεύτηκε από μείωση του μεγέθους των 

αναπτυσσόμενων όγκων, εντούτοις συνοδεύτηκε από βελτιωμένη κλινική εικόνα και 

κυρίως από σημαντική επέκταση της διάρκειας ζωής των ποντικών. Η παρουσία 

μειωμένου αριθμού μικροαδενωμάτων κατά τα πολύ αρχικά στάδια της 

καρκινογένεσης στους APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

 ποντικούς υποδηλώνει ότι η 
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κυκλοοξυγενάση-2 που παράγεται από τους εντερικούς μυοϊνοβλάστες πιθανότατα 

επηρεάζει κυρίως την έναρξη της καρκινογένεσης και όχι την εξέλιξη αυτής. 

Από μηχανιστικής απόψεως, η μεσεγχυματική κυκλοοξυγενάση-2 φαίνεται να 

επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό των επιθηλιακών κυττάρων ακόμη και στο 

φαινομενικά «υγιές» έντερο, χωρίς ωστόσο να επιδρά στην απόπτωση αυτών. Επίσης 

φαίνεται να μην επηρεάζει ούτε την (νεο)αγγειογένεση εντός των όγκων αλλά ούτε 

και τη διήθησή τους από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. 

Τέλος, σε μοριακό επίπεδο, είδαμε πως η προερχόμενη από τους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες κυκλοοξυγενάση-2 επιδρά στο σηματοδοτικό μονοπάτι της β-

κατενίνης αλλά και στην έκφραση διαφόρων δεικτών μεσεγχυματικών κυττάρων 

ενισχύοντας έτσι τη διαδικασία της καρκινογένεσης.  

Συνοπτικά, η μελέτη μας επιβεβαίωσε in vivo το σημαντικότατο ρόλο που παίζει η 

σηματοδότηση μέσω της κυκλοοξυγενάσης-2 που προέρχεται από τους εντερικούς 

μυοϊνοβλάστες για τη διαδικασία της καρκινογένεσης του εντέρου, αλλά και την 

επικοινωνία που υπάρχει μεταξύ μεσεγχύματος και εντερικού επιθηλίου. Ωστόσο 

περαιτέρω μελέτες είναι απαραίτητες ώστε να διαλευκανθούν τα ακριβή μοριακά 

μονοπάτια τα οποία καθοδηγούν την εμφάνιση της νόσου αυτής. Επίσης πρέπει να 

έχουμε κατά νου και μια αδυναμία της μελέτης μας. Η απαλοιφή της 

κυκλοοξυγενάσης-2 με τη χρήση των ποντικών CollagenVI-Cre αφενός μεν δεν 

πραγματοποιείται με 100% αποτελεσματικότητα μεταξύ των μυοϊνοβλαστών που 

εκφράζουν το κολλαγόνο VI, κι αφετέρου δεν πραγματοποιείται σε όλους τους 

εντερικούς μυοϊνοβλάστες (υπάρχουν μυοϊνοβλάστες που δεν εκφράζουν το 

κολλαγόνο VI), κι επομένως στους APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

 ποντικούς υπάρχουν 

ακόμη εντερικοί μυοϊνοβλάστες οι οποίοι παράγουν κυκλοοξυγενάση-2. Επομένως, η 

100% απαλοιφή της Cox-2 από τους μυοϊνοβλάστες που παράγουν κολλαγόνο VI ή η 

απαλοιφή της από άλλους πληθυσμούς εντερικών μυοϊνοβλαστών θα μπορούσε να 

δώσει ακόμη καλύτερα αποτελέσματα και να βοηθήσει στη διαλεύκανση του 

εξειδικευμένου ρόλου των κυττάρων αυτών στην καρκινογένεση του εντέρου. 

Γενικότερα λοιπόν, επιπλέον πειράματα που βρίσκονται ήδη σε εξέλιξη τόσο στο 

εργαστήριό μας όσο και από συνεργάτες μας, θα βοηθήσουν στην καλύτερη 

κατανόηση της παθοφυσιολογίας του καρκίνου του παχέος εντέρου με σκοπό την 

ανάπτυξη αποτελεσματικότερων και πιο στοχευμένων (με λιγότερες ανεπιθύμητες 
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ενέργειες) θεραπειών αλλά και την ανάπτυξη δεικτών για την καλύτερη διάγνωση και 

πρόγνωση των ασθενών με τη νόσο αυτή.  
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ΙV. Summary of PhD thesis 

 

Title: Studying the role of mesenchymal cells in somatic growth and 

cancer 

Author: Kaklamanos Aimilios 

Mesenchymal and epithelial cells consist two of the main cell types in vertebrates 

such as humans. Mesenchymal cells constitute a quite heterogeneous population 

which consists of cells that are more (e.g. osteoblasts, chondroblasts) or less (e.g. 

mesenchymal stem cells) differentiated, with varying capabilities for differentiation in 

other cell types. In literature, the term “mesenchymal cells” usually refers to cells like 

mesenchymal stem cells, fibroblasts and myofibroblasts, which are not terminally 

differentiated/specialized but exhibit some plasticity both regarding their capabilities 

for further differentiation as a response to different stimuli and regarding to their 

functions. 

It is now well known that mesenchymal cells play a key role in functions that are 

essential both for the preservation of homeostasis (e.g. during wound healing) and in 

the context of a disease (e.g. inflammation or cancer). However, the great 

heterogeneity of mesenchymal cell types that is observed among different tissues as 

well as inside the same tissue makes the detection and clarification of the specific 

roles that each one of these cells plays in health and disease a quite difficult task. In 

parallel though, there is increased interest in targeting mesenchymal cells as a 

treatment for different diseases for which the conventional treatments have failed or 

are ineffective. It is therefore crucial to study and understand deeper the different 

roles that mesenchymal cells play according to the context and the conditions in 

which they act. 

This was also the aim of this project which consists of two parts. On the one hand, to 

study the role of mesenchymal cells in somatic growth, and on the other hand to study 

their role in cancer and specifically in colorectal cancer. 

Regarding somatic growth, it is known (and has been described in detail) that it is 

mainly controlled by the axis growth hormone releasing hormone – growth hormone – 

insulin-like growth factor 1 (GHRH - GH - Igf1). Additionally, it is known that in the 
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level of a tissue or a cell, mesenchymal cells play an important role in supporting the 

survival and proliferation of many other cell types (like the epithelial cells) as well as 

in the generation of the whole tissue since they provide a scaffold on which the tissue 

will be formed. However their role in somatic growth has not been studied in 

literature.  

The unexpected expression of the human growth hormone gene in the collagen VI 

expressing mesenchymal cells of our new transgenic mice (called TgC6hp55) which 

exhibited enhanced somatic growth gave us the opportunity to study the role of tissue-

specific expression of the growth hormone from the mesenchyme. More specifically, 

the human growth hormone was found to be expressed in many different tissues like 

brain, heart and skeletal muscle, as well as (although in smaller quantities) in lungs, 

kidneys, spleen, adipose tissue (both white and brown), intestine, and was also 

detected in the circulation of the transgenic mice inducing a variety of phenotypic 

changes in them.  

Initially, the transgenic mice exhibited enhanced somatic growth (increased body 

length and body weight) starting already from the 3
rd

 week of age. The increased body 

weight could be attributed to the proportionally increased weight of their internal 

organs and lean mass and also to a disproportional increase in white adipose tissue 

which points towards a mild obesity-like phenotype. In the same time, probably due 

to the expression of the human growth hormone in their brain (mainly in their 

pituitary and hypothalamus), the mice showed hyperphagia as well as increased 

metabolism and enhanced mobilization of carbohydrates as a source of energy during 

night (when nocturnal animals have increased energy demands), with the daily energy 

surplus being positive and increased in comparison to their wt controls. This 

observation could explain their obesity-like phenotype we described before.  

Additionally, regarding their metabolic profile, the TgC6hp55 mice presented a 

phenotype resembling the initial stages of diabetes mellitus in humans since they were 

insulin resistant but remained normoglycemic due to the increased insulin production 

they had (hyperinsulinemia).  

In accordance with the previous findings, histological examination of the transgenic 

mice revealed the progressive accumulation of lipids in their livers which developed 

in a moderate macrovesicular hepatic steatosis, as well as decreased storage of hepatic 
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glycogen. These findings were followed by alterations in the expression of genes that 

regulate lipid, protein and carbohydrate metabolism in the liver. Moreover, the 

adipocytes of the white adipose tissue were also enlarged due to the increased 

accumulation and storage of lipids inside them. Finally, we detected alterations in a 

series of physiological parameters of the transgenic mice like biochemical parameters 

(serum albumin, total protein, triglycerides, iron etc.), cytological parameters 

(hematocrit, hemoglobin, white blood cells etc.) as well as in markers of bone 

metabolism (bone mineral density, alkaline phosphatase etc.).  

The inhibition of human growth hormone activity through the pharmacological 

blockade of its receptor led to an inversion of the main phenotypic characteristics of 

the TgC6hp55 mice, thus confirming the etiological relation between the 

mesenchymally produced human growth hormone and the observed phenotype.  

The fact that the Igf-1 serum levels were unchanged in the TgC6hp55 mice despite the 

presence of the human growth hormone in their circulation leads to the conclusion 

that probably the main mechanism of action of this hormone in the TgC6hp55 mice 

was through its local expression by the mesenchyme of different organs and its 

subsequent paracrine actions in them, assisted by some additional systemic effects. 

Simultaneously, since the human growth hormone can activate also the prolactin 

receptor of the mouse, it is possible that some secondary features of the observed 

phenotype could be attributed to this mechanism.  

As a conclusion, our study showed that the local expression of growth hormone from 

the collagen VI expressing mesenchymal cells can act both on a local and on a 

systemic level thus affecting not only somatic growth but also various other 

physiological parameters of the mouse.  

On the other hand, regarding colorectal cancer, it is known that apart from the cancer 

cells per se, the tumor “microenvironment” plays also a very important role in the 

initiation and development of the disease. This microenvironment consists of different 

cell types like mesenchymal, endothelial and immune cells, which through the 

production of different molecules have the ability to affect the cancer cells and 

enhance tumorigenesis. For example, it has been shown that cyclooxygenase-2 (Cox-

2) that is produced by tumors, through the production of prostaglandin E2 (PGE2), 

enhances colorectal carcinogenesis via many different mechanisms (enhancement of 
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the proliferation and survival of cancer cells, avoidance of apoptosis, promotion of 

angiogenesis, avoidance of the immune surveillance etc.). Interestingly, more and 

more publications suggest as a source of this Cox-2 the mesenchymal cells that are 

located underneath the intestinal crypts. Therefore, the aim of our study was to 

examine the role of Cox-2 that is produced by the intestinal myofibroblasts in 

colorectal carcinogenesis. 

For this reason, we used the CollagenVI-Cre mice in order to genetically delete, in a 

tissue-specific way, the Cox-2 from the intestinal myofibroblasts in a very common 

and well characterized mouse model of colorectal carcinogenesis, the APC
min/+

 

mouse. Normally these mice develop spontaneously dozens or hundreds of 

adenomas/tumors in their intestine and therefore have a life expectancy of up to 6 

months. However, after the deletion of Cox-2 from their intestinal myofibroblasts 

(APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

mice), the number of the developed adenomas/tumors was 

decreased more than 50%. This reduction, despite not being accompanied by a 

reduction in tumor size, led to a decreased disease severity and an important 

elongation of the life duration of these mice. The fact that the 

APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

 mice showed fewer microadenomas already from the initial 

stages of carcinogenesis, suggests that the Cox-2 coming from the intestinal 

myofibroblasts probably affects the initiation of carcinogenesis and not its 

development. 

From a mechanistic point of view, mesenchymally produced Cox-2 seems to affect 

proliferation of the intestinal epithelial cells even in the seemingly “healthy” intestine 

without affecting their apoptosis. Additionally, it seems not to affect 

(neo)angiogenesis or immune infiltration of the tumor. 

Finally, on a molecular level, we found that Cox-2 coming from the intestinal 

myofibroblasts affects the b-catenin pathway as well as a series of stem cell markers, 

thus enhancing intestinal carcinogenesis.  

As a conclusion, our study confirmed in vivo the important role that the Cox-2 

signaling in the intestinal myofibroblasts plays in the procedure of intestinal 

carcinogenesis, as well as the crosstalk that exists between mesenchyme and intestinal 

epithelium. However, further studies are needed to elucidate the exact molecular 

pathways that drive this disease. Moreover, we must be aware of one important 
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drawback of our study. Genetic deletion of Cox-2 using the CollagenVI-Cre mice, on 

the one hand is not 100% efficient among CollagenVI
+
 intestinal myofibroblasts, and 

on the other hand does not affect CollagenVI
-
 intestinal myofibroblasts. Therefore, in 

the APC
min/+

ColVICreCox2
f/f

 mice there are still intestinal myofibroblasts that keep 

expressing Cox-2. Complete (100%) genetic deletion of Cox-2 form the CollagenVI 

intestinal myofibroblasts or even deletion from other types of intestinal 

myofibroblasts, could give us even better results and help enlighten thespecific roles 

that these cells play in intestinal carcinogenesis.In general, extra experiments that are 

already running in our lab or in our collaborator’s labs will be very helpful for the 

better understanding of the pathophysiology of colorectal cancer, so that we can 

develop more effective and targeted (with less side-effects) treatments as well as 

markers for better diagnosis and prognosis for patients with this devastating disease.  
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Παράρτημα 1: Αγγλικό πρωτότυπο του ΙΙ-2 



1Scientific RepoRts | 7: 2397  | DOI:10.1038/s41598-017-02581-8

www.nature.com/scientificreports

Extensive phenotypic 
characterization of a new 
transgenic mouse reveals 
pleiotropic perturbations in 
physiology due to mesenchymal 
hGH minigene expression
Aimilios Kaklamanos1, Jan Rozman  4,5, Manolis Roulis1,9, Niki Karagianni2, Maria Armaka  1,  
Moya Wu4, Laura Brachthäuser4,7, Julia Calzada-Wack4, Marion Horsch4, Johannes 
Beckers4,5,8, Birgit Rathkolb4,5,6, Thure Adler4, Frauke Neff4,7, Eckhard Wolf5,6, Valerie Gailus-
Durner4, Helmut Fuchs4, Martin Hrabe de Angelis  4,5,8 & George Kollias1,3
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the serum. Pharmacological blockade of GH signaling prevented the development of the phenotype. 
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Early during the development of transgenic technologies in mice it was realized that homologous and heterol-
ogous intronic sequences and polyadenylation signals are essential for the stabilization and efficient expression 
of the transgene of interest1, 2. It was in the early 1990s when scientists, for this exact purpose, started using the 
so-called hGH minigene which consists of the entire human growth hormone coding region, including introns 
and a polyadenylation signal3, 4. At that time and for many years afterwards, it was believed that since the hGH 
minigene was the second cistron in the transgene-encoded mRNA, it would not be expressed. Therefore this 
technique was widely used in the generation of new transgenic lines5–10, especially in mice designed to express the 
Cre-recombinase. The number of mice that carry the hGH minigene nowadays exceeds 20011 (indicatively, only 
the different pancreatic β-cell specific transgenic mice are at least 22 as reported by Brouwers et al.12).

However, during the last years there has been an increasing number of publications reporting the expression 
of this minigene with subsequent effects on the mouse phenotype12–18. For example the expression of the hGH 
minigene specifically in the pancreatic β-cells of the mouse negatively affects β-cell physiology as well as glucose 
and insulin homoeostasis12–14, 17. Additionally, the expression of the hGH minigene in the mouse brain (either in 
the hypothalamus or in the pituitary) leads to growth defects and metabolic deregulations through its interaction 
with the endogenous GHRH-GH-IGF1 axis15, 16, 18. The finding that hGH can bind to and activate both the mouse 
GH receptor and the mouse prolactin receptor (PRLR)19 adds another level of complexity in the effects of the 
unplanned hGH minigene expression.

Unfortunately though, in the vast majority of the 200 transgenic mice mentioned above, the authors did not 
examine whether the hGH minigene was expressed, and if they did, they did not examine whether the produced 
hGH was functional8, 20–22. Furthermore, the publications that described the production and functionality of the 
hGH (coming from the hGH minigene) examined only the local effects at the tissue-site of expression and did 
not assess the possible systemic effects of circulating hGH occurring through less predictable mechanisms12–18. 
Therefore, the ‘safety’ and/or suitability of using mice containing this specific minigene is still debatable since 
only now we have started discovering the pitfalls related with this technique which has been in use for more than 
20 years.

We have previously shown that TNF signaling through its receptor 1 (TNFR1) in the mesenchyme is suf-
ficient to drive pathogenesis in mouse models of Rheumatoid Arthritis and Crohn’s-like Inflammatory Bowel 
Disease23. From the two receptors of TNF, named TNFR1 and TNFR2, human TNFR1 can recognize mouse TNF 
and vice versa, while this is not the case for TNFR224. In order to study the role of TNF-TNFR1 signaling in the 
mesenchyme in a humanized background, we generated the TgC6hp55 transgenic mice which, additionally to 
the mouse Tnfr1, express the human TNFR1 specifically in the mesenchymal compartment under the control 
of the Col6a1 (simply CollagenVI or ColVI) promoter25. It has been previously shown in transgenic embryos 
that the CollagenVI promoter is active in mesenchymal cells in many different tissues like skin insertions of the 
superficial aponeurosis, joints, nerves, intervertebral discs, vibrissae, skeletal muscle, meninges, tendons, sube-
pidermal mesenchyme, heart, blood vessels, adipose tissue, cartilage, central nervous system and retina (ectopic 
expression), while there are some hints for expression in other tissues like lungs, intestine, kidney, periosteum, 
perichondrium, serosae, bladder25.

Here we show that the expression of the hGH minigene in the CollagenVI expressing mesenchymal cells in 
various tissues can lead to previously undescribed alterations in mouse physiology. The extensive phenotypic 
characterization of the transgenic mice TgC6hp55 discovered no signs of spontaneous inflammation and/or auto-
immunity but revealed a variety of perturbations in many different aspects of their physiology including somatic 
growth, skeletal characteristics, as well as histological alterations in the liver and adipose tissue that suggested 
enhanced lipid storage. Many findings resemble effects of transgenic systemic growth hormone overexpression. 
Our molecular analysis uncovered the expression of the hGH minigene in different tissues and our pharmaco-
logical experiments confirmed the causal relation between the produced hGH and the observed phenotype. Our 
findings describe for the first time the plethora of local and/or systemic effects that the hGH minigene can have 
when expressed in the mesenchymal compartment.

Results
Generation of the TgC6hp55 transgenic mice and assessment of transgene expression. For the 
generation of the TgC6hp55 mice, a 1.5 kb fragment encompassing the hTNFR1 coding DNA sequence (CDS)26 
was inserted downstream of the 7.5 kb 5′-flanking region of the CollagenVI(a1) promoter25, followed by a 2.1 kb 
hGH minigene27 (Fig. 1A). Transgenic integration was confirmed by PCR analysis. One male mouse that was 
found to carry the transgene was used for the establishment of the TgC6hp55 mouse line (Founder 1) (Fig. 1B). 
Next, following the same procedure, we generated a second mouse carrying the same transgene (Founder 2). 
The mouse lines were backcrossed to a C57BL/6J background for more than 8 generations. Q-PCR analysis of 
the transgene copy number showed the insertion of 2 copies into the mouse genome of the first founder and of 
14 copies into the mouse genome of the second founder. Despite the difference in copy number between the two 
founders, the two transgenic mouse lines exhibited exactly the same body weight, suggesting that the difference in 
copy number does not have a different effect on the gross phenotype (Fig. 1C). Therefore, in order to avoid extra 
complications due to the increased copy number described in the second founder, we focused our main analysis 
to the first founder.

Q-PCR analysis in different tissues of the TgC6hp55 mice confirmed human TNFR1 expression from the 
transgene. High expression levels were found in skeletal muscle and spleen, followed by lower levels of expres-
sion in abdominal white adipose tissue (WAT) and heart, expression at detection levels in lung, kidney, brown 
adipose tissue (BAT), brain, ileum and colon and no expression (or expression below detection levels) in the 
liver (Fig. 1D). Skeletal muscle, heart and intestine are typical sites of CollagenVI expression, while lung, kidney, 
liver, brain and adipose tissue have also been reported to express CollagenVI in some cases23, 25. As for the spleen, 
although it is not regarded as a typical CollagenVI expressing tissue, we have recently shown that there are cells in 
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the spleen that express CollagenVI28. Therefore the expression pattern of the transgene is in agreement with the 
mesenchymal expression of CollagenVI in different tissues.

TgC6hp55 transgenic mice show enhanced somatic growth accompanied by alterations in var-
ious parameters of their physiology. The phenotypic characterization of the TgC6hp55 mice in col-
laboration with the German Mouse Clinic (GMC) included macroscopic examination as well as examination 
regarding bone/skeletal morphology, hematological and biochemical blood parameters, immunology, neurology, 
nociception, allergies, cardiovascular system and eye morphology/function29, 30. (The phenotyping pipeline used 
is described in detail in the Materials and Methods section).

TgC6hp55 mice showed by 3 weeks of age an increased body weight as compared to their wild type littermates 
(Fig. 2A and Supplementary Fig. S1) and an increased body length as assessed in three different time points (1 
month, 3 months and 11 months old) (Fig. 2B). MicroCT analysis of the right femur showed that TgC6hp55 
mice also had increased bone length (Fig. 2C and D). At the same time points, as shown in Fig. 2E, most of the 
organs from the transgenic mice were heavier than their controls’. Furthermore, as shown in Fig. 2F, the nor-
malized weights of these organs did not differ significantly from their controls’, indicating a generally enhanced 
somatic growth. Only white adipose tissue’s (WAT) normalized weight was increased in the transgenic mice 
hinting towards an additional obesity-like phenotype. A whole body composition analysis at the age of 13 weeks 
(also repeated at 19 weeks) using quantitative Nuclear Magnetic Resonance (qNMR) showed an increase in both 
lean and fat mass in the transgenic mice (Supplementary Fig. S2). When normalized according to total body 
weight, the fat mass was found to be increased in the TgC6hp55 mice while the lean mass slightly decreased 
(Supplementary Fig. S2). Analysis using linear regression analysis of the fat tissue mass weight in correlation to 
body weight (Fig. 2G) according to Packard and Boardman31 confirmed that the normalized total fat tissue weight 
in the TgC6hp55 mice is bigger than in wt.

A 2-days indirect calorimetry analysis including monitoring of food uptake revealed that TgC6hp55 mice are 
both hyperphagic (increased energy uptake) and hypermetabolic (increased energy expenditure) (Supplementary 
Fig. S3) with their total daily energy surplus (daily energy uptake of metabolizable energy minus daily energy 
expenditure) being positive and increased (Fig. 3A). Additionally, examination of the glucose homeostasis and 
insulin sensitivity using an intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (Fig. 3B), an intraperitoneal insulin tol-
erance test (ipITT) (Fig. 3C) and a hyperinsulinemic-euglycemic clamp [including glucose infusion rate (GINF) 
(Fig. 3D) and insulin sensitive suppression of endogenous hepatic glucose production (Fig. 3E)] revealed that the 
TgC6hp55 mice were insulin resistant. Nevertheless, they stayed normoglycemic under steady-state conditions 
(Fig. 3F) due to the hyperinsulinemia they were exhibiting accompanied by an enhanced glucose stimulated 
insulin secretion (GSIS) (Fig. 3G) which both resulted in normal glucose uptake from the skeletal muscle and the 
WAT (Fig. 3H). This enhanced glucose-stimulated insulin secretion can also explain the decreased blood glucose 
levels observed in the TgC6hp55 mice during the ipGTT shown in Fig. 3B. Finally, the 2-days indirect calorim-
etry uncovered an interesting increase in carbohydrate utilization by the transgenic mice during the night (the 

Figure 1. TgC6hp55 mice express the human TNFR1 under the CollagenVI promoter and show increased 
body size. (A) The construct used for the generation of the TgC6hp55 mice. (B) Macroscopic comparison of 
male and female transgenic mice versus their wild type littermates at the age of 3 months. (C) Comparison of 
the body weights of the two founders and the transgenic mice coming from them. At all time points there is no 
statistically significant difference between the two curves. (D) Q-PCR analysis for the detection of the human 
TNFR1 mRNA in different tissues from n = 3 TgC6hp55 mice. WAT, abdominal white adipose tissue; BAT, 
brown adipose tissue.
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time when nocturnal animals like mice have increased energy demands), while lipid oxidation was unaffected 
(Fig. 3I). In agreement to the above described metabolic characteristics of the TgC6hp55 mice, histological analy-
sis detected a progressive lipid accumulation in the liver of the TgC6hp55 mice which developed into a moderate 
macrovesicular hepatic steatosis (Fig. 4A) accompanied by decreased hepatic glycogen storage (Fig. 4B) as well 
as increased white adipocyte size (Fig. 4C). Furthermore and in correlation with these findings, gene expression 
analyses performed in the liver of the TgC6hp55 mice revealed the regulation of genes functionally associated 
with metabolism of lipids, carbohydrates and proteins, metabolic diseases like obesity and inflammatory pro-
cesses (GSE95345).

Finally, additional differences associated with the above-described phenotype were found in bone morphol-
ogy and metabolism (major differences) as well as in hematological, biochemical and immunological exams 
(minor differences) and are depicted in Supplementary Figs S4 and S5.

The phenotype of the TgC6hp55 mice is TNF-, TNFR1- and transgene insertion-independent.  
To examine how the incorporation of the CollagenVI promoter-driven hTNFRI transgene in the genome 
led to the above-described phenotype first we aimed to verify that this phenotype depends upon TNF/
TNFR1 signaling. For this purpose we crossed TgC6hp55 mice with mice in which either TNF (Tnf−/− 
mice)32 or TRADD – TNF Receptor Associated Death Domain - (TraddD/D mice)33 have been genetically 
deleted. In the Tnf−/− mice, TNF is not produced and therefore it does not activate TNFR1, since TNF is the 
main ligand that binds to and activates TNFR1 (which however can also be activated by Lymphotoxin a)34.  

Figure 2. TgC6hp55 mice show enhanced somatic growth with some additional obesity-like characteristics. 
(A) Body weight curve performed in wt (n = 10) and TgC6hp55 (n = 10) mice coming from Founder 1 from 
the age of 3 weeks till the age of 72 weeks. (B) Comparison of the body length of wt and TgC6hp55 mice at the 
age of 1, 3 and 11 months. As body length we measured the distance from the tip of the mouse nose to the base 
of its tail. At 1 month n = 10 wt and n = 10 TgC6hp55 mice were compared, while at 3 months n = 8 wt and 
n = 8 TgC6hp55 and at 11 months n = 7 wt and n = 9 TgC6hp55. (C) Comparison of the right femur length of 
wt (n = 7) and TgC6hp55 (n = 6) mice at the age of 3 months using microCT analysis. (D) Quantification of the 
microCT analysis data presented in (C). (E) Comparison of liver, abdominal white adipose tissue (WAT), lung 
(both lungs), kidney (both kidneys) and spleen weight of the wt and TgC6hp55 mice shown in (B) at the age 
of 1, 3 and 11 months. (F) Comparison of the normalized organ weights from (E) expressed as % of the mouse 
body weight at the age of 1, 3 and 11 months. (G) Linear regression analysis of the fat tissue mass in correlation 
with body mass in wt (n = 30) and TgC6hp55 (n = 29) at the age of 13 weeks. Data represent mean ± SEM.
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Figure 3. TgC6hp55 mice show increased energy surplus and are normoglycemic despite perturbed insulin 
sensitivity. (A) Comparison of the daily energy surplus between wt and TgC6hp55 mice (n = 15 wt and 11 
TgC6hp55). (B) Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (ipGTT) performed in wt (n = 16) and TgC6hp55 
(n = 13) mice. p value represents the comparison between the Area Under the Curve for the wt versus 
TgC6hp55 mice. (C) Intraperitoneal Insulin Tolerance Test (ipITT) performed in wt (n = 16) and TgC6hp55 
(n = 13) mice. p value represents the comparison between the Area Under the Curve for the wt versus 
TgC6hp55 mice. (D) Comparison of the Glucose Infusion Rate needed in order to retain euglycemia in the 
mice during the hyperinsulinemic-euglycemic clamp (n = 7 wt and 6 TgC6hp55 mice). (E) Comparison of the 
Insulin-Sensitive Suppression of the Endogenous Hepatic Glucose Production during the hyperinsulinemic-
euglycemic clamp in n = 8 wt and n = 7 TgC6hp55 mice. (F) Blood glucose levels during the basal period of 
the hyperinsulinemic-euglycemic clamp. (G) Measurement of the Glucose Stimulated Insulin Secretion during 
the ipGTT shown in Fig. 3C. (H) Comparison of the glucose uptake from the skeletal muscle (gastrocnemius 
muscle) and from the white adipose tissue (epididymal white adipose tissue) in wt (n = 6) and TgC6hp55 
(n = 6) mice. (I) Comparison of the carbohydrate and lipid oxidation during a 2-days calorimetry in n = 16 
wt and n = 15 TgC6hp55 mice. Only the differences observed in the carbohydrate oxidation were statistically 
significant.
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Additionally, in the TraddD/D mice, TRADD which is a major component of most of the signaling cascades down-
stream TNFR1 (including apoptosis and NFkB activation)33, 35 is missing, so after the activation of (mouse or 
human) TNFR1, these downstream signaling cascades cannot be activated.

To our surprise, both TgC6hp55Tnf−/− mice and TgC6hp55TraddD/D mice didn’t show any amelioration of 
the phenotype. They had increased body weight (Fig. 5A,C) and body length (Fig. 5B,D) as well as increased 
organ weights. Additionally, their normalized, as a % of body weight, organ weights didn’t show any major dif-
ferences apart from normalized WAT weight that was still increased (Supplementary Fig. S6). Finally, in the 
histological examination, they displayed lipid infiltrations in their liver and increased adipocyte size in their 
WAT (Supplementary Fig. S7). All these results suggest that the TgC6hp55 phenotype is TNF- and Tnfr1 
signaling-independent.

Another scenario we had to take into consideration was that of a transgene insertion locus effect. Using the 
Targeted Locus Amplification technique (TLA)36, we managed to identify the single insertion site of the trans-
gene to be located in Chromosome 10 and specifically in the area Chr10:77533719-77533707. Additionally, the 
insertion was found to interrupt the genes of Icoslg and Dnmt3l that lie adjacent to this region by deleting some 
of their exons and therefore, in order to verify that the insertion of the transgene in the specific position and the 
local disturbances it caused to the native DNA were not the cause of the TgC6hp55 phenotype, we generated a 

Figure 4. TgC6hp55 mice show histopathological alterations in their liver and white adipose tissue. (A) 
Histopathological assessment of the progressive lipid accumulation in the livers of wt and TgC6hp55 mice at 
the age of 1, 3 and 11 months (H/E staining). (B) Histopathological comparison of the glycogen content of the 
livers of wt and TgC6hp55 mice at the age of 3 months (PAS staining). (C) Histopathological comparison of 
the adipocyte size from the abdominal white adipose tissue of wt and TgC6hp55 mice at the age of 1, 3 and 11 
months (H/E staining). N = 7–10 wt and n = 7–10 TgC6hp55. (A) and (C) are in 200x magnification/scale = 60 
μm while (B) in 100x magnification/scale = 100 μm. PAS, Periodic acid-Schiff Stain.
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second founder (as described previously). This founder also exhibited the same phenotype of increased body size 
as the first founder (Supplementary Fig. S8), confirming that the TgC6hp55 phenotype is not secondary to an 
insertion effect.

The hGH minigene is expressed in the TgC6hp55 mice leading to local and systemic hGH pro-
duction and downregulation of endogenous GH. Since there seemed to be no other possible explana-
tion for the TgCh6p55 phenotype, we decided to investigate whether the hGH minigene was expressed. Indeed 
the hGH protein was detected in the serum of TgC6hp55 mice at levels of around 1.6 ng/mL as assessed by ELISA 
(Fig. 6A). Analysis with qPCR in different tissues detected high levels of the hGH mRNA in the brain (both in the 
whole brain and in the pituitary and the hypothalamus) and also expression in the heart and the skeletal muscle. 
The rest of the tissues tested (lung, kidney, spleen, WAT, BAT, ileum and colon) showed very low expression levels 
of hGH while no expression was detected in the liver (Fig. 6B). As explained before, the skeletal muscle and the 
heart are two tissues were the CollagenVI promoter is expected to be active while its expression, especially the 
ectopic expression in the brain, has also been described in the rest of the tissues23, 25. These results indicate that the 
expression of our hGH minigene is controlled by the CollagenVI promoter. The fact that the expression pattern 
of the hGH minigene is not identical with that of the TNFR1 could be explained by the potentially differential 
regulation of the hTNFR1 and hGH RNAs in the different tissues. For example while hTNFR1 RNA is known to 

Figure 5. The TgC6hp55 phenotype is primary and independent of TNF, TNFR1 and insertion effects. 
(A) Body weight curve of Tnf+/+ (n = 12), Tnf−/−(n = 24), TgC6hp55Tnf+/+ (n = 12) and TgC6hp55Tnf−/− 
(n = 21) mice. (B) Body length comparison of Tnf+/+ (n = 6), Tnf−/−(n = 11), TgC6hp55Tnf+/+ (n = 6) 
and TgC6hp55Tnf−/− (n = 9) mice. (C) Body weight curve of Tradd+/+ (n = 15), TraddD/D (n = 11), 
TgC6hp55Tradd+/+ (n = 19) and TgC6hp55TraddD/D (n = 8) mice. (D) Body length comparison of Tradd+/+ 
(n = 8), Tradd D/D (n = 7), TgC6hp55Tradd+/+ (n = 7) and TgC6hp55Tradd D/D (n = 7) mice. Data represent 
mean ± SEM.

Figure 6. Detection of the hGH minigene expression in the TgC6hp55 mice. (A) Detection of the human 
growth hormone in the serum of TgC6hp55 mice using ELISA (n = 10 wt and n = 10 TgC6hp55 mice). (B) 
Q-PCR analysis for the detection of the hGH mRNA in different tissues of 3 TgC6hp55 mice. WAT, abdominal 
white adipose tissue; BAT, brown adipose tissue. (C) Q-PCR comparison of the mouse growth hormone 
produced by the pituitary of wt (n = 6) and TgC6hp55 (n = 6) mice at the age of 2, 5 months. Data represent 
mean ± SEM.
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be minimally regulated at the mRNA stability level, evidence suggests that hGH mRNA follows more complex 
patterns of regulation e.g. in brain tissue27.

Finally, as previously reported in other transgenic mouse lines15, 16, 18, the expression of the hGH in the brain 
and especially in the pituitary and the hypothalamus of the TgC6hp55 mice led to an almost 50% downregulation 
of the endogenous mGh expression in the pituitary. (Fig. 6C).

Pharmacological inhibition of the GH signaling reverses most of the TgC6hp55 phenotypic 
characteristics. To examine whether hGH expression is causally involved in the development of the 
TgC6hp55 phenotype, we used a growth hormone receptor antagonist (pegvisomant or PegV), an antibody which 
pharmacologically inhibits the growth hormone signaling by binding to the GH receptor and blocking the bind-
ing of the GH37. Initially, we separated the mice into 4 different groups: wt mice treated with PegV (wt+PegV), 
wt mice treated with saline (wt+saline), TgC6hp55 mice treated with PegV (TgC6hp55+PegV) and TgC6hp55 
mice treated with saline (TgC6hp55+saline). Starting at 20 days of age (just before the TgC6hp55 mice begin to 
show a difference in body weight), the mice were injected 3 times per week following a preventive administration 
scheme. In order to validate the effectiveness of Pegvisomant in blocking GH signaling we measured the levels 
of serum IGF-138–40 in all 4 groups. As shown in Fig. 7A, both groups treated with PegV showed a decrease in the 
circulating levels of IGF-1, confirming its effectiveness. After the 4-weeks treatment, the TgC6hp55+PegV mice 
were similar to the wt+saline mice in terms of body weight and body length and were significantly smaller than 
the TgC6hp55+saline mice (Fig. 7B,C). As for the raw and normalized organ weights (Fig. 7D,E), the results were 
not conclusive, since some organs (like liver or lungs) did not grow as much after the PegV treatment as compared 
to the saline treatment, while others (like WAT) did grow more. Probably at that early age at which we examined 
the mice the differences are yet not so big and also the treatment might need a longer duration in order to affect 
organ size substantially. However we cannot exclude the small probability that the effectiveness of PegV and/or 
some hGH-independent parts of the TgC6hp55 phenotype could be attributed to other mechanisms like the acti-
vation of the prolactin receptor or the expression and action of the TNFR1 transgene or some complex insertion 
effects. Finally, GH inhibition in the TgC6hp55+PegV mice prevented the increased hepatocyte lipid storage in 
their livers which appeared completely normal (Fig. 7F). In the WAT, the adipocytes of these mice, despite being 
bigger than the ones of the wt+saline group, they were significantly smaller than those of the TgC6hp55+saline 
group (Fig. 7G,H). Collectively all these data confirm that the development of the main phenotypic characteristics 
of the TgC6hp55 mice are prevented by the blockade of growth hormone signaling, indicating that the hGH is a 
key player in the development of the TgC6hp55 phenotype.

Furthermore, it is well known that GH can act both locally in an autocrine/paracrine way and systemically 
either directly or indirectly through IGF-141, 42. Therefore we used the circulating IGF-1 levels as an indicator of 
the possible systemic effects of the hGH38. As shown again in Fig. 7A, the transgenic mice had the same levels of 
serum IGF-1 as their wt controls. This finding means that the circulating hGH is effective either independently of 
the liver-produced IGF-1 or through local production and action in different tissues or both.

Discussion
Although this is not the first time that the hGH minigene has been found to be expressed in a transgenic mouse 
line12–18, in this work we provide original evidence for the effects of this expression when it is driven by the mes-
enchymal CollagenVI promoter. As shown in Table 1, up to date, the “unexpected” expression of the hGH mini-
gene and its consequences on the mouse phenotype have been studied and described only in a few mouse lines 
which used promoters that are specific for either the pancreas or the liver or the nervous system and therefore 
led to a more or less confined expression of the hGH in specific areas like the brain or the pancreatic islets. On 
the contrary, in our transgenic mouse line, the TgC6hp55, the hGH minigene expression was found in a series of 
tissues under the control of the CollagenVI promoter and it is the first time to our knowledge, that the expression 
of a hGH minigene is reported to drive enhanced somatic growth as well as a plethora of alterations in various 
parameters of the mouse physiology as described before. Additionally, by the pharmacological blockade of GH 
signaling we present direct evidence of the causal relationship between the hGH minigene expression and the 
observed phenotype.

In some of the studies referred in Table 1, local expression of the hGH minigene in the mouse pituitary and 
hypothalamus led to decreased somatic growth due to downregulation of the endogenous mouse Gh15, 16, 18, while 
in the rest, where the minigene was not expressed in the brain, no alterations in body size were found12, 13, 17. An 
important issue not clarified in most of these studies12, 14, 15, 17, 18 is whether the locally produced hGH makes its way 
into the circulation or not. The 2 studies that looked into this issue did not detect any hGH in the circulation13, 16.

Interestingly though, the TgC6hp55 mice exhibited increased body size with unchanged systemic Igf-1 lev-
els, in spite of an almost 50% downregulation of the endogenous Gh. This phenotype could be attributed either 
to the local or to the systemic effects of the hGH or both. On the one hand, it has been shown that GH can act 
both locally and systemically without affecting the serum Igf-1 levels38, 40. On the other hand, locally produced 
GH, even if it accesses the circulation, may still exhibit no systemic effects38. Most of the tissues examined in the 
TgC6hp55 mice scored positive for hGH expression, which suggests local activity. Additionally, the circulating 
levels of hGH appear not high enough to increase systemic Igf-1 levels, but they still seem to drive systemic effects 
as for example in the liver where hGH is not locally produced. Therefore, the most probable explanation in the 
TgC6hp55 mice is that hGH acts mainly locally with some extra effects being attributed to its systemic action. Of 
course all these hypotheses would be interesting to be further addressed in the future.

Another interesting characteristic of the TgC6hp55 mice which we studied and described thoroughly is the 
perturbed insulin sensitivity and carbohydrate metabolism. Transgenic mice expressing the hGH minigene have 
also exhibited analogous effects12–14, 17. However, these mice were expressing the hGH minigene in the pancreatic 
islets or specifically in β-cells, making it much easier for the hGH to directly interact in an autocrine/paracrine 
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way with the insulin production. Moreover, it is known that hGH can bind to and activate also the prolactin 
receptor19 and therefore mimic the effects of lactogens on mouse β-cells43. In correlation with previous studies12, 
we also found increased serotonin expression in the pancreatic islets of the TgC6hp55 mice (Supplementary 
Fig. S9). Since serotonin is used as a marker of prolactin receptor stimulation in the pancreas44, 45, this finding 
suggests that at least in the pancreas of the TgC6hp55 mice hGH binds to and activates the prolactin receptor. 
Therefore some of the effects described regarding the carbohydrate metabolism could be explained by this mech-
anism12. Moreover, the activation of the prolactin receptor by the hGH could also explain some other phenotypic 

Figure 7. Pharmacological inhibition of the GH signaling reverses most of the TgC6hp55 phenotypic 
characteristics. 4 groups of mice: 8 wt received saline, 8 wt received pegvisomant (PegV), 8 TgC6hp55 received 
saline and 8 TgC6hp55 received PegV. (A) Serum levels of Igf-1 in all 4 groups. (B) Body weight curve. 
*Represent comparison between TgC6hp55+saline versus TgC6hp55+PegV. (C) Body length comparison. 
(D) Comparison of liver, abdominal white adipose tissue (WAT), lung (both lungs), kidney (both kidneys) and 
spleen weight among 4 groups. (E) Comparison of the normalized organ weights from (7D) expressed as % of 
the mouse body weight. (F) Histopathological assessment of the lipid accumulation in the livers of all 4 groups 
(H/E staining). (G) Histopathological comparison of the adipocyte size from the abdominal white adipose 
tissue of all 4 groups (H/E staining). (H) Quantification of the adipocyte size shown in Fig. 7F. (F) and (G) are in 
200x magnification/scale = 60 μm. Data represent mean ± SEM.

http://S9
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characteristics of the TgC6hp55 mice such as hepatomegaly14, 26, 28, while it is contradictory to other findings 
in these mice like the increased bone mineral density and the increased adipose tissue mass30, 46. However, the 
fact that the pharmacological blockade of the growth hormone receptor reversed most of the main phenotypic 
characteristics of the TgC6hp55 mice (enhanced somatic growth, hepatic steatosis, increased adipocyte size etc.), 
suggests that the major actions of the hGH in mediating the TgC6hp55 phenotype are through this receptor, 
while the activation of the prolactin receptor plays a more secondary role. Nevertheless, it would be interesting in 
future studies to address this question in more detail.

Furthermore, the TgC6hp55 mice also exhibited an interesting phenotype of increased food intake in conjunc-
tion with increased metabolic rate and a preference in mobilizing carbohydrates in order to cover their increased 
energy demands during night, that has not been previously described in correlation with the hGH minigene.

The hGH minigene-expressing transgenic mice with a reduced endogenous Gh production and a reduction 
in body growth described above15, 16, 18 also show perturbations in lipid metabolism (increased triglycerides, 
increased adipose tissue mass, liver steatosis and deregulated genes that take part in lipid metabolism) similar 
to our findings, despite the increased body size of the TgC6hp55 mice47. However, the same features have been 
previously described in the context of insulin resistance and/or obesity48, 49, like in the transgenic mice overex-
pressing bovine GH in their central nervous system causing hyperphagia-induced obesity50. This mechanism 
of hyperphagia-induced obesity could explain the findings of increased adipose tissue mass in the TgC6hp55 
mice and it could present a new secondary ‘side-effect’ of the hGH minigene expression in the brain. Of course 
we cannot exclude an additional effect of the locally (even in very small amounts) produced hGH on WAT, since 
the existing literature regarding such an issue is still debating51–53. Finally, the rest of the alterations observed in 
the skeletal, biochemical and hematological examination of the TgC6hp55 mice have also never been described 
before in conjunction with the hGH minigene expression.

Altogether the results from our analysis show that the unplanned expression of the hGH minigene, if/when 
it happens and depending on the context in which it acts, can have a plethora of effects that are or are not always 
restricted to the specific tissue of expression. More specifically, we have shown that the local expression of this 
minigene in the CollagenVI expressing mesenchymal cells can affect various aspects of the mouse physiology not 
only locally but also systemically. However, we cannot safely distinguish which of the phenotypic characteristics 
described in the TgC6hp55 mice can primary be attributed to the hGH minigene expression and which are sec-
ondary to the generally enhanced growth. The results of our study along with other recent studies underline that it 
is crucial for all using the hGH minigene in our mouse models to examine if it is expressed or not and the possible 
effects it might have to the described phenotypes, as the lack of visible growth changes does not necessarily mean 
that the minigene is not expressed. Finally, it would be important to examine these mice more systemically and 
to not only focus locally because, as we have shown in the present work, the ‘side-effects’ of the hGH minigene 
expression might not always be confined to a local level.

Materials and Methods
Mice. All mice were bred and maintained on a C57BL/6J genetic background in the animal facilities of the 
Biomedical Sciences Research Center “Alexander Fleming” under specific pathogen-free conditions. Experiments 
were approved by the Institutional Committee of Protocol Evaluation in conjunction with the Veterinary Service 
Management of the Hellenic Republic Prefecture of Attika according to all current European and national leg-
islation and were performed in accordance with relevant guidelines and regulations. All mice were housed in 
standard cages (wood-shaving bedding) on a 12-hour day/night cycle and were fed a standard rodent chow.

Generation of TgC6hp55 transgenic mice. The procedure for the generation of the TgC6hp55 mice has 
been described in the Results section. Pronuclear injection of the transgene into fertilized (C57BL/6JXCBA/J)F2 

Publication Mouse line Specific for Site of expression Serum hGH
Detection 
method

Effects attributed 
to the hGH

Pruniau et al.18 AlfpCre Hepatocytes Hypothalamus, pituitary Not examined Q-PCR, ELISA liver steatosis, 
reduced growth

Nuytens et al.16 Nbea+/−GH240B no promoter Hypothalamus, pituitary No Q-PCR, WB, 
ELISA, IF

reduced growth, 
obesity,

Browers et al.12 Pdx1CreLate pancreatic α- and 
β-cells pancreatic β-cells Not examined Q-PCR, WB, 

IHC
altered β-cell 
physiology and 
glucose/insulin 
regulationBrowers et al.12 MIPCre, RIPCre pancreatic β-cells pancreatic β-cells Not examined Q-PCR, WB, IF

Baan et al.13 MIPFoxM1 pancreatic β-cells pancreatic β-cells No Q-PCR, WB, 
ELISA

altered β-cell 
physiology

Declercq et al.15 NestinCre nervous system Hypothalamus, pituitary Not examined Q-PCR, ELISA

hypopituitarism, 
reduced growth, 
liver steatosis, 
behavioral 
problems

Oropeza et al.17, 
Carboneau et al. 2016 MIPCreERT1Lphi Pancreatic β-cells pancreatic β-cells, 

hypothalamus Not examined Q-PCR, WB
altered β-cell 
physiology and 
glucose/insulin 
regulation

Table 1. Other publications studying the effects of hGH minigene expression. WB, Western Blot; IHC, 
Immunohistochemistry; IF, Immunofluorescence.
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oocytes was performed in the BSRC Alexander Fleming Transgenesis Facility. The CollagenVI(a1) promoter was 
kindly provided by G. Bressan (University of Padova, Padova, Italy)25. The hTNFR1 CDS was kindly provided 
by D. Wallach (The Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel)26. The hGH minigene was kindly provided 
by R. Perlmutter (Howard Hughes Medical Institute, University of Washington, Washington, USA)27. For the 
genotyping of the mice, the primers that we used were: Forward: AGGAAATGGGTCAGGTGGAG and Reverse: 
CTCAATCTGGGGTAGGCACA. The conditions of the PCR were as following: annealing for 30 seconds at 66 °C 
declining by 1 °C per cycle until 57 °C and then at 57 °C for 30 more cycles; elongation for 1 minute at 72 °C. The 
generation of the Tnf−/− mice has been described previously32 while the TraddD/D mice were kindly provided to us 
by M. Pasparakis (University of Cologne, Cologne, Germany)33.

In all the experiments we tried to use equal numbers of males and females from each genotype. Additionally, 
in all experiments the mice that were used were littermates or at least cohoused since their weaning day.

Q-PCR. All reactions were performed in 96 well plates in a PTC200 Thermal Cycler from MJ Research (USA) 
and the data were analyzed using Opticon Monitor 3.

Copy number calculation. For the calculation of the number of copies that were inserted into the genome 
of each founder and his ancestors we isolated genomic tail DNA using phenol:chlorophorm extraction. All the 
samples were diluted to a final concentration of 12, 5 ng/μl and 2 μl from each sample were used in each reaction. 
For the multiplication of the transgene we used primers that detect the exon 3 of the hTNFR1 while MAP3K8 
was used as a reference gene for normalization. Finally, the human p55 knock-in mouse was used as a control 
that contains 2 copies of the human p5554. The primer sequences were: hTNFR1 exon3F: 5′-TAC AAT GAC TGT 
CCA GGC CCG-3′, hTNFR1 exon3R: 5′-GCA TTT GGA GCA GCT GAG GC-3′, MAP3K8F: 5-TCC AGG CCT 
GTT TCC GGC-3′, MAP3K8R: 5′-CCT CCC TCG CCG GCT TCC-3′. The Q-PCR conditions were: annealing at 
59 °C for 30 sec, elongation at 72 °C for 30 sec. The reactions were performed using the Quantitect Real-time PCR 
kit from Qiagen (Cato No. 204143).

hTNFR1, hGH and mGh expression levels. After the mice were sacrificed, the tissues of interest (heart, 
lung, kidney, spleen, liver, muscle, brain, ileum, colon, abdominal white adipose tissue, interscapular brown adi-
pose tissue, testis, pituitary and hypothalamus) were snap-frozen in liquid nitrogen. The total RNA was isolated 
and DNAse treated using the Absolutely RNA Miniprep Kit from Agilent Technologies (Cat. No. 400800). Reverse 
transcription was performed using the M-MLV Reverse Transcriptase from Promega (Cat. No. M1705). Samples 
were normalized to B2M (B2M F: 5′-TTC TGG TGC TTG TCT CAC TGA-3′; B2M R: 5′-CAG TAT GTT CGG 
CTT CCC ATT C-3′). The primers for hTNFR1 were purchased from Qiagen (QT00216993). The primers for 
hGH have been described by Browers et al.12, the primers for mGh have been described by Martari et al.55. All 
reactions were performed using the Quantitect Real-time PCR kit from Qiagen (Cat. No. 204143). The reaction 
conditions were: hTNFR1: annealing at 55 °C for 30 sec and elongation at 72 °C for 30 sec; hGH: annealing at 58 °C 
for 30 sec and elongation at 72 °C for 40 sec.

Phenotypic characterization. Body weight curve. For the body weight curves the mice were weighed 
once per week starting at 4 weeks. Additionally, regarding the TgC6hp55 versus their wt siblings, we also com-
pared their body weights at 1 week, 11 days, 2 weeks and 3 weeks of age.

microCT. The scanning was performed in a Skyscan 1172 microCT (Brucker). The bone specimens (right 
femur) were wrapped with gauze soaked in PBS and stored in a freezer at −20 °C. Before the scanning, they were 
left to defrost at RT. The scanning parameters were set at 49 kV and 100uA, the resolution was 1332 × 960 and 
the filter used was Al 0,5mm. The image reconstitution was performed using the NRecon program (SkyScan, 
Brucker).

German Mouse Clinic phenotypic pipeline. ipGTT. Mice were used for the glucose tolerance test after 
a 16–18 hours-lasting overnight food-withdrawal. In the beginning of the test, the body weight of mice was 
determined. For the determination of the fasting blood glucose level, the tip of the tail was scored using a steri-
lized scalpel blade and a small drop of blood was analyzed with the Accu-Chek Aviva glucose analyzer (Roche/
Mannheim). Thereafter mice were injected intraperitoneally with 2 g of glucose/kg body weight using a 20% glu-
cose solution, a 25-gauge needle and a 1-ml syringe. 15, 30, 60 and 120 minutes after glucose injection, additional 
blood samples (one drop each) were collected and used to determine blood glucose levels and insulin levels (30, 
60 min) as described before. Repeated bleeding was induced by removing the clot from the first incision and mas-
saging the tail of the mouse. After the experiment was finished, mice were placed in a cage with plentiful supply 
of water and food56.

Insulin levels were determined by ELISA (Mercodia, Sweden).

Insulin tolerance test. The insulin tolerance test was conducted in the early afternoon after 6 hours food 
deprivation that began in the early morning. Insulin (0.7 U per kg body mass) was injected intraperitoneally after 
measurement of baseline blood glucose from blood samples taken from the tail vein. Further blood samples were 
taken 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after injection. Glucose levels were determined using a handheld glucometer 
(ACCU CHECK Aviva, Roche Diagnostics/Mannheim, Germany).

Hyperinsulinemic-euglycemic clamp. As a preparatory step, a permanent jugular vein cath-
eter was implanted in anesthetized experimental mice 6–7 days before the clamp study. For the 
hyperinsulinemic-euglycemic clamp, mice were food deprived for 6 hours beginning in the early morning. Mice 
were unrestrained and conscious during the procedure but placed in oversized rat restrainers and warmed by 
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warming pads. To administer solutions catheters were connected to syringes in CMA402 pumps (Axel Semrau, 
Sprockhoevel, Germany). After 110 minutes of primed-continuous [3-3H] glucose infusion (1.85 kBq/min), a 
blood sample was collected to determine plasma insulin, glucose and [3-3H] glucose concentrations to calculate 
basal endogenous glucose production. Thereafter, a [3-3H] glucose infusion (3.7 kBq/min) containing insulin 
(15 pmol·kg−1·min−1; HumulinR, Lilly, Indianapolis, IN) begun. Blood glucose concentrations were monitored 
in intervals of 10 minutes. Target glycemia was achieved by adjusting glucose infusion rates. 120 minutes after 
beginning of the experiment, 2-[14C] deoxyglucose (370 kBq) was injected intravenously to assess rates of tis-
sue specific glucose uptake. After conclusion of the experiment, mice were euthanized by intravenously injected 
overdose of ketamine/xylazine. Mice were dissected, tissues were collected, immediately snap-frozen in liquid 
nitrogen, and stored at −80 °C. Blood was also collected at culling and plasma 3H and 14C radioactivity was 
determined in deproteinized plasma before and after 3H2O evaporation to estimate glycolysis rates. In hepatic 
lysates 2-[14C] deoxyglucose-6-phosphate was separated from 2-[14C] deoxyglucose via ion-exchange columns 
(Poly-Prep AG1-X8, Bio-Rad, Germany). Glucose uptake rates were calculated by multiplying mean plasma glu-
cose between 120 and 140 min (mmol/ml) by 2-[14C] deoxyglucose tissue content (dpm/100 g tissue), divided by 
2-[14C] deoxyglucose plasma AUC in the same period of time. Source of radioisotopes: Perkin Elmer; samples 
were measured in Ultima-Gold scintillation cocktail (Tri-Carb2910TR, Perkin-Elmer, Weissenstein, Germany). 
Whole body glucose disposal (M value) was calculated from the tracer infusion rate, specific activity of [3-3H] 
glucose and body weight.

Indirect calorimetry. A 48-hours indirect calorimetry trial was conducted in single caged mice having 
free access to food and water (32-cages PhenoMaster with activity & drinking/feeding monitoring, TSE Systems 
GmbH, Bad Homburg, Germany). Four data points were collected per hour (oxygen consumption, carbon 
dioxide production, respiratory exchange ratio, metabolic rate) resulting in a total of 192 data points. From gas 
exchange data we calculated oxidation rates of carbohydrates and lipids46. In parallel to energy expenditure, food 
consumption was carefully monitored. Food consumption was converted into metabolizable energy uptake using 
a factor of 13.047 kJ per gram food (Altromin 1324, Altromin, Lage, Germany) that was determined before the 
indirect calorimetry trial based on bomb calorimetric combustion of diet and feces samples.

qNMR. The body composition was analyzed by non-invasive qNMR (Bruker MiniSpec LF50, Bruker, 
Ettlingen, Germany).

Clinical Chemistry. Blood samples for clinical chemistry analyses were collected in Li-heparin coated tubes 
after overnight food withdrawal and from ad libitum fed mice. Plasma samples were analyzed using an AU480 
autoanalyzer (Olympus, Germany) and adapted reagent kits provided by Beckman-Coulter, Wako Chemicals 
GmbH or Randox according to GMC standard procedures57. A small EDTA-blood sample was used by the 
Immunology screen for FACS analysis.

FACS Analysis of Peripheral blood leukocytes (PBL). PBLs were isolated from the cell pellet of 500 μl 
whole blood samples after centrifugation. The cell pellet is dissolved in 600 μl NH4Cl-based, Tris-buffered eryth-
rocyte lysis solution, and 150 μl transferred into 96-well micro titer plates. After subsequent washing steps with 
FACS staining buffer (PBS, 0.5% BSA, 0.02%sodium azide, pH 7.45), PBLs were incubated for 20 min with Fc 
block (clone 2.4G2, PharMingen, San Diego, USA). Cells were then stained with fluorescence-conjugated mon-
oclonal antibodies (PharMingen). After the antibody incubation, propidium iodide was added for the identi-
fication of dying/dead cells45, which might bind antibodies unspecifically, and/or loose specific antigens upon 
apoptosis44. Samples were acquired from 96 well plates and measured in one of our two threelaser 10-color flow 
cytometers (LSRII, Becton Dickinson, USA; Gallios, Beckman Coulter, USA). A total number of 10.000–30.000 
living CD45+ per sample is reached. For analysis, intact cells are first identified by their FSC/SSC profile. These 
cells were gated on the basis of their propidium iodide/PE signal (compensated parameters), allowing the dead 
cells to be gated out. Living cells were then gated using their SSC/CD45 signal, gating out remaining erythrocytes, 
thrombocytes and debris58. CD45+ cells are subsequently analyzed by software based analysis (Flowjo, TreeStar 
Inc, USA; SPICE59. In former experiments, FMO (Fluorescence minus one) controls from wild-type mice have 
been used to define ‘positive’ and ‘negative’ regions60.

Immunohistochemical analysis. The IHC was performed using the streptavidin-peroxidase method 
with an automated immunostainer (DiscoveryXT; Roche, Penzberg, Germany) in paraffin-embedded tissue. 
After heat-induced antigen retrieval with EDTA (pH 8), we used the primary antibody anti-serotonin (5-HT) 
ABIN617893 from https://www.antibodies-online.com/antibody/617893/anti-5-Hydroxytryptamine in a dilu-
tion 1:100. We repeated the procedure two times with an appropriate positive control (neuroendocrine cells in 
murine gut) and a negative control (without the primary antibody) to confirm the specificity of the staining. 
Secondary antibody and blocking against nonspecific binding was performed according to antibody informa-
tion. DAB and hematoxylin as contrast were used for visualization of the reaction peptide-hormone-antibody. 
Cytoplasmic staining was considered a positive reaction. Images for illustration were made by the slide-scanning 
system, NanoZoomer 2.0 HT (Hamamatsu Photonics K.K.; Hamamatsu City, Japan).

DEXA. After anesthesia, the weight and length of the mouse were recorded, and the mouse was placed in 
the analyzer (pDEXA Sabre X-ray Bone Densitometer, Norland Medical Systems Inc., Basingstoke, Hampshire, 
UK). Whole body analysis excluding the skull was performed (Scan speed 20 mm/s, Resolution 0.5 mm × 1.0 mm, 
HAW 0.020).

https://www.antibodies-online.com/antibody/617893/anti-5-Hydroxytryptamine
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Histopathological analysis. The tissues were isolated from the animals, washed in PBS and fixed in forma-
lin at 4 °C overnight. After that they were embedded into paraffin, cut with a microtome and stained with either 
Hematoxylin/Eosin (H/E) or Periodic acid-Schiff (PAS). Photos were taken with a Nikon Eclipse E800 micro-
scope equipped with a Q Imaging ExiAqua camera using the Bioquant Q-capture Pro7 program. Adipocyte size 
was calculated using the Adiposoft program.

Transcriptome analyses. Transcriptome analyses from liver samples of four transgenic and four wild-
type male mice at the age of 21 weeks were performed following total RNA extraction (RNAeasy Midi kit, 
Qiagen). Illumina Mouse Ref-8 v2.0 Expression BeadChips were employed as previously described61. Illumina 
GenomeStudio 2011.1 was used for data normalization (cubic spline) and statistical analysis for the identification 
of differential gene expression was performed with SAM (Significance Analysis of Microarrays, fold change >1.7, 
FDR < 1%)62. Over-represented functional annotations were obtained using Qiagen’s Ingenuity Pathway Analysis 
(Qiagen Redwood City). The data discussed in this publication have been deposited in NCBI’s Gene Expression 
Omnibus63 and are accessible through GEO Series accession number GSE95345.

Identification of the insertion site. The identification of the insertion site was performed by the Cergentis 
company (Utrecht, Netherlands) using a TLA (Targeted Locus Amplification) sequencing technique36.

Human Growth Hormone and mouse IGF-1 detection. Human Growth Hormone (hGH) was 
detected and quantified in the serum of TgC6hp55 mice using a Growth Hormone (GH) Human SimpleStep 
ELISA Kit from Abcam (ab190811). Serum from wt mice did not give any signal. Mouse IGF-1 was detected and 
quantified in the serum of wt and TgC6hp55 mice using an IGF-1 (mouse/rat) ELISA from ALPCO (Cat. No. 
22-IG1MS-E01).

Treatment with Pegvisomant. Pegvisomant was kindly provided by Pfizer (New York, USA).
Starting at 20 days of age, the mice were first weighed and then injected intraperitoneally every 

Monday-Wednesday-Friday morning with either 250 mg/kg Pegvisomant (experimental groups) or saline (con-
trol groups) according to Liao et al.64 for 4 weeks. After the end of this period the mice were sacrificed, their 
organs were weighed and liver and abdominal white adipose tissue were collected for histopathological examina-
tion. Additionally, blood serum was collected in order to measure mouse IGF-1 as an indicator of the effectiveness 
of the treatment.

Statistical analysis. In every comparison we made, we first examined if the data in each group fol-
low a Gaussian distribution using D’Agostino-Pearson Omnibus normality test, Shapiro-Wilk test and 
Kolmogorov-Smirnov test with Dallal-Wilkison-Lilliefor P value. If the data indeed followed a Gaussian distri-
bution, we compared them using unpaired t-test or unpaired t-test with Welch’s correction if the variances of the 
different groups compared were significantly different according to the F-test. On the contrary, if the data were 
not normally distributed, we compared them using the Mann-Whitney test. Finally, for multiple statistical com-
parisons on a single data set we used the ANOVA test. Significance is shown in graphs as *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001.
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Supplementary Figures 
 

 

Supplementary Figure S1. TgC6hp55 mice do not show increased body weight at the first 2 weeks of age. 

(A) Body weight comparison at 1 week (n=29 wt and n=22 TgC6hp55 mice). (B) Body weight comparison at 11 

days (n=41 wt and n=33 TgC6hp55 mice). (C) Body weight comparison at 2 weeks (n=41 wt and n=32 TgC6hp55 

mice). Data represent mean±SEM 

 

 

 

 

Supplementary Figure S2. (A) Whole body composition analysis using Nuclear magnetic Resonance (NMR). 

Measurement of whole body lean and fat mass in wt (n=30) and TgC6hp55 (n=29) mice at the age of 13 weeks. (B) 

Normalization of the NMR values presented in (S2A Fig.) according to body weight. Data represent mean±SEM 
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Supplementary Figure S3. TgC6hp55 mice show increased energy consumption as well as increased 

metabolism. 

(A) Daily metabolizable energy uptake (N= 15 WT and 11 TgC6hp55 mice). (B) Daily energy expenditure (N= 15 

WT and 11 TgC6hp55 mice). Data represent mean±SEM 

 

 

 

 

Supplementary Figure S4. TgC6hp55 mice show alterations in bone parameters and metabolism.  

(A) Comparison of Bone Mineral Density in wt (n=20) and TgC6hp55 (n=18) mice. (B) Comparison of the total 

bone mass (without calculating the scull) in wt (n=20) and TgC6hp55 (n=18) mice. (C) Comparison of the serum 

Alkaline Phosphatase activity in wt (n=29) and TgC6hp55 (n=30) mice. Data represent mean±SEM 
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Supplementary Figure S5. TgC6hp55 mice show alterations in a plethora of parameters of their physiology. 

 (A-F) Hematological analysis of the serum of wt (n=28) and TgC6hp55 (n=28) mice: (A) Comparison of 

Hematocrit. (B) Comparison of Hemoglobin. (C) Comparison of Mean Corpuscular Volume (MCV). (D) 

Comparison of Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH). (E) Comparison of Red Blood Cell Distribution Width 

(RDW). (F) Comparison of White Blood Cell numbers. (G-L) Biochemical analysis of the serum of wt (n=29) and 

TgC6hp55 (n=30) mice: (G) Comparison of Iron concentration in the plasma. (H) Comparison of the Total Iron 

Binding Capacity (TIBC). (I) Comparison of the calculated transferrin saturation. (J) Comparison of the total serum 

protein. (K) Comparison of the serum Albumin levels. (L) Comparison of serum triglycerides in ad libitum fed 

mice. (M-N) Immunological analysis in the peripheral blood of wt and TgC6hp55 mice: (M) Comparison of LyC6
+
 

monocytes from wt (n=22) and TgC6hp55 (n=23) mice. (N) Comparison of CD4
+
CD45

+
CD44

++
 T cells from wt 

(n=29) and TgC6hp55 (n=30) mice. (O-P) Immunological analysis in the spleen of wt (n=4) and TgC6hp55 (n=4) 

mice: (O) Comparison of B220
+ 

cells. (P) Comparison of Mac1
+
Gr1

lo
 cells. Data represent mean±SEM 
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Supplementary Figure S6. TgC6hp55Tnf 
-/-

 and TgC6hp55Tradd
D/D

 mice show increased organ weights 

similar to the TgC6hp55 mice.  
(A) Comparison of liver, abdominal white adipose tissue (WAT), lung (both lungs), kidney (both kidneys) and 

spleen weight among Tnf
+/+ 

(n=6), Tnf 
-/-

(n=11), TgC6hp55Tnf
+/+

 (n=6) and TgC6hp55Tnf 
-/- 

(n=9) mice. (B) 

Comparison of liver, abdominal white adipose tissue (WAT), lung (both lungs), kidney (both kidneys) and spleen 

weight among Tradd
+/+ 

(n=8), Tradd 
D/D 

(n=7), TgC6hp55Tradd
+/+

 (n=7) and TgC6hp55Tradd 
D/D 

(n=7) mice. (C) 

Comparison of the normalized organ weights from (S6A Fig) expressed as % of the mouse body weight. (D) 

Comparison of the normalized organ weights from (S6B Fig) expressed as % of the mouse body weight. Data 

represent mean±SEM 
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Supplementary Figure S7. TgC6hp55Tnf
-/-

 and TgC6hp55Tradd
D/D

 mice show histopathological alterations in 

their liver and white adipose tissue similar to the TgC6hp55 mice. 

(A) Histopathological assessment of lipid accumulation in the livers of Tnf
-+/+

, Tnf 
-/-

, TgC6hp55Tnf
+/+

and 

TgC6hp55Tnf 
-/-

mice (H/E staining). (B) Histopathological comparison of the adipocyte size from the abdominal 

white adipose tissue of Tnf
-+/+

, Tnf 
-/-

, TgC6hp55Tnf
+/+

and TgC6hp55Tnf 
-/-

mice (H/E staining). (C) 

Histopathological assessment of lipid accumulation in the livers of Tradd
-+/+

, Tradd
D/D

, TgC6hp55Tradd
+/+

and 

TgC6hp55Tradd
D/D

 mice (H/E staining). (D) Histopathological comparison of the adipocyte size from the abdominal 

white adipose tissue of Tradd
-+/+

, Tradd
D/D

, TgC6hp55Tradd
+/+

and TgC6hp55Tradd
D/D

 mice (H/E staining). Tnf
+/+ 

(n=6), Tnf 
-/-

(n=11), TgC6hp55Tnf
+/+

 (n=6) and TgC6hp55Tnf 
-/- 

(n=9), Tradd
+/+ 

(n=8), Tradd 
D/D 

(n=7), 

TgC6hp55Tradd
+/+

 (n=7) and TgC6hp55Tradd 
D/D 

(n=7) mice. All figures are in 200x magnification / scale=60μm. 
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Supplementary Figure S8. TgC6hp55 mice coming from Founder 2 keep showing enhanced somatic growth 

identical to that observed in the mice coming from Founder 1. Body weight curve in wt mice coming from 

Founder 1 (n=10), transgenic mice coming from Founder 1 (n=10), wt mice coming from Founder 2 (n=11) and 

transgenic mice coming from Founder 2 (n=15). At all time points, wt mice from both Founders do not show any 

difference in their body weight. Simultaneously, the transgenic mice coming from both Founders also show no 

difference in their body weight at all time points.  

a represents *** statistical difference between the body weight of TgC6hp55 mice coming from Founder 1 and the 

body weight of the wt mice coming from Founder 1. b represents ** statistical difference between the body weight 

of the transgenic mice coming from Founder 2 and the body weight of  the wt mice coming from Founder 2. c 

represents *** statistical difference between the body weight of the transgenic mice coming from Founder 2 and the 

body weight of the wt mice coming from Founder 2. Data represent mean±SEM 

 

 

Supplementary Figure S9. TgC6hp55 mice show enhanced production of serotonin in their pancreatic islets. 

A) Representative serotonin immunostaining (brown) of neuroendocrine pancreas (islets) of a TgC6hp55 mouse and 

a wildtype mouse. B) The negative controls of the immunostaining in the respective tissue (without the primary 

antibody). n=3 male and 3 female wild type mice and n=3 male and 3 female TgC6hp55 mice. All figures are in 

400x magnification / scale = 50μm.              
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